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Vorwort

Georg BRASSEUR, WM OAW (Wien, Osterreich)

Priisident der mathematisch-naturwissenschaftlichen Klasse
der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften

Am 27. und 28. Mirz 2014 fand das gemeinsam von der Deutschen Akademie der Naturfor-
scher Leopoldina, der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften und der Veterinirme-
dizinischen Universitit Wien durchgefiihrte Symposium ,,Geschlechtsabhingige Vererbung —
mehr als Gender und Sex* im Festsaal der alten Universitit statt. Geschlechtsabhidngige Ver-
erbung umfasst genetische Effekte, die weit liber Geschlecht und Gender hinausgehen und
deshalb in der Humangenetik und Tierzucht auf besonderes Interesse stof3en.

Unter der wissenschaftlichen Leitung von Herrn Prof. Gottfried BREM, einem international
anerkannten Genetiker, prisentierten 18 Wissenschaftler aus fiinf Nationen in vier Sitzungen
zu den Themengebieten ,,X- und Y-chromosomale Vererbung“, ,,mitochondriale extrachro-
mosomale Vererbung®, ,,geschlechtsbegrenzte Vererbung* und ,,geschlechtsabhiingige Epige-
netik* die Besonderheiten der geschlechtsabhingigen Vererbung.

Man diskutierte, welche Konsequenzen aus diesen, von der klassischen Vorstellung gene-
tischer Prinzipien abweichenden Erbgiingen, resultieren konnen. Die wissenschaftlich aktu-
ellen Themen des Symposiums haben neben facheinschldgigen Wissenschaftlern und der
interessierten Offentlichkeit auch eine groBe Anzahl an diskussionsfreudigen Studenten an-
gezogen. Daraus resultierten spannende Diskussionen nach den Vortrdgen und in den Pausen
zwischen den Sektionen.

Als Elektrotechniker und damit Laie auf dem Gebiet der Genetik und Vererbung erspare
ich Thnen eine dilettantische Zusammenfassung der fachlichen Highlights des zentralen Sym-
posiumsthemas ,,Geschlechtsabhingige Vererbung®, ich erlaube mir aber zum Untertitel ,,mehr
als Gender und Sex* ein paar Bemerkungen zu machen.

Herr BREM widmet seine Einleitung dem Thema Frauen und ihre Gleichberechtigung, ein
Thema, auf das seit den 1980er Jahren auch so manche Berufspolitiker setzten, die nicht mehr
fiir Uberzeugungen stehen, sondern die Machterhaltung per se zum Primat gemacht haben.
Das Thema erscheint ihnen geeignet, Stimmen zu erhalten und zu gewinnen. Der billigste
Weg, die Gleichberechtigung oberflichlich, aber 6ffentlichkeitswirksam vorwirts zu treiben,
ist, den Unterschied zwischen Geschlecht, Genus (dem ,,grammatische Geschlecht®), Sex und
Gender zu ignorieren.

An Hand von Beispielen prasentierte Herr BREM, wie die feministische Linguistik wegen
einer vermeintlichen Bevorzugung der Minner und der quasi ,,Unsichtbarmachung® der Frauen
die Asymmetrie der Geschlechter im Bereich von Personenbezeichnungen kritisiert. Der Preis,
den Frauen dafiir zu zahlen haben, sind ,,Quotenfrauen®, und der Preis, den wir alle zahlen, ist
der Versuch der politisch unterstiitzten ,, Vergeschlechtlichung® der deutschen Sprache.



Georg Brasseur

In der deutschen Sprache hat der Artikel inhaltlich nichts mit dem biologischen Geschlecht
zu tun. Die drei Genera klassifizieren lediglich das lexikalisch festgelegte ,,grammatische Ge-
schlecht” von Substantiven und nicht das biologische. Im Deutschen wird ein Oberbegriff in
Form eines Generikums benutzt, also beispielsweise der Hund, ein generisches Maskulinum,
die Katze, ein generisches Femininum, oder das Pferd, ein generisches Neutrum.

Biologisch bezeichnet das grammatische Geschlecht beide sexuellen Auspriagungen. Im
Tierreich meint der Adler, der Hase oder der Igel genauso beide Geschlechter wie die Ratte,
die Eidechse oder die Maus. Immer sind beide Geschlechter gemeint.

Mit der ,,Vergeschlechtlichung* der Sprache wird der Sexismus nicht entfernt. Aus dem
Unrecht des vermeintlichen Vorranges des Mannes durch eine sprachliche Bevorzugung der
Frau resultiert nicht Gerechtigkeit, sondern neues, anderes Unrecht. Selbst der Mensch ist
dem Feministen suspekt, zumal er vom Begriff Mann ableitbar ist. Zur ,,Entmannung der Spra-
che” wurde die Bezeichnung Studentin parallel zum Student eingefiihrt. Sprachfeminismus
macht auch aus christlichen Wahrheiten wie ,,Liebe deinen Nichsten® sprachliche Ungetiime
wie ,,Liebe deinen Nichsten, deine Nichste und dein Néchstes®.

Ich wiinsche Thnen viel Vergniigen beim Lesen der kurzweiligen Einleitung, die entwaff-
nend aufzeigt, wie ,,zuviel des Guten* eine grundsitzlich verniinftige Idee ad absurdum fiihren
kann. Die der Einleitung folgenden wissenschaftlichen Vortrige des Symposiums werden we-
niger durch pointierten Humor, sondern durch gewichtige wissenschaftliche Inhalte iiberzeu-
gen.

O. Univ.-Prof. Dr. Georg BRASSEUR, WM OAW

Priisident der mathematisch-naturwissenschaftlichen Klasse
der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften

Dr. Ignaz Seipel-Platz 2

A-1010 Wien

Osterreich

Tel.:  +43 1515811205

Fax:  +43 1515811211

E-Mail: georg.brasseur@oeaw.ac.at
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BegriiBung

Benno PARTHIER ML (Halle/Saale)

Altprisident der Leopoldina

Sehr verehrte Damen und Herren,

es ist mir eine akademisch-leopoldinische Ehre und als Altprisident eine personliche Freude,
Sie zu einem genetisch ausgerichteten veterindrmedizinischen Symposium zu begriilen, das
gemeinsam von der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften, der Veterinirmedizini-
schen Universitit Wien und der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina organisiert
und durchgefiihrt wird.

Ich griie Sie im Namen der Nationalen Akademie der Wissenschaften Leopoldina — so
lautet ndmlich die offizielle Bezeichnung seit dem 14. Juli 2008, als die ehemalige Deutsche
Akademie der Naturforscher Leopoldina zur Nationalen Akademie erhoht wurde. Vor allem
mdochte ich die herzlichen Griifle und guten Wiinsche vom Présidenten Jorg HACKER iiberbrin-
gen. Er ist zeitlich leider verhindert und bedauert deshalb, nicht dabei sein zu konnen. Die
Vielfalt der Aufgaben im héchsten Amt der Akademie und deren Verantwortung und Erledi-
gung, sowohl lokal im denkmalgeschiitzten ,,Weilen Haus* in Halle als auch an vielen anderen
Orten, ist enorm gestiegen, nachdem die Ernennung der Institution in den Nationalstatus statt-
gefunden hat.

Aus der fritheren Stellung und den Aktivititen der Deutschen Naturforscher-Akademie
Leopoldina, die 1652 von Schweinfurter Arzten als Academia Naturae Curiosorum gegriindet,
1677 durch Kaiser LEOPOLD I. zur Reichsakademie erhoben wurde, entwickelte sich in den
folgenden Jahrhunderten eine Gelehrtengesellschaft von internationalem Rang in den deutsch-
sprachigen Landern. Ihre wissenschaftlichen Aufgaben fand sie in den naturwissenschaftlichen
und medizinischen Sektionen. Die geisteswissenschaftlichen Ficher waren nicht vertreten,
was sich in der Zeit der DDR und deren staatspolitischen Uberwachung der Akademie als Vor-
teil erwies.

In unserem jetzigen Zeitalter der Globalisierung erfordern jedoch Themen wie Klimawan-
del, Energiegewinnung, Erndhrung, Gesundheit, Demografischer Wandel und anderes mehr
eine ausweisbare Gesellschafts- und Politikberatung. Diese bedarf auch ldnderiibergreifender
Aufgaben fiir die Wissenschaft. Daher ist eine zentrale Aufgabe fiir die Nationale Akademie
der Wissenschaften im Sinne einer Arbeitsakademie auch die Mitarbeit in internationalen
Dachorganisationen in Form einer Beratung von Politik, Gesellschaft und Wirtschaft zu aktu-
ellen wissenschaftlichen und wissenschaftspolitischen Fragen. — Die Nationalakademie hat
zurzeit 1500 Ordentliche Mitglieder, wovon etwa 1000 im aktiven Status (d. h. jlinger als 75
Jahre) sind. Sie gehoren den vier Klassen (Naturwissenschaften, Lebenswissenschaften, Me-
dizin, Geisteswissenschaften) sowie den 27 Fachsektionen an.



Benno Parthier

Mein besonderer Gruf3 und Dank gilt unserem lokalen Mitglied der Sektion Veterindrmedizin,
Herrn Gottfried BREM. Mit seinen Ideen und organisatorischen Fihigkeiten hat er das Thema
,Geschlechtsabhingige Vererbung® ausgesucht und dessen wissenschaftliche Vorbereitung
hauptséchlich und verantwortlich auf seine Schultern gelegt, die so breit sind, wie die Themen
fiir die ausgesuchten Redner.

Es ist ein treffliches Thema fiir Zoologen und Veterindrmediziner im Allgemeinen und ein
hochinteressantes und eventuell auch teilweise brisantes Feld in der Genetik und ihren Verer-
bungseigenschaften. Besonders freuen wir uns, lieber Herr BREM, iiber Thr lobenswertes En-
gagement und diesbeziigliche Aktivitit, uns wiederum nach Wien einzuladen. Ein solches
Geschenk haben Sie uns bereits fiinf Mal in Form von Leopoldina-Symposien beschert.

Im Mai 2001 trafen sich die Veterindrmediziner, um die Ursachen und Analysen spezi-
fisch-neurologisch kranker Rinder zu untersuchen (Thema: ,,BSE — Wahnsinn und Wirklich-
keit™). Im Juli 2005 wurde dieses Thema iiber den Rinderwahnsinn nochmals in einem
Symposium unter dem Titel ,,BSE — Status quo und Quo vadis?*“ abgerechnet. Fiir das Sym-
posium im Juni 2006 waren die lieben Kiihe thematisch nach wie vor gefragt, dieses Mal unter
dem Thema ,,.BVD — eine (un)heimliche Rinderseuche®. Im Mirz 2010, wurde die Genetik
und Gentechnik zum Mittelpunkt des Themas ,,Das ,gldserne* Tier: Ein- und Ausblicke in Ge-
nome und Gene von Haustieren®. Inhaltlich wurde damit bereits der heutige Titel vorgedacht:
,Geschlechtsabhiingige Vererbung — mehr als Gender und Sex‘. SchlieBlich wurde im Mirz
2013 das Thema ,,Erbfehler und Erbkrankheiten — ,Erbsiinden‘ ohne Siindenfall?* problema-
tisiert.

Sie wollen es mir nachsehen, wenn ich als ehemaliger botanischer Biochemiker in einer
hochspezialisierten Wissenschaftswelt die Wissensvielfalt der animalischen Genetik nicht
iiberblicke, d. h. iiber ein Programm zur chromosomalen geschlechtsspezifischen Vererbung,
zur geschlechtsbegrenzten Vererbung, zur extrachromosomalen Vererbung in Mitochondrien,
und schlieBlich zur geschlechtsabhingigen Epigenetik nicht mitreden kann. — Ich weil} nicht,
ob so viel junges Neues noch in ein altes Hirn hineinpasst.

Meine Damen und Herren: Nun darf ich auch mit Freude vorwegnehmen, dass die inter-
essanten Themen dank Threr Ergebnisse in den Vortridgen und Illustrationen zu vielen neuen
Erkenntnissen fithren mégen und mochte allen Akteuren einen ertragreichen Verlauf des Sym-
posiums wiinschen.

Prof. Dr. Dr. h. c. Benno PARTHIER

Deutsche Akademie der Naturforscher Leopoldina
Nationale Akademie der Wissenschaften
Jégerberg 1

06108 Halle (Saale)

Bundesrepublik Deutschland
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Einleitung
Biologische und sprachliche Differenzierung:
Genus, Geschlecht, Sex und Gender

Gottfried BREM ML, wM OAW (Wien, Osterreich)

Geschlechtsabhingige Vererbung stoft, weil sie nicht den Mendelschen Regeln folgt und vom
Geschlecht der Elterntiere beeinflusst wird, in der Genetik und Tierzucht auf besonderes In-
teresse. Von meinen Studenten verlange ich konsequent die Kenntnis der Mendelschen Regeln.
Das ist nicht nur hier in Wien, wo MENDEL studiert hat, aber besonders hier, unabdingbar.
Gegen die Klage der Studenten, dass sie diese Regeln nach der Schule und der Studien-Ein-
gangsphase nun zum dritten Mal parat haben miissen, argumentiere ich, dass sie sich freuen
konnen, in der Priifung etwas zu wissen, was sie nicht mehr zu lernen brauchen. Und fiir die-
jenigen, die die Mendelschen Regeln immer noch nicht kennen, sei es allerhochste Zeit, diese
endlich zu verinnerlichen. Und ich freue mich dann, wenn ich von Kollegen hére, dass Stu-
denten in hoheren Semestern in Wien wenigstens die Mendelschen Regeln parat haben.

Bei den Ausnahmen von den Mendelschen Regeln bin ich grofziigiger. Umso mehr freue
ich mich heute, dass so viele Studenten der Einladung gefolgt sind zu einem Symposium, das
sich diesen Ausnahmen widmet.

Vor der biologischen und sprachlichen Differenzierung von Genus, Geschlecht, Sex und
Gender, eine historische Bemerkung vorweg: Die Einsicht, dass Ménner und Frauen als sich
fundamental voneinander unterscheidende Wesen zu betrachten sind, hat sich erst im 18. Jahr-
hundert entwickelt. Vorher war die Vorstellung, Médnner und Frauen hitten ein Geschlecht,
nicht ungewohnlich. Die Lesart war, dass der Mann das Geschlecht halt auf3en habe und dass
es bei der Frau nach innen gestiilpt sei.

Bevor ich zur geschlechtsabhiingigen Vererbung komme, will ich den gewihlten Untertitel
des heutigen Symposiums ,,mehr als Gender und Sex* nicht unerliutert lassen. Als alter Mann
kann ich hoffen, dass meine folgenden Ausfiihrungen nicht als verungliickte Anmache miss-
verstanden werden. Wiinschenswert wére ja nicht nur ein Symposium, sondern eine umfas-
sende Veranstaltung iiber Frauen als groBartigste Schopfung Gottes liberhaupt. Als Tierziichter
und Genetiker sah ich mich allerdings héchstens autorisiert, zum Thema geschlechtsabhidngige
Vererbung einzuladen. Aber die Freiheit einer Einleitung erlaubt mir, pointiert zu erkléren,
warum ich diesen Untertitel gewéhlt habe.

Trotz aller potentiellen Reproduktionstechniken sind wir — ohne Ausnahme — von einer
Mutter geboren und die meisten von uns auch von ihr erzogen worden. Wir lernen von ihr
(ohne formal unterrichtet zu werden) unsere Muttersprache, die eigentlich, ob der dadurch
verinnerlichten grammatischen Grundstrukturen und Lautbildung meist ein — regionaler —
Mutterdialekt ist. Trotz der biologischen und die kindliche Umwelt bestimmenden Bedeutung
der Mutter geht dieser Einfluss — wohl wihrend der Pubertit — stark zuriick. Woran liegt es,
dass vielen erwachsenen Ménnern nicht geniigend bewusst bleibt, woher sie kommen. Ich
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Gottfried Brem

habe keine Antwort darauf und konnte bislang auch keine schliissige Erkldarung erfragen. Was
sind die Griinde dafiir, dass sich nach einer jlingst veroffentlichten Studie ein Drittel aller
Frauen in Europa bereits gegen sie gerichteter korperlicher Gewalt und/oder sexueller Attacken
ausgesetzt sahen? Eine im hochsten Malle erschreckende Bilanz.

Ich kenne und erkenne — wie viele andere — den Unterschied zwischen Geschlecht, Genus,
Sex und Gender. Der Politik unterstelle ich, dass sie diese Unterschiede ignoriert. Woriiber
man sich nur dann wundert, wenn man nicht akzeptiert, dass viele heutige Berufspolitiker
nicht mehr fiir Uberzeugungen stehen, sondern die Machterhaltung zu ihrem Primat gemacht
haben. Dazu setzen sie auf Themen. Themen, die ihnen geeignet erscheinen, Stimmen zu er-
halten und zu gewinnen. Seit den 1980er Jahren waren Frauen und ihre Gleichberechtigung
so ein Thema. Der Preis, den Frauen zu zahlen haben, sind ,,Quotenfrauen‘, und der Preis,
den wir alle zahlen, ist der Versuch der politisch unterstiitzten ,,Vergeschlechtlichung® der
Sprache.

Nur ein Wort zu den Quotenfrauen: Als die bayerische CSU vor einigen Jahren in einer
Kampfabstimmung eine Quotenregelung installierte, waren es die jungen und selbstbewussten
Frauen auf dem Parteitag, die sich bitter iiber diese Diskriminierung beschwerten. Geholfen hat
es nichts, die Quotenregelung in der Partei wurde eingefiihrt. Bei den bayerischen Kommunal-
wahlen vor knapp zwei Wochen (16. 3. 2014) wurde in keiner der acht bayerischen Stadte mit
mehr als 100000 Einwohnern eine Frau zum Oberbiirgermeister und nur in zwei von 71 Land-
kreisen eine Frau als Landrat gewéhlt. Und das, obwohl mehr als 50 % der Wihler Frauen sind.

Nun zum universitiren Bereich. Was ist von der Torheit zu halten, dass ein Ministerium
einem Rektor, noch nicht einmal der Universitdt, 100000 Euro Priamie als personliche Ent-
lohnung auslobt, wenn er eine Frau beruft? Wie fiihlt sich Frau Professor, wenn sie davon er-
fahrt? Ist so eine ,Fangpridmie® nicht in hohem Masse diskriminierend, ja geradezu
entwiirdigend? Warum denkt Politik, dass so etwas vertretbar sei?

Ich geniele es, wenn, wie bei meinem letzten Flug geschehen, der Chefpurser, eine Frau,
zur Vorbereitung des Abflugs sagt: ,,Ich begriile Sie als Erster Offizier.” Das ist, ohne Offi-
zierin, korrektes Deutsch und driickt, ohne Wenn und Aber, gesundes Selbstverstdndnis aus.

Auch in ganz anderen Bereichen kommt es zu einer Art Entkrampfung. Auf Volksfesten und
anderen GroBveranstaltungen ist seit einigen Jahren zu beobachten, dass Frauen in Drangzeiten
ménnliche Toiletten okkupieren, weil dort vor den Sitztoiletten keine Warteschlangen sind.

An einer technischen Universitit sah ich kiirzlich, direkt neben einer Damentoilette, einen
Hinweis auf eine daneben lokalisierte ,,Unisex*-Toilette. Nach der ersten Verbliiffung habe
ich meine rudimentédren Lateinkenntnisse zusammengekratzt. Unisex bedeutet direkt tibersetzt:
ein Geschlecht. Gemeint sind aber wohl beide Geschlechter ebenso wie Zwischenformen,
bzw. dass alle gleich berechtigt dieses Etablissement benutzen diirfen. Also nicht mehr der,
die, das oder ein Klo, sondern nur Klo.

Als Vater und GroBvater bin ich — ohne tumbe Chromosomen-Arithmetik — {iber meine
zwei Tochter und meine Enkeltochter genauso gliicklich wie liber meinen Sohn und meine
zwei Enkelsohne. Und ich drgere mich sehr, wenn mir unterstellt wird, ich wiirde Frauen nicht
gerecht, weil ich beispielsweise Studenten als Studenten anspreche und nicht als Studierende.

Neben dem Geschlecht, dem Sexus, gibt es das Genus, einen grammatikalischen Terminus
technicus, abgeleitet vom lateinischen ,,Art, Gattung, Geschlecht”. Hier deshalb einige lin-
guistische Anmerkungen zu Genus und Geschlecht. Wer mehr als Anmerkungen braucht, mag
sich des zweieinhalbtausend Seiten starken Standardwerks zur Grammatik der deutschen Spra-
che bedienen (ZIFONUN et al. 1997).
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Das ,,grammatische Geschlecht® ist ein in vielen Sprachen vorkommendes Klassifikationsmerk-
mal von Substantiven. Viele Substantive wie Berufe, Nationalitdten, Religionen bezeichnen
menschliche Gruppen. Die meisten dieser Personenbezeichnungen wurden durch das Anhéingen
einer Endung von einem Verb oder einem Substantiv abgeleitet. Simtliche Funktionen, die von
Verben abgeleitet wurden, sind aber trotz des maskulinen Genus natiirlich nicht als biologisch
méinnlich zu verstehen. Neben der gerade bei Berufsbezeichnungen hidufigsten Endung ,.er* gibt
es noch eine Reihe anderer Endungen von Substantiven, die ebenfalls oft als ,,mdnnliche* En-
dungen interpretiert werden, da der grammatikalische Artikel der Personenbezeichnungen
~ménnlich ist. Beispiele dafiir sind der Diplomand, Praktikant, Visiondr, Kandidat, Biologe,
Student, Priifling, Doktor. Alle diese Personenbezeichnungen sind zwar grammatisch ,,médnn-
lich*, werden aber traditionell fiir beide biologische Geschlechter verwendet und gelten selbst-
verstidndlich auch fiir Frauen. In der feministischen Linguistik — natiirlich gibt es die — wird die
Asymmetrie der Geschlechter im Bereich von Personenbezeichnungen wegen einer vermeint-
lichen Bevorzugung der Minner und der quasi Unsichtbarmachung der Frauen kritisiert. Femi-
nisten nehmen an den irrtiimlich als ,,médnnlich* eingestuften Personenbezeichnungen Anstof3
und bestreiten einfach, dass Frauen durch diese Bezeichnungen mitgemeint seien.

Einen neuen Weg geht die zweitilteste Universitit Deutschlands in Leipzig. Bei Diskus-
sionen dariiber, was sprachlich und politisch korrekt sei, also Herr Professor und Frau Profes-
sorin, ProfessorInnen oder Professor/Professorin, machte ein Mann den wohl ironisch
gemeinten Vorschlag, ausschlieflich die weibliche Form einzusetzen, also Professorin. Der
Senat stimmte der Verwendung des generischen Femininums zu, so dass es in der Hochschul-
verfassung an der Universitidt Leipzig nun heifit: Herr Professorin. Der Artikel in der Siiddeut-
schen Zeitung trug als Uberschrift ein rektorales Zitat: ,,Wir waren niichtern.“

Mit der ,,Vergeschlechtlichung® der Sprache wird der Sexismus nicht entfernt, sondern erst
recht eingefiihrt. Aus dem Unrecht des vermeintlichen Vorranges des Mannes durch eine sprach-
liche Bevorzugung der Frau resultiert nicht Gerechtigkeit, sondern neues, anderes Unrecht.
Selbst der Mensch ist dem Feministen suspekt, zumal er vom Begriff Mann ableitbar ist. Zur
-Entmannung der Sprache* wurde die Bezeichnung Studentin parallel zum Student eingefiihrt.
Sprachfeminismus macht auch aus christlichen Wahrheiten wie ,,Liebe deinen Néchsten*
sprachliche Ungetiime wie ,,Liebe deinen Néchsten, deine Nichste und dein Néchstes®.

Das grammatische Genus wird nicht nur geschlechtlich oder ungeschlechtlich, sondern
auch iibergeschlechtlich verwendet. Der Begriff des Genus ist streng gegen den Begriff des
Sexus abzugrenzen. Im Deutschen folgt das Genus, also z. B. der Mann oder die Frau, des
personenbezeichnenden Substantivs {iblicherweise dem Sexus der bezeichneten Person. Der
Artikel hat mit dem biologischen Geschlecht aber inhaltlich nichts zu tun. Die drei Genera
klassifizieren lediglich das lexikalisch festgelegte ,,grammatische Geschlecht* von Substan-
tiven, nicht das biologische. Im Deutschen wird ein Oberbegriff in Form eines Generikums
benutzt, also beispielsweise der Hund, ein generisches Maskulinum, die Katze, ein generisches
Femininum, oder das Pferd, ein generisches Neutrum.

In der Linguistik wird das generische Maskulinum, also die grammatisch ,,mdnnliche*
Form, als Oberbegriff fiir das aus Frauen und Ménnern bestehende Menschengeschlecht ver-
wendet. Auf grammatikalischer Ebene kann das ,,ménnliche Geschlecht* oder das ,,weibliche
Geschlecht selbstverstidndlich nur sich selbst, aber nicht alle grammatischen ,,Geschlechter*
zugleich bezeichnen. Biologisch bezeichnet das grammatische Geschlecht beide sexuellen
Ausprigungen. Im Tierreich meint der Adler, der Hase oder der Igel genauso beide Geschlech-
ter wie die Ratte, die Eidechse oder die Maus. Immer sind beide Geschlechter gemeint.
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Das ,,biologische Geschlecht” von Lebewesen klassifiziert der Sexus. Auch allem Unge-
schlechtlichen ist ein Genus zugeordnet. Bei Substantiven wie Stuhl, Petersilie, Universitit
usw. stellt sich also diese Frage nicht. Bei Substantiven, die Lebewesen bezeichnen, stellt
sich die Frage nach einem Zusammenhang zwischen den beiden Klassifikationen. Rind,
Amsel, Kind, Waise, Gast, Fliichtling, Person, Personlichkeit, Individuum, Student etc. kon-
nen ménnlich und weiblich sein. Das ist sprachlich nicht diskriminierend. Ein Mensch, der
liest, ist ein Leser, einer der arbeitet, ist ein Arbeiter, ein Mensch der studiert, ist ein Stu-
dent.

Als die ersten Universititen vor fast einem Jahrtausend entstanden, war die Sprache der
Wissenschaft Latein. Ein Student war damals ein scholaris, also ein Schiiler. Daraus
entstanden auch die fahrenden Schiiler, scholares vagantes, in heutiger Diktion verkrachte
Studenten. Im Mittelhochdeutschen gab es den — aus dem Lateinischen Partizip Prasens stu-
dens entlehnten — Ausdruck studente. In der Frithen Neuzeit wurde er zum studiosus, was
direkt tibersetzt ,,der Eifrige, der Interessierte® heif3t. Dieser Studiosus oder auch candidatus
ist kein offizieller Titel, wird aber bis heute traditionell als eine Art studentischer Grad be-
nutzt. Im 20. Jahrhundert entstanden umgangssprachliche Bezeichnungen wie Studiker oder
auch Studi. Studi wird heute noch, wegen seiner Geschlechtsneutralitit, gerne als schlanke
Kurzform verwendet. In den Nachkriegsjahren war im deutschen Sprachraum der Begriff
Student verbreitet. Aus dieser Sprachnorm sollten politisch gewollt Studierende werden, und
das wurde auf dem Verwaltungsweg gedndert, priziser gesagt, durchgesetzt. Die Partizipi-
alform ,,Studierende® ist aber sprachlich nicht zutreffend, wie gleich noch zu zeigen sein
wird.

Um zwischen dem biologischen und dem sozialen Geschlecht unterscheiden zu kénnen,
hat sich vor einigen Jahrzehnten eingebiirgert, fiir das soziale Geschlecht den aus dem Engli-
schen stammenden Begriff Gender zu verwenden. Wihrend sich Sexus auf das biologische
Geschlecht bezieht, bezieht sich Gender auf das soziokulturelle Geschlecht. In Abwandlung
eines alten Zitats der franzodsischen Schriftstellerin, Philosophin und Feministin Simone DE
BEAUVOIR, das urspriinglich fiir die Frau formuliert wurde, konnte man auch sagen: ,,Man
kommt nicht als Mann zur Welt, man wird es.”

Sprachlich falsch ist, etwas zu schreiben, was nicht sprechend vorgetragen werden kann.
Rede und Geschriebenes miissen Gesetzen der Verstindlichkeit und der Asthetik folgen. Wie
also mit dem Binnen-I umgehen? Es steht erstens im Widerspruch zur Orthographie und zwei-
tens fiihrt das gesprochene Binnen-I zu der femininen Form ,,Studentlnnen®, was die dort ei-
gentlich subsummierten ménnlichen Studenten definitiv ausschlief3t.

Manchmal erlangt sogar ein wissenschaftliches Symposium der OAW unerwartete zufil-
lige politische Aktualitit. Frau Walburg ERNST, die Vorsitzende des Normierungsinstitutes
Austrian Standards, hatte letzte Woche eine Empfehlung gegen das Binnen-I ausgesprochen
und im Interview gesagt: Sprache diene der ,,klaglosen Verstindigung und nicht der Durch-
setzung zweifelhafter politischer Ziele“. Arbeiterkammer des Osterreichischen Gewerkschafts-
bundes (OGB) und die Osterreichische HochschiilerInnenschaft (OH) protestierten heftig, das
ONORM-Institut zog den Kopf ein und ruderte kriftig zuriick.

Wieder zu den Studenten. Andere Schreibweisen wie ,,Studenten/Studentinnen®, ,,Stu-
dent/-innen®, ,,Student(innen) erfordern beim Vortrag das Sprechen oder Betonen einer Klam-
mer, eines Schrig- oder Bindestriches. Die von der feministischen Linguistik empfohlene
Formulierung ,,Studentinnen und Studenten® fiihrt zur Frage, wie man einigermaflen elegant
die Schwerfilligkeit dieser umstindlichen Doppelbezeichnungen iiberwindet.
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Die schon erwihnte Verwendung des Aktiven Partizip Priasens, die im Maskulinum, Femini-
num und Neutrum gleich lautet, scheint sich deshalb als geschlechtsneutrale Form politisch
korrekt zu eignen, sprachlich ist es nicht korrekt.

Statt von ,,Mitarbeitern* wird heutzutage von ,,Mitarbeitenden* gesprochen, ,,Lehrlinge*
werden zu ,,Lernenden’ und an die Stelle von ,,Studenten® treten die ,,Studierenden®. Im Plural
miisste es dann iibrigens nicht ,,liebe Studierende®, sondern ,,liebe Studierenden* heillen. ,,Stu-
dierende* ist seit dem Inkrafttreten des Universitits-Organisationsgesetzes 1993 (UOG 1993)
der offizielle gesetzliche Terminus in Osterreich. Es gibt auch keinen Studentenausweis mehr,
sondern einen ,,Ausweis fiir Studierende®. Auch in Deutschland wird — motiviert durch ,,po-
litische Korrektheit” — die Bezeichnung ,,Studierende* im offiziellen Sprachgebrauch benutzt,
freilich ohne sich umgangssprachlich wirklich durchzusetzen. Hier ist der Zynismus, ,,Politiker
sind zu allem fdhig, aber zu fast nichts zu gebrauchen®, schwer zu entkriften.

Unberiicksichtigt bleibt ohnehin, dass das Partizip Prisens eine momentane, abschlieende
Tétigkeit ausdriickt und bei der Verwendung Studierender grammatikalisch vermurkst wird.
Ein Studierender ist — sprachlich korrekt — ein Mensch, der ein Buch, eine Abhandlung, eine
Publikation oder etwas anderes vor sich hat und diese so vor sich hin studiert. Ein so Studie-
render muss aber nicht an einer Universitét eingeschrieben sein. Immatrikulierter oder Imma-
trikulierte wire also korrekter. Aber was wird aus diesen — meist jungen — Menschen, den
Studierenden, wenn sie gerade nicht etwas studieren, wenn sie beispielsweise, so wie wir heute
Abend, alle gemeinsam beim Heurigen sitzen und Wein trinken. Dann wéren sie geméaf Par-
tizip Préisens keine Studierenden und wir keine Lehrenden mehr, sondern allenfalls Weintrin-
kende und Aufstrichbrotessende. Ich glaube, das reicht jetzt: auf das grammatikalisch
verwandte attributive Gerundiv will ich erschopfungsbedingt nicht mehr eingehen.

Wer mich kennt, weil3, dass ich russophil bin. Ich war in den letzten 30 Jahren als auslén-
disches Mitglied der russischen Landwirtschaftsakademie fast hundertmal in Russland. Aus
diesen Besuchen resultiert meine Einschitzung, dass Russland ein praktiziertes Matriarchat
hat. Was gemacht wird, entscheiden die Frauen, in der Familie sowieso, aber auch in der gro-
Ben Politik. Die Frauen in Russland sind sehr geschickt in der Umsetzung. Sie begeben sich
praktisch nie selbst in hohe staatspolitische Amter, sie schicken ihre Minner, und sie sagen
ihnen, was sie tun miissen. Es ist in Russland ein offenes Geheimnis, dass GORBATSCHOV von
Raissa, JELZIN von Naina und MEDWEDEV von Swetlana, also von ihren Ehefrauen geschickt
und gesteuert wurden. Nur bei PUTIN ist das anders, da weill man nicht, wer hinter ihm steht,
weil er sich von Ljudmila getrennt hat. Vielleicht wiirde seine Politik sonst anders aussehen.

Die russische Sprache kennt keine Artikel wie die deutsche Sprache. Das Geschlecht eines
Wortes wird durch diverse Endungen, die an Substantive angefiigt werden, zum Ausdruck ge-
bracht. Eine weibliche Endung ist beispielsweise ,,a*, gut ablesbar an weiblichen Vornamen,
die meist auf ,,a“ enden, siehe die eben genannten Namen der Ehefrauen.

Fiir den Begriff Akademiker gibt es im Russischen sprachlich keine weibliche Form, ge-
nauso wenig wie fiir Genossen. Genossinnen werden nur im Deutschen so tituliert. Aber es
gibt die Studentin oder die Professorin. Diese Formulierungen werden aber nur benutzt, wenn
die angesprochene Gruppe ausschlieBlich aus Frauen besteht. Bei gemischten Gruppen ver-
wenden die Russen immer die grammatikalisch ménnliche Form. Eine Anrede, wie liebe Mit-
arbeiter und Mitarbeiterinnen, ist absolut ungebréduchlich und wird — auch von Frauen — nur
im Scherz oder als Witz verwendet.

Nun von der linguistischen zur biologischen und gesellschaftlichen Realitét. Und die bio-
logische Realitit ist: Médnner haben’s schwer, das relevante Geschlecht ist das der Frauen!
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Frauen liefern mit der Oozyte und den darin enthaltenen RNAs und Proteinen nicht nur den
groBten Teil fiir den Start der individuellen Entwicklung, sie stellen auch sicher, dass sich ein
Embryo und Fetus in wohlbehiiteter Umgebung bis zur Geburt entwickeln kann. Erst danach,
bei der Aufzucht, konnen Ménner wieder etwas beitragen. Genetisch ist da lingst alles gelau-
fen, die genetische Konstellation kann nur noch durch Umwelteinfliisse optimiert, beschidigt
oder gegebenenfalls anschlieBend therapeutisch gemildert werden.

Miinner haben es nicht deshalb schwer, weil das X-Chromosom des Menschen wesentlich
grofer ist und Frauen zwei davon haben. Auch Minner erben in der Regel ein X-Chromosom
von ihrer Mutter. Das ménnliche Y-Chromosom, das vom Vater kommt, ist vergleichsweise
windig, es enthilt gerademal etwas mehr als dreilig Gene. Diese geschlechtsbestimmenden
gonosomalen Gene auf dem Y-Chromosom sorgen ausschlieBlich dafiir, soweit wir bislang
wissen, dass es Minner liberhaupt gibt. Neben dem Erhalt des eigenen Geschlechts hat ein
Spermium zweierlei Funktionen: Erstens wird durch das Eindringen des Spermiums die Oo-
zyte befruchtet und der Start fiir ein neu entstehendes Leben gesetzt. Zweitens komplettiert
der beigesteuerte haploide paternale Chromosomensatz das maternale Genom zum diploiden
Genom. Das ist nicht so trivial, wie es sich anhort. Durch Mikromanipulation von Kernen und
Genomen konnten auch andere Konstellationen getestet werden. Was liberhaupt nicht funk-
tioniert, ist die Verdoppelung eines weiblichen haploiden Genoms. Auch durch Kombination
von zwei verschiedenen haploiden weiblichen Genomen entsteht genauso wenig entwick-
lungsfihiges neues Leben wie aus zwei haploiden ménnlichen Genomen. Es braucht beides,
ein weibliches und ein ménnliches Genom. Wenn artifiziell ein weibliches und ein minnliches
haploides Genom kombiniert werden, kann sich die so geformte Zygote zum Embryo und
Fetus weiter entwickeln. Minner sind in der Reproduktion noch unverzichtbar. Wie lange das
noch gelten mag, ist nicht sicher. In einer im Januar dieses Jahres in Science verdffentlichten
Untersuchung wurde beschrieben, das bei Miusen mittels assistierter Reproduktion Nach-
kommen generiert werden konnten, wenn das Y-Chromosom durch nur zwei Y-chromosomale
Gene ersetzt worden war (YAMAUCHI et al. 2014).

Sicher aber ist, dass auch in Zukunft — so oder so — Frauen die Hauptlast der Reproduktion
tragen. Und Fortpflanzung ist die Voraussetzung fiir Vererbung. Fortpflanzung ist, neben dem
von der Umwelt abgegrenzten selbstregulierten Stoff- und Energiewechsel, der entscheidende
Unterschied von Leben und unbelebter Materie. Nur die Fortpflanzung erlaubt Wachstum und
Differenzierung. Kein Wunder also, dass sich auf dem Sektor Fortpflanzung evolutionir eine
unglaubliche Vielfalt und Vielfiltigkeit entwickelt hat. Wer sich dafiir interessiert, dem seien
auszugsweise zwei Biicher empfohlen: Die Evolution im Liebesrausch — das bizarre Paa-
rungsverhalten der Tiere von Markus BENNEMANN und Kamasutra kopfiiber — die 77 origi-
nellsten Formen der Fortpflanzung von Tobias NIEMANN. Sie lernen dabei viel Ergotzliches
und Niitzliches dariiber, was sich die Evolution zu Liebe, Sex und Fortpflanzung hat einfallen
lassen, u. a. liber sexuelle Handlungen, spektakulire Stellungen beim Geschlechtsakt, Prosti-
tution, Heiratsschwindel und Geschlechtsumwandlungen — bei Tieren, das Meiste empfiehlt
sich nicht zur Nachahmung.

Die Urform der Fortpflanzung war die ungeschlechtliche oder auch asexuelle Fortpflanzung.
Nachkommen erhalten dabei ausschlieBlich eine identische Kopie der Erbanlagen von ihrem
einen Elter. Das war und ist kein wirklich kreatives Geschehen, denn bei der ungeschlechtlichen
Vermehrung entstehen die Nachkommen nicht aus Geschlechtszellen und — nebenbei bemerkt —
ohne Rekombination, was allerdings die sich Fortpflanzenden selbst meist nicht sonders betriibt.
Viele Pflanzen vermehren sich vegetativ, also durch Zerfall, Teilung oder Sprossung oder durch
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Bildung von Sporen oder die Entwicklung von Embryonen ohne Befruchtung. Auch einige nie-
dere Tiere bilden ihre Nachkommen durch mitotische Teilung oder Knospung.

Nicht zur ungeschlechtlichen Vermehrung gehort die Selbstbefruchtung, ebenfalls bei
Pflanzen und auch bei Zwittern besonders beliebt. Die Nachkommen erhalten zwar hierbei
auch nur Gene von einem Elter, aber, und das ist dem Genetiker wichtig, nach einer Rekom-
bination. Die eingeschlechtliche Fortpflanzung gehort entweder zur ungeschlechtlichen Fort-
pflanzung, wenn bei der Apomixis die Nachkommen mit dem Elter genetisch identisch sind,
oder zur geschlechtlichen Fortpflanzung, wenn die Automixis zu einer Vereinigung ménnlicher
und weiblicher Gameten desselben zwittrigen Individuums fiihrt.

Der Hauptvorteil der ungeschlechtlichen Vermehrung gegeniiber der geschlechtlichen Fort-
pflanzung besteht darin, dass die Nachkommen durch das Fehlen von Rekombinationen wei-
testgehend genetisch identisch sind und vorteilhafte Genkombinationen dadurch erhalten
bleiben. Auerdem entfillt bei ungeschlechtlicher Vermehrung und der Selbstbefruchtung die
Zeit und Ressourcen verbrauchende Suche nach und zumindest partielle Bindung an Sexual-
partner.

Der Nachteil der ungeschlechtlichen Vermehrung gegeniiber der geschlechtlichen Fort-
pflanzung besteht darin, dass durch die fehlende Rekombination kein Austausch von Erbma-
terial stattfindet, was die Neuentstehung vorteilhafter Neukombinationen von Erbanlagen
unterbindet.

Bei der asexuellen Fortpflanzung erfolgt keine Differenzierung in verschiedene Geschlech-
ter, so dass nur Mutationen zu Verdnderungen der Erbanlagen fiihren konnen. Spannend ist
die asexuelle Fortpflanzung bei Sdugetieren, die sich im Prinzip ja gerne und ausgiebig der
geschlechtlichen Fortpflanzung bedienen. Das faszinierende Phinomen monozygoter Zwil-
linge und Mehrlinge kennen wohl alle. Bei dieser Laune der Natur entstehen durch spontane
Teilung aus einem frilhen Embryo zwei oder mehrere entwicklungsfahige Fragmente (Poly-
embryonie), und das ist auch asexuelle Vermehrung.

Beim Neunbindengiirteltier hat die Natur die partielle asexuelle Vermehrung zur Regel ge-
macht. Kurz nach der Nidation ruht der Embryo im Durchschnitt etwa vier Monate ohne Wei-
terentwicklung. Geboren wird dann regelmifig eine geradzahlige Anzahl von genetisch
identischen Nachkommen.

Vor einigen Jahrzehnten haben wir gelernt, bei Nutztieren monozygote Zwillinge artifiziell
durch mikrochirurgische Manipulation von friihen Embryonalstadien zu generieren. In den
1990er Jahren entstanden dann durch das Klonen, erst von embryonalen und spéter auch von
ausdifferenzierten Zellen adulter Tiere, die technologischen Voraussetzungen, um die asexuelle
Fortpflanzung konsequent nutzen zu konnen.

In Bezug auf unser Thema nur so viel: Die weltweit erste geklonte Katze, die im Jahr 2001
geborene ,,Copycat®, sah nicht aus wie ein Klon der dreifarbigen Kernspenderin. Ursache war
die farbungsbestimmende Inaktivierung des X-Chromosoms, die zufillig erfolgt und deshalb
auch bei Klonen unterschiedlich ist (BREM 2013).

Von der asexuellen ist die unisexuelle Fortpflanzung zu unterscheiden. Ich darf hier an die
vorher erwihnte etwas fragwiirdige Bezeichnung Unisex-Toilette erinnern. Bei der einge-
schlechtlichen Fortpflanzung wird nur die Erbinformation eines Elters weitergegeben. Bei
Parthenogenese entstehen die neuen Organismen aus unbefruchteten Eizellen des Muttertieres
und entsprechen deshalb dem Erbgut der Mutter. Das wird gerne praktiziert von Pflanzen,
Ameisen, Bienen und Blattldausen. Im Gegensatz zur bisexuellen Fortpflanzung entstehen bei
der unisexuellen Fortpflanzung die Nachkommen allein aus weiblichen Keimzellen.

Nova Acta Leopoldina NF 779, Nr. 404, 11-19 (2016) 17



Gottfried Brem

Bei zwittrigen Lebewesen kann es zur Autogamie oder Selbstbefruchtung kommen, wobei
die Nachkommen aus befruchteten Eizellen entstehen. Die genetische Variation oder auch ge-
netische Abweichung zum Elter ist durch die Mischung des Erbgutes der GroBeltern fast so
grof3 wie unter Vollgeschwistern bei geschlechtlicher Fortpflanzung.

Bei der geschlechtlichen oder sexuellen Fortpflanzung, die sich vor etwa 800 Millionen Jah-
ren entwickelte, bilden die beiden Geschlechter weibliche und ménnliche Keimzellen, die bei
der Befruchtung kombiniert werden. Da es von Generation zu Generation zu einer Rekombina-
tion der Erbanlagen kommt, erhoht sich die genetische Vielfalt innerhalb der Population enorm.

Bei Sédugetieren ist das Geschlecht genetisch so festgelegt, dass ménnliche Individuen ein
X- und ein Y-Chromosom, weibliche zwei X-Chromosomen haben. Das ist fiir Mdnner gene-
tisch dann besonders nachteilig, wenn das im minnlichen Genom vorhandene X-Chromosom
einen Gendefekt trigt. Dieser kann ndmlich nicht, wie bei Frauen, durch eine funktionelle
Kopie auf dem anderen X-Chromosom, das nur in der Hilfte der weiblichen Zellen inaktiviert
ist, kompensiert werden. Bekannte Beispiele X-chromosomaler Vererbung beim Menschen
sind Bluterkrankheit, Duchenne-Muskeldystrophie oder Rot-Griin-Blindheit.

Bei geschlechtsabhéngiger Vererbung sind entweder die Gene auf den Gonosomen, also
den Geschlechtschromosomen, lokalisiert, oder die Expression autosomaler Gene wird vom
Geschlecht beeinflusst. Gonosomale Gene werden als geschlechtsgekoppelt oder geschlechts-
gebunden bezeichnet. Da auf dem X-Chromosom auch zahlreiche Gene liegen, die nichts mit
der Geschlechtsentwicklung zu tun haben, wird geschlechtsgekoppelte Vererbung hiufig mit
X-chromosomaler Vererbung gleichgesetzt. Beim Menschen kennt man einige hundert Gene,
die auf dem X-Chromosom lokalisiert sind und in mutierter Form Erbkrankheiten verursachen
konnen.

Bei geschlechtsbegrenzter Vererbung prigen sich Merkmale ausschlieBlich bei einem Ge-
schlecht aus, unabhingig davon, ob die Gene auf Gonosomen oder Autosomen lokalisiert sind.
Erbleiden mit relativer Geschlechtsbegrenzung werden meist multifaktoriell vererbt und sind
beispielsweise die bei Frauen besonders hiufige angeborene Hiiftluxation oder die Glatzen-
bildung bei Ménnern.

In der Tierzucht ist die geschlechtsbegrenzte Vererbung, bei der die Wirkung von Genen
auf nur ein Geschlecht begrenzt ist, von besonderer Bedeutung. Die einprigsamsten Beispiele
sind die Milchleistung oder auch weibliche Fertilitdtsmerkmale. So wird der Ertrag und die
Zusammensetzung der Milch zur Hélfte vom minnlichen Tier vererbt. Die in méinnlichen In-
dividuen vorhandenen Gene kommen aber naheliegender Weise nur im weiblichen Geschlecht
zur Auspriagung. Heutzutage nutzt die Leistungszucht die genomische Selektion, um friihzeitig
viterliche Gene fiir weiblich begrenzte Merkmale potenzieller Tochter direkt aus der Genom-
sequenz bzw. den analysierten SNPs abzuleiten.

Auch die extrachromosomale Vererbung ist vom Geschlecht abhingig, da die mitochon-
driale DNA nur iiber die Eizelle von der Mutter und nicht iiber das Sperma des Vaters an die
Nachkommen weitergegeben wird.

Ein zentrales Dogma der Molekularbiologie war die AusschlieBlichkeit DNA-vermittelter
Vererbung. Diesem Dogma widersprechen vererbbare Veridnderungen der Genexpression, die
nicht auf Sequenzinderungen beruhen. Diese Komponente zwischen Genotyp und Umwelt
gehort zum Genom, weil sie an der DNA fixiert ist, und sie wird von der Umwelt beeinflusst,
weil sie auf Chromatinebene nach einem eigenen epigenetischen Code kontrolliert wird. Dieser
epigenetische Code kann geschlechtsabhingig vererbt werden, wenn gametische Prigung
durch die Keimbahn chromosomale Abschnitte so markiert, dass in somatischen Zellen die
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beiden Allele eines Gens in Abhiingigkeit davon, ob das Allel vom Vater oder der Mutter geerbt
wurde, unterschiedlich aktiv sind. Dieses Phidnomen wird Imprinting genannt. Neben Imprin-
ting zéhlen auch Gen-Silencing, Positionseffekte, X-chromosomale Inaktivierung, maternale
und paternale Effekte zu den epigenetischen Prozessen.

In einer schwedischen Studie (PEMBREY et al. 2006) wurden verschiedene Faktoren iiber
die Lebensmittelverfiigbarkeit und Sterbefille in einer Kleinstadt untersucht. Dabei zeigte
sich, dass die Versorgung mit Nahrungsmitteln der Grofviter viterlicherseits in Beziehung
zum Mortalitédtsrisiko der Enkelsohne stand, wihrend diejenige der viterlichen GroBmiitter
mit derjenigen der Enkeltochter assoziiert war. Dies wurde auf epigenetische Verdnderungen
der Geschlechtschromosomen zuriickgefiihrt.

Abweichungen von den Mendelschen Vererbungsregeln sind neben der geschlechtsgekop-
pelten und geschlechtsbegrenzten, der mitochondrialen Vererbung und der genomischen Pri-
gung auch polygene und multifaktorielle Vererbung und andere Effekte, die nicht
geschlechtsabhiingig sind.

Damit komme ich zum Ende meiner Ausfiihrungen und wappne mich gegen die Frage,
was denn nun mit dem Sex sei. Hier gestehe ich, dass ich einem liberwiegend so jugendlichen
Auditorium zur biologischen und sprachlichen Differenzierung des Begriffs Sex nichts Uber-
raschendes zu sagen vermag. Obwohl das in der Heimatstadt Sigmund FREUDS schon einen
gewissen eigenen Reiz hitte. Die fortgeschrittene Zeit dringt mich aber, zum Ende zu kom-
men, und so iiberlasse ich Sie beim Sex ihrem eigenen Nachsinnen und Uberlegen.

Wir kommen nun zu den speziellen wissenschaftlichen Vortrigen des Symposiums, und
ich freue mich auf die erste Sitzung, die freundlicherweise von Prof. STINGL von der OAW
moderiert wird und dem ich jetzt gerne das Mikrofon iibergebe.

Herzlichen Dank fiir Ihre Aufmerksamkeit.
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Himophilie A und B beim Hovawart

Lilith STEINGRABER und Bertram BRENIG ML (Géttingen)

Zusammenfassung

Die Hidmophilien A und B sind Storungen der sekundidren Hamostase, die auf quantitativen oder qualitativen De-
fekten der Faktoren VIII (Hdamophilie A) und IX (Hémophilie B) beruhen. Anhand der dufierlichen Anzeichen sind
die beiden Erkrankungen kaum zu unterscheiden. Die Ausprigung der Symptome ist bei beiden Erkrankungen ab-
hingig von Grad und Art der Gerinnungsfaktorstorungen, denen zahlreiche verschiedene Mutationen zugrunde liegen.
Beim Menschen wird anhand der verbleibenden Restfaktoraktivitit von F VIII unf F IX eine Einteilung nach Schwe-
regraden vorgenommen: Fiir Faktor VIII liegt bei 1 % eine schwere, zwischen 1 % und 4 % eine mittelschwere und
von 5 %-20/30 % eine milde Hiamophilie vor. Bei Hamophilie B liegt die Faktor-IX-Aktivitit bei den meisten be-
schriebenen Fillen < 2 %, kann jedoch bei Hunden mit weniger schweren Symptomen ca. 9 % betragen. Klassische
Symptome einer Himophilie wie Lahmheit, Schmerzen, Gelenkschwellungen aufgrund einer Hamarthrose treten be-
reits im Alter von sechs Wochen bis drei Monaten auf. Zusitzlich konnen durch subkutane Hématome umfangreiche
Schwellungen in unterschiedlichen Korperregionen auftreten. In einigen Fillen fallen betroffene Hunde bereits direkt
nach der Geburt durch lange anhaltende Blutungen aus der Nabelschnur auf. Beim Zahnwechsel oder nach chirurgi-
schen Eingriffen kommt es zu anormal langen Blutungen oder Himatombildung. Himatologische Befunde betreffen
normale Blutungszeiten, extrem verldngerte Gerinnungszeiten, normale Thromboplastinzeiten sowie normale Fibri-
nogen- und Prothrombin-Gehalte im Plasma. Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) ist in den meisten
Fillen verldngert. Im Gegensatz zur Hamophilie A lédsst sich die verldngerte aPTT bei Hamophilie B durch Zugabe
von normalem Serum aufheben.

Bei den Hidmophilien A und B handelt es sich um klassische geschlechtsgebundene X-chromosomale Erkrankun-
gen, die durch unterschiedliche Mutationen in den Genen fiir den Faktor VIII (Cfa Xq28) und IX (Cfa Xq26.3-27.1)
bedingt sind. Himophilie A wurde bei mindestens 30 Hunderassen beschrieben und konnte auf molekularer Ebene
u. a. beim Deutschen Schiferhund, Irish Setter, Golden Retriever und Miniaturschnauzer aufgekliart werden. Uber
Fille von Hdamophilie B wurde bisher bei mindestens 13 Hunderassen berichtet, und ursidchliche Mutationen oder
Strukturverdnderungen im FIX-Gen wurden u. a. beim Lhasa Apso, Labrador Retriever, Rhodesian Ridgebacks,
Deutsch Drahthaar, Pit Bull Terrier und Airedale Terrier identifiziert. Wir berichten iiber eine bisher nicht beschriebene
FIX-Genvariante beim Hovawart.

Abstract

Hemophilia A and B are X-chromosomally inherited disorders resulting from quantitative or qualitative changes of
either Factor VIII (hemophilia A) or IX (hemophilia B) activities. Clinical signs of both diseases are almost indistin-
guishable and depend on the degree and type of the clotting factor dysfunction. In human Factor VIII activities
< 1% result in a severe, between 1-4 % moderate and from 5-30 % mild hemophilia. In most hemophilia B cases
reported so far, Factor IX activities were < 2 %, and only few cases with mild hemophilia B have been reported with
approx. 9 % activity. Typical clinical signs of lameness, pain, joint swelling resulting from hemoarthrosis may already
develop at an age of six weeks to three months. In addition severe swellings at different body locations can be observed
resulting from subcutaneous hematoma. Hematological findings show normal bleeding times, extremely prolonged
clotting, normal thromboplastin times as well as fibrinogen- and prothrombin levels in plasm. The activated partial
thromboplastin time (aPTT) is usually prolonged. In contrast to hemophilia A prolonged aPTT can be restored by the
addition of normal serum in hemophilia B.
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Both hemophilias are classical X-linked disorders resulting from a variety of breed and family specific mutations of
the corresponding F'8 and F9 genes. Hemophilia A has been reported in at least 30 different dog breeds and has been
elucidated on a molecular level e.g. in German Shepherd, Irish Setter, Golden Retriever, and Miniature Schnautzer.
Cases of hemophilia B have been described in at least 13 different dog breeds including Lhasa Apso, Labrador
Retriever, Rhodesian Ridgeback, German Wirehaired Pointer, Pit Bull and Airedale Terrier. We analysed cases of
hemophilia A and B in families of Hovawarts and identified the causative mutations.

1. Einleitung

Bereits im 2. Jahrhundert nach Christus wurde das Krankheitsbild der Himophilie im Talmud
erwihnt. Hierin findet sich der erste Hinweis auf eine erblich bedingte Gerinnungsstérung:
,Ein Junge, dessen zwei dltere Briider an Blutungen infolge der rituellen Beschneidung ver-
storben sind, darf nicht beschnitten werden. Die gleiche Regel findet Anwendung, wenn zwei
Schwestern (je) ihren Sohn durch die Folgeblutung einer Beschneidung verloren haben. Der
dritten Schwester ist es dann verboten ihren Sohn beschneiden zu lassen '

In Friedrich Hoprrs Dissertation Uber die Hiamophilie oder die erbliche Neigung zu tod-
lichen Blutungen aus dem Jahre 1828 tritt der Begriff ,,Hamophilie* (= Liebe/Neigung zur
Blutung) erstmalig auf (NILSSON 1994). Besondere Beachtung erlangte die erblich bedingte
Krankheit durch die englische Konigsfamilie im 19. Jahrhundert (LANNOY und HERMANS
2010). Durch hiufige Verméhlung innerhalb der Familie erkrankten liberdurchschnittlich viele
Angehorige der europdischen Konigshiuser und Herrscherfamilien an Blutgerinnungsstorun-
gen. Konigin VICTORIA VON ENGLAND (1819-1901) gilt als erste bekannte Ubertriigerin (Kon-
duktorin) der Himophilie und vererbte sie an drei ihrer neun Kinder. 1853 wurde VICTORIAS
achtes Kind, LEopOLD (,,Duke of Albany*), geboren, der ebenfalls an der Bluterkrankheit litt
und im Alter von 31 Jahren an einer Hirnblutung verstarb (KEeviL 1954). Uber seine beiden
Schwestern, Alice VON HESSEN-DARMSTADT (1843—1878) und Beatrice VON BATTENBERG
(1857-1944), verbreitete sich die Erbkrankheit auch iiber mehrere Generationen in den ver-
schiedenen Herrscherhdusern Spaniens, Preuflens und Russlands.

Friedrich Wilhelm vON HESSEN-DARMSTADT (1870-1873), ein himophiler Sohn von Alice,
erlag im Alter von drei Jahren nach einem Fenstersturz seinen Verletzungen. Irene voN HEs-
SEN-DARMSTADT war — wie ihre Mutter Alice — Konduktorin. Thre beiden S6hne Waldemar
VON PREUSSEN (1889—1945) und Heinrich (1900-1904) verstarben an Himophilie. Ubertri-
gerin der Bluterkrankheit war auch Alices zweite Tochter Alix VON HESSEN-DARMSTADT, die
mit Zar NIKOLAUS II. VON RUSSLAND vier Mddchen und einen Jungen hatte. Der 1904 geborene
Zarewitsch Alexej konnte aufgrund seiner Erkrankung die Zarenkrone nicht annehmen (ARON-
SON 2000).

Beatrice VON BATTENBERG brachte vier Kinder zur Welt. Sie hatte zwei Sohne, Leopold
(1889-1922) und Maurice (1891-1914), die beide Bluter waren und bei einer Notoperation
bzw. im Ersten Weltkrieg verstarben. Beatrices Tochter, Victoria VON BATTENBERG (1887—
1969), wurde Mutter von sieben Kindern und vererbte an drei ihrer Sohne die Blutgerin-
nungsstorung. Alfonso VON BATTENBERG (1907-1938) verblutete 1938 nach einem
Autounfall, sein Bruder Gonzalo VON BATTENBERG (1914—1934) erlag ebenfalls nach einem
Autounfall seinen inneren Verletzungen, und Fernando wurde 1910 tot geboren (OJEDA-

1 ROSNER 1984, S. 900.
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THiEs und RODRIGUEZ-MERCHAN 2003). Rupert Fiirst vON TECK (1907—-1928) verstarb als
hdmophiler Sohn von Alice (,,Countess of Athlone*) im Alter von 21 Jahren. Im Zuge um-
fassender Forschung konnte Himophilie B als Ursache der ,,Koniglichen Krankheit* ermit-
telt werden.

Hiamophilie A und B sind geschlechtsgebundene Blutgerinnungsstdrungen, die X-chro-
mosomal rezessiv vererbt werden. Hierbei fungieren heterozygote Frauen meist als Konduk-
torinnen (Ubertréigerinnen), indem sie ein X-Chromosom mit dem ,,Hidmophilie-Gen* an die
nichste Generation weitergeben. Sie selbst erkranken nicht, sind meist asymptomatisch und
bleiben mit verringerter Einzelfaktoraktivitit klinisch unaufféllig. Médnner erkranken hingegen
besonders oft an Hamophilie.

2. Physiologie und Pathologie der Himostase

Die Hiamostase (= Blutstillung) lésst sich in verschiedene Komponenten unterteilen: vaskulire
und thrombozytire Komponenten sowie das plasmatische Gerinnungssystem (MISCHKE 1995).

Wird ein Blutgefdl} verletzt, so muss der Blutstrom reguliert und die Blutgerinnung ein-
setzen. Initial erfolgt eine lokale Vasokonstriktion, und der Blutdruck sinkt im betroffenen
Areal, wodurch ein weiterer Blutverlust vermieden wird (PAREDES und CHAN 2013). Im zwei-
ten Schritt werden Blutplittchen aktiviert, lagern sich an freiliegende Kollagenfasern (unter
dem Endothel des Gefdllschadens) an und bilden so durch Aggregation einen Thrombus. Die-
ser erste Pléttchenpfropf ist locker und labil. Die Thrombozytenadhision wird durch den von
Endothelzellen abgegebenen von-Willebrand-Faktor gesteuert (RUGGERI 1993). Voriiberge-
hend ist der GefidB3schaden durch die Schritte der primédren Hiamostase verschlossen, fiir eine
langfristige Blutstillung sind jedoch weitere Schritte des plasmatischen Gerinnungssystems
erforderlich.

In der sekunddren Hamostase spielen Gerinnungsfaktoren eine entscheidende Rolle. Als
Endresultat der Kaskade wird Fibrin mit Hilfe von Thrombin (Faktor IIa) und Faktor XIIIa
aus Fibrinogen (Faktor I) gebildet (ARNOUT et al. 2006, STASSEN et al. 2004). Es folgt die Ver-
netzung, Einlagerung und Verbindung der unléslichen Fibrinfdden mit dem Endothel. Der la-
bile Plittchenpfropf agglutinierter Thrombozyten wird durch unlosliches Fibrin zum stabilen
Thrombus verbunden. Blutplittchen und Fibrin bilden einen weilen Thrombus, unter Einbe-
ziehung von Erythrozyten bildet sich ein roter Thrombus (MOSIER 2009). Durch bestimmte
Koagulationsinhibitoren, z. B. Antithrombin III, wird einer iiberschieBenden Gerinnung vor-
gebeugt. Nachdem die Blutung gestoppt und die Wundheilung begonnen hat, wird im letzten
Schritt (Fibrinolyse) das Blutgerinnsel durch Plasmin abgebaut. Plasmin entsteht aus Plasmi-
nogen und spaltet Fibrin in Fibrinspaltprodukte. Im Verlauf der Wundheilung wird der Throm-
bus gegen Reparaturgewebe ausgetauscht.

3. Storung der Hiamostase

Man unterscheidet zwischen angeborenen und erworbenen Blutungsleiden (Lippi et al. 2012).
Die klinischen Befunde lassen hiufig schon eine erste Vermutung zu, ob es sich um eine Sto-
rung der primiren oder sekundiren Himostase handelt. Spezifische Gerinnungsstérungen kon-

nen jedoch nur durch Labortests (Gerinnungsprofil) ausgeschlossen werden (YIN und NOLTE
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2007). Petechien, Epistaxis und Ekchymosen konnen auf einen Defekt im Bereich der Throm-
bozyten oder Gefidfle hinweisen, grole Himatome und Einblutungen in die Korperhohlen deu-
ten eher auf eine Stérung der plasmatischen Gerinnung hin.

Als hiufigste Storung der priméren Hdmostase beim Hund ist die Thrombozytopenie zu
nennen. Weitere Ursachen sind Thrombozytopathien (Funktionsstorung der Blutplittchen),
Erkrankungen der Gefidfle (Vasopathien) oder die von-Willebrand-Krankheit. Thrombozyto-
penie kann durch eine verminderte Produktion, erhthten Umsatz und Verbrauch, Sequestration
sowie eine vermehrte Zerstorung der Blutplittchen entstehen (ROssow und STAUFENBIEL
1995). Lymphoproliferative Erkrankungen (z. B. multiples Myelom), nichtsteroidale Anti-
phlogistika wie Acetylsalicylsidure (ASS), systemische Erkrankungen wie Diabetes mellitus
und erbliche Erkrankungen konnen die Funktionsweise von Thrombozyten negativ beeinflus-
sen (BALtzIs et al. 2014, KwAAN 1988). Erkrankungen der Blutgefifle sind bei Kleintieren
selten (Ehlers-Danlos-Syndrom, feline Epitheliogenesis imperfecta, canine autoimmune Vas-
kulitis) und lassen sich nur histologisch diagnostizieren (YIN und NoLTE 2007). Die erbliche
von-Willebrand-Erkrankung Iésst sich qualitativ und quantitativ nach den Multimeren in un-
terschiedliche Formen einteilen (FAVALORO et al. 2014). Manche Hunderassen besitzen eine
Disposition fiir die von-Willebrand-Erkrankung und zeigen oft Typ I (quantitativer Mangel)
(MiscHKE 2003). Durch die vielfiltigen Funktionen des von-Willebrand-Faktor (VWF) wird
einerseits die primédre Himostase und andererseits das intrinsische System gestort.

Sekundire Himostasestorungen konnen angeboren oder erworben sein. Zu den hereditéren
Storungen zihlen in erster Linie Hidmophilie A und B, die durch einen Mangel der Blutgerin-
nungsfaktoren VIII (A) bzw. IX (B) verursacht werden. Als Himophilie C wird ein Mangel
von Faktor XI beschrieben. Sehr selten treten Mangelzustidnde der Faktoren II, V, VII, X, XII
auf (PEYVANDI et al. 2012).

Die hiufigste erworbene Defektkoagulapathie ist der Vitamin-K-Mangel, der durch Le-
bererkrankungen, eine Intoxikation mit einem Kumarinderivat, entziindliche Darmverinde-
rungen, chronische Antibiotikatherapie, exokrine Pankreasinsuffizienz oder auch Neoplasien,
wie das Lymphosarkom, entstehen kann (HARSHMAN et al. 2014, SAAD und DALLY 2015). Vi-
tamin K ist fettloslich und wird in der Leber gespeichert. Einige Gerinnungsfaktoren sind Vi-
tamin-K-abhingig. Kommt es zu einem Mangel an Vitamin K, so werden die Faktoren II, VII,
IX und X in ihrer Funktion beeintrichtigt und liegen als inaktive Vorstufen der Faktoren in
der Leber vor (MIscHKE 2003). Kumarinderivate sind Mittel der Wahl bei der Nagerbekdmp-
fung und werden oft unabsichtlich von Hunden oral aufgenommen. Kumarinderivate hemmen
die Vitamin-K-Epoxidreduktase, wenig spéter kommt es zu einem Absinken der Konzentration
der Vitamin-K-abhingigen Faktoren im Blut. Hierbei hat Faktor VII beim Hund die kiirzeste
Halbwertszeit (2—4 h) (YIN und NoLTE 2007). Bei Verdacht auf eine Kumarinintoxikation
sollte immer ein Quicktest durchgefiihrt werden.

Als kombinierte primére und sekundédre Himostasestérung wird die disseminierte intravasale
Gerinnung (DIC, Verbrauchskoagulopathie) angesehen (VENUGOPAL 2014). Bei einer Vielzahl
von primdren Grunderkrankungen tritt sekundér eine DIC auf. Primére Ursachen kénnen z. B.
entziindliche Erkankungen, Neoplasien, hdmolytische Anédmien, obstetrische Storungen oder
Vaskaulitis sein (YIN und NOLTE 2007, WADA et al. 2014). Nachfolgend kommt es zur Bildung
von vielen, kleinen Thromben, Ischimie und einem iiberschiefenden Verbrauch an Blutpléttchen
und Gerinnungsfaktoren. Die einsetzende reaktive Fibrinolyse fiihrt zu einem gesteigerten Ver-
brauch an Inhibitoren der Gerinnung und letztendlich zur verstirkten Blutungsbereitschaft, die
bis zum hypovoldmischen Schock fiihren kann (Rossow und STAUFENBIEL 1995).
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4. Diagnose und Therapie von Hamostasestorungen

4.1 Labordiagnose primdrer Hdmostasestorungen

Eine Bestimmung der Thrombozytenzahl sollte zu Beginn der Diagnostik erfolgen. Nach Vor-
behandlung des EDTA-Blutes und Hamolyse konnen die Blutpléttchen z. B. im Notfall direkt
manuell in einer Zdahlkammer ausgezihlt werden. Mit Olimmersion (1000x) werden beim
Hund 12-15 Blutplittchen im Blickfeld erwartet — hierbei steht ein Blutplittchen fiir etwa
12000-15 000 Thrombozyten pro Mikroliter. Sinken die Werte unter 30 000 Thrombozyten/u L.
ist die Gefahr von Blutungen sehr hoch, und es besteht eine hochgradige Thrombozytopenie
(Referenzwerte 200 000 — 500 000 Thrombozyten/uL; YIN und NoLTE 2007).

Die kapilldre Blutungszeit (KBZ) ist ein einfacher und sensitiver Test fiir die Praxis (SUTOR
1998). Eine starke Thrombozytopenie sowie eine gestdrte Thrombozytenfunktion zeigen sich in
einer verldngerten Blutungszeit. Physiologische Blutungszeiten liegen bei ein bis vier Minuten.

Eine ausfiihrliche Anamnese sollte ein besonderes Augenmerk auf Funktionsstorungen der
Thrombozyten sowie die von-Willebrand-Erkrankung legen. Das von-Willebrand-Jiirgens-Syn-
drom ist ein angeborener Defekt, der bei bestimmten Rassen wie Pudel, Scotch Terrier und Sheltie
gehduft vorkommt und sich klinisch nicht immer deutlich zeigt. Der von-Willebrand-Faktor (vWF)
bildet einen der beiden Anteile von Faktor VIII. Er schafft die Voraussetzungen fiir eine physio-
logische Thrombozytenadhésion und -aggregation. Der zweite Anteil, die Faktor-VIII-Gerinnungs-
aktivitidt (FVIIL:C), spielt eine Rolle im plasmatischen Gerinnungssystem. Der vWF-Antigen-Test
(ELISA) ermdglicht eine Aussage, ob es sich um homozygot kranke oder gesunde Tiere handelt.
Fiir einige Hunderassen ist ein Gentest (PCR) etabliert. Meist unauffillige Thrombozytenwerte,
ein normaler aPTT-Wert sowie eine verlingerte KBZ (Fihigkeit zur Thrombusbildung) und er-
niedrigte vVWF-Werte geben Hinweise auf einen bestehenden von-Willebrand-Faktor-Mangel.

4.2 Labordiagnose sekunddrer Hdamostasestorungen

Die sekundédre Hamostase ldsst sich in das extrinsische und intrinsische System sowie eine
gemeinsame Endstrecke einteilen. Zwei unterschiedliche Faktoren konnen die Gerinnungs-
kaskade initiieren.

Die Freisetzung von Gewebsthromboplastin (Faktor III) aus geschiddigten Blutzellen oder
zerstortem Gewebe fiihrt zur Aktivierung von Faktor VII und wird als extrinsisches System
bezeichnet. Faktor VII, Thromboplastin und Kalzium sind essentielle Bestandteile des extrin-
sischen Systems. Sowohl Gewebsthromboplastin als auch Kalzium sind immer in ausreichen-
dem MalBe vorhanden und konnen als Ursachen fiir Gerinnungsstorungen ausgeschlossen
werden. Faktor-VII-Mangel wird mithin als verantwortlich fiir Stérungen im extrinsischen
System angesehen (YIN und NoLTE 2007).

Sogenannte Gruppentests konnen den endogenen, exogenen und gemeinsamen Teil der
plasmatischen Gerinnung tiberpriifen. Die Faktor-XIII-abhéngige Quervernetzung von Fibrin
im letzten Schritt wird jedoch nicht mit einbezogen.

Eine Bewertung des exogenen und allgemeinen Gerinnungssystems kann durch die Pro-
thrombinzeit (Quicktest) erfolgen (CHEE 2014, KLAMROTH 2014). Akuter Vitamin-K-Mangel

2 aPTT - aktivierte partielle Thromboplastinzeit.
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z. B. durch kumarinhaltige Rodentizide, Lebererkrankungen, disseminierte intravasale Ko-
agulopathie (DIC) und Faktor-VII-Mangel konnen zu einer Verldngerung der Prothrombinzeit
fiihren. Das Messergebnis kann als Zeit in Sekunden kalibriert iiber einer Referenzkurve, als
Prozent der Norm (Referenzwert 75-130 %) oder als Prothrombin-Ratio dargestellt werden
(MiscHKE 1995). Bei verldngertem Quicktest und aPTT im Referenzbereich handelt es sich
um eine Storung des extrinsischen Systems.

Faktor VIII und Faktor IX sind am intrinsischen (endogenen) System der Gerinnungskas-
kade beteiligt. Eine Storung des intrinsischen Systems ldsst sich durch verschiedene Tests fest-
stellen. Das intrinsische System wird durch Kontakt des Blutes mit Fremdoberflachen wie
Kollagen oder korperfremden Materialien ausgelost. Die Gerinnungsfaktoren XII, XTI, IX und
VIII sind an der Gerinnungskaskade in aktivierter Form beteiligt.

Die Activated Clotting Time (ACT) ist ein globaler Suchtest fiir das endogene System. Die
ACT ist als einfacher und schneller Suchtest zu verstehen, der die Sensitivitit der aPTT nicht
erreicht, aber erste Hinweise auf intrinsische Storungen geben kann. Durch Zugabe eines Ober-
flichenaktivators (z. B. Kieselerde) zu Nativblut kann die bendtigte Zeit bis zur Gerinnung
gemessen werden.

Als sensitivster und spezifischster Test gilt die aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(aPTT), die zugleich das endogenes System und die gemeinsame Endstrecke testet (YIN und
NoLtE 2007). Neben den Vorphasenfaktoren XII, XI, IX und VIII kénnen so auch die Faktoren
X und V auf Stérungen iiberpriift werden. Faktor VII kann als einziger Faktor nicht erfasst
werden. Kaolin, Celit oder Ellagsdure dienen als Oberfldchenaktivator und werden mit partiel-
len Thromboplastinen und der Citratblutprobe vermischt. Anschlieend erfolgt die Kontaktak-
tivierung der Faktoren XII und XI, welche das endogene System aktivieren. Durch die spitere
Zugabe von Kalzium-Ionen kann die Gerinnungskaskade vollstindig ablaufen (MISCHKE 1995).

Eine Veridnderung der aPTT muss immer unter Bezug auf den Quickwert erfolgen. Sofern der
Quickwert im Referenzbereich liegt und die aPTT verlidngert ist, handelt es sich um eine Stérung
des endogenen Systems. Defizite der Gerinnungsfaktoren VIII (Hamophilie A), IX (Hamophilie
B), XTI oder XII sind moglich und bediirfen einer weiteren Abkldrung durch Bestimmung der Rest-
aktivitdt der noch vorhandenen Gerinnungsfaktoren. Ist die aPTT verldngert und der Quickwert
erniedrigt, so ist ein Defekt der Gerinnungsfaktoren II (Prothrombin), V bzw. X denkbar.

Die Thrombinzeit (TT) wird als Test fiir die gemeinsame Hauptphase verwendet. Sie misst
die Zeit, in der Fibrinogen (I) zu Fibrin umgewandelt wird. Oft findet sie als Kontrolle bei
Heparintherapie oder bei Verdacht auf DIC, Mangel an Fibrinogen und schweren Hepatopa-
thien Anwendung. Bei Aktivitidt gerinnungshemmender Stoffe oder erhthter Menge von Fi-
brinspaltprodukten (DIC) ist die Thrombinzeit verldngert.

Koagulometrisch kann die spezifische Faktorenbestimmung der Gerinnungsfaktoren II-
XII in ausgewdhlten Labors erfolgen. Sie dient zur weiteren Abkldrung pathologischer Befunde
von aPTT und Quicktest. Durch die Eingrenzung auf einen bestimmten Gerinnungsfaktor kann
die Diagnose angeborener Himostasestorungen (z. B. Himophilie A oder B), die Ursache der
Storung (erworben versus angeboren) und eine Verlaufskontrolle erfolgen (MISCHKE 1995).

5. Prognose

Von Héamophilie betroffene Tiere sind nicht heilbar. Die Lebenserwartung himophiler Tiere
ist verkiirzt, hierbei riicken besonders Riiden mit schwerer Himophilie A und grofle Rassen
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in den Mittelpunkt. Schwere Formen der Himophilie A fiihren oft zur Euthanasie oder natiir-
lichem Tod im Welpenalter oder im ersten Lebensjahr, die Geschlechtsreife wird meist nicht
mehr erreicht.

6. Therapie

Zur Behandlung himophiler Hunde sind verschiedene Therapieformen etabliert (OLDENBURG
2015, NicHoLs et al. 2010). Durch lokale, blutstillende Mallnahmen kann ein verbessertes All-
gemeinbefinden erreicht werden. Zu den lokalen Maflnahmen gehoren Kompressen, Elektro-
koagulation, GefaBligaturen und Hamostyptika (PETERSON und DopDs 1979). Eine Antibiose
ist bei infizierten Himatomen und Blutungskrisen unbedingt notwendig. Gleichermal3en miis-
sen Ekto- und Endoparasiten konsequent eliminiert werden. Das Futter sollte bei Blutungs-
krisen weich und hochwertig sein (Dobps 1977).

In schweren Fillen, lebensbedrohlichen Zustinden oder Blutungskrisen ist eine Substitu-
tionsbehandlung mit Frisch- oder frisch-gefrorenem Plasma unabdingbar. Es wird in einer Do-
sierung von 15 mL/kg Korpermasse bei milder bis mittelschwerer Himophilie und bei
schwerer Hamophilie mit 20 mL/kg Korpermasse eingesetzt (STOKOL und PARRY 1998). Auch
bei Operationen ist eine unterstiitzende Gabe von Blut- oder Plasmaprodukten notwendig, um
Blutungen kontrollieren zu kénnen. Da die Halbwertszeiten von Faktor VIII:C und IX nur
kurz sind, miissen innerhalb der nédchsten 12 bis 24 h weitere Gaben erfolgen.

Die Transfusion von Frischblut ist indiziert, wenn durch die Blutungen ein starker Verlust
an Erythrozyten festgestellt werden kann. Das Substitutionsvolumen, und damit die Faktor-
menge, ist hier jedoch auf 20 mL/kg Korpermasse begrenzt. Uberdies besteht die Gefahr einer
Sensibilisierung des Patienten und von Unvertriglichkeitsreaktionen.

Bei einer Himophilie A stellt Kryoprizipitat (enthilt Faktor VIII:C, aber keinen Faktor
IX) eine sehr gute Therapie des FVIII-Mangels dar (M1SCHKE 2003). Kryoprizipitat wird durch
langsames Auftauen von gefrorenem Frischplasma gewonnen. Fiir die Behandlung der Christ-
mas Disease ist es nicht geeignet. Die Herstellung von Kryoprizipitit ist aufwendig und spielt
deshalb eine eher untergeordnete Rolle in der Therapie.

Eine weitere Behandlungsoption stellt die Verwendung kommerzieller Einzelfaktorkon-
zentrate von Schwein und Mensch dar. Durch den Gebrauch von Proteinen anderer Spezies
kommt es zur Antikorperbildung und nachfolgenden Kreuzreaktionen gegen korpereigene
Faktoren. Bei wiederholter Verabreichung sind Sensibilisierung und anaphylaktische Reak-
tionen nicht auszuschliefen (BRINKHOUS et al. 1996).

7. Prophylaxe

Bei hiimophilen Tieren ist in erster Linie die Vermeidung von Traumata indiziert, Einzelhaltung
ist deshalb einer Rudelhaltung vorzuziehen (NICHOLS et al. 2010, BARR und MCMICHAEL
2012). Nutzungsarten, die mit einem erhdhten Traumarisiko verbunden sind, sollten unter-
bleiben. Ebenfalls sind nicht notwendige Eingriffe zu vermeiden. Unumgiingliche Operationen
diirfen nur nach einem ausfiihrlichen préoperativen Screening und einer vorsorglichen Sub-
stitutionsbehandlung erfolgen. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf junge Riiden mit Ras-
sedisposition fiir Himophilie gerichtet werden.
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Hunde mit Blutgerinnungsstérungen diirfen keine Medikamente erhalten, die einen nega-
tiven Einfluss auf die Himostase haben (z. B. Plittchenfunktionshemmer, NSAID,’ Pheno-
thiazinderivate, Antihistaminika und Sulfonamide) (Dopbps 1977). Diese sind kontraindiziert,
weil sie einen negativen Einfluss auf die Blutstillung haben. Medikamente sollten am besten
oral verabreicht werden, notfalls ist auch eine intravendse oder subkutane Eingabe moglich.
Intramuskulédre Injektionen verursachen tiefe Muskelhdmatome und sind deshalb kontraindi-
ziert (DobDs 1977).

Der Zuchtausschluss von himophilen Riiden und heterozygoten Hiindinnen, die oft un-
erkannte Konduktorinnen sind, dient dazu, die Hamophilie in der betroffenen Zuchtlinie
auszumerzen. Bei Blutungen ohne erkennbaren Grund oder ein ursichliches Trauma sollte
eine ausfiihrliche Anamnese mit Hinblick auf eine Blutgerinnungsstorung erfolgen, ein
Blutgerinnungsscreening (besonders bei weiblichen Verwandten eines diagnostizierten hi-
mophilen Riiden in der Familie) wire als Abklidrung sinnvoll. Von der Norm abweichende
Blutgerinnungsparameter (verlingerte aPTT, Quicktest im Normbereich und verringerte
Einzelfaktormessungen) konnen Hinweise auf eine Hamophilie liefern. Eine Ziichterbera-
tung ist angezeigt, um einer weiteren Verbreitung der Erbkrankheit entgegenzuwirken.

Fiir die Rassen Havaneser, Boxer (Hdmophilie A) und Rhodesian Ridgeback (Hdmophilie
B) sind derzeit Gentests verfiigbar (MISCHKE et al. 2011a, b). Fiir die Rasse Hovawart ist die
Entwicklung eines Gentests geplant.

8. Hiamophilie A und B beim Hund

Hémophilie gehort zu den hereditiren Hamostasestorungen (BARR und MCMICHAEL 2012).
Es handelt sich um Storungen der sekundéiren Himostase (= Blutstillung), die sich durch ein
funktionelles und/oder quantitatives Fehlen von Faktor (F)-VIII:C-Protein (Himophilie A)
oder Faktor-IX-Protein (Himophilie B) auszeichnen (MiSCHKE 2012) und zu einer generali-
sierten Blutungsneigung fiihren. Betroffene ménnliche Tiere entwickeln eine unterschiedlich
stark ausgeprigte Blutungsneigung, je nach Schweregrad des Mangels, Ausmal des Traumas
sowie Grofie und Aktivitdt des betroffenen Individuums (FrRy und McGaviN 2009).

9. Epidemiologie

Héamophilie A (,,Klassische Himophilie*) konnte bislang bei Pferd, Rind, Hund und Katze
dokumentiert werden (FrRY und McGavIN 2009). Wie beim Menschen (1:10000) ist Himo-
philie A auch beim Tier als wichtigste erbliche Himostasestdrung zu bezeichnen. Himophilie
B (,,Christmas disease*) ist fiir Hund und Katze beschrieben und kommt bei Mensch (1:30000)
und Tier wesentlich seltener vor (geschitzt drei- bis viermal hiufiger Himophilie A als B).
Die Inzidenz bei Hund und Katze ist nicht bekannt (MISCHKE 2003).

Beide Hamophilieformen sind fiir eine Vielzahl von Hunderassen und Mischlingen erfasst.
Weltweit konnte bisher bei iiber 30 Hunderassen Hamophilie A und bei 26 Rassen Hamophilie
B beschrieben werden. In Deutschland wurde die Hamophilie A bislang beim Deutschen Schi-

3 NSAID - Nonsteroidal anti-inflammatory drug.

30 Nova Acta Leopoldina NF 179, Nr. 404, 23-37 (2016)



Hdmophilie A und B beim Hovawart

ferhund, Sibirischen Husky, Havaneser, Dackel und Malteser, Himophilie B beim Deutsch
Drahthaar, Rhodesian Ridgeback und Bernhardiner gefunden werden (MisCcHKE 2003). Ras-
sedispositionen sind stets zu beachten.

10. Klinische Symptomatik und Schweregradeinteilung

Die Erkrankungen lassen sich klinisch nur schwer voneinander abgrenzen. Weibliche Tiere
bleiben meist asymptomatisch, selbst wenn sie heterozygot sind. Ménnliche Tiere sind gesund
oder erkranken haufig schwer, sofern sie das Defektallel tragen. Bei Himophilie A ist in der
Regel mit stirkerer Blutungsneigung zu rechnen als bei Himophilie B. Zu den typischen kli-
nischen Symptomen zihlen spontan oder nach einem Bagatelltrauma auftretende ausgedehnte
Hématome (subkutan, intra- und intermuskulir), anhaltende Blutungen nach Zahnwechsel
oder -extraktion, Chippen, Laufigkeit, Traumata oder Verletzungen, Venenpunktion, Nagel-
schneiden oder Operationen wie Kastration oder Schwanzamputation. Diese Art der schwer
stillbaren Blutungen kann lebensbedrohlich werden. Uberdies kénnen die betroffenen Tiere
aufgrund von Gelenkblutungen mit rezidivierenden Lihmungen oder Lahmheiten degenerative
Arthropathien erleiden. Bewegungsstorungen sind Ausdruck von Weichteilblutungen (even-
tuell auch ins Riickenmark), die mit pathologischen Verdnderungen wie Degeneration, Fibrose,
Kontraktur der Muskulatur und Nervenschiden einhergehen. Nur vereinzelt werden Epistaxis
(Nasenbluten), Blutungen in den Gastrointestinaltrakt und Himoptysis (Bluthusten) als auch
letale blutige Korperhohlenergiisse beobachtet. Einige Fille von todlichen ZNS*-Einblutungen
sind ebenfalls bekannt (MisCHKE 2012). Bei schwerer Himophilie besteht die Gefahr einer
fatalen Blutungskrise mit letalem Ausgang.

Erste Anzeichen einer Himophile beim Welpen konnen durch verlingerte Blutung aus der
Nabelschnur nach der Geburt, beim Zahnwechsel oder Chippen festgestellt werden. Die Eintei-
lung des Schweregrades der Himophilie erfolgt nach der noch vorhandenen Aktivitit des betrof-
fenen Gerinnungsfaktors F VIII oder F IX (%), mit einzubeziehen sind weiterhin die Traumaex-
position, Tiergrofe und -aktivitit. Tabelle 1 veranschaulicht die Einteilung in drei Schweregrade
beim Menschen. Man unterscheidet schwere (< 1% F VIII), mittelschwere (1-4 (5)% F VIII)
und leichte Formen (5 [> 5]) — 25 % F VIII) der Himophilie A beim Menschen (MISCHKE 2012).

Tab. 1 Schweregrad der Hamophilie in Abhéngigkeit von Faktor VIII- oder Faktor IX-Aktivitdt und Blutungssymp-
tomen beim Mensch (modifiziert nach MiSCHKE 2012)

Schweregradeinteilung F VIII/F IX- Blutungsmanifestation
Restaktivitit (%)

Schwer <1 Hiufige Einblutungen in Muskeln und Gelenke, zum Teil
ohne klare Ursache (Spontanblutungen); frither Beginn
Mittelschwer 1-4(5) Blutungen nach Operationen, Verletzungen oder
Zahnextraktion, aber auch Bagatelltrauma
Leicht 5(5)-25 Mogliche Blutungen nach Operationen oder starken
Verletzungen/Traumen

4 ZNS — Zentralnervensystem.
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Die Schweregradeinteilung fiir die humane Bluterkrankheit sollte nicht ohne Vorbehalte fiir
die canine Himophilie iibernommen werden. Hunde haben im Vergleich zum Menschen eine
hohere Blutungsaffinitit bei definierter Faktorrestaktivitdt (DUNNING et al. 2009).

11. Molekulargenetische Ursachen der caninen Himophilie

Weimaraner (DUNNING et al. 2009), Collie (BENN et al. 1978), Pudel (GENTRY et al. 1977) und
Deutsch Kurzhaar Pointer (JOSEPH et al. 1996) sind nur eine kleine Auswahl der Hunderassen,
fiir die Himophilie A in Fallberichten beschrieben wurde. Die Rassen Malteser (NAKATA et
al. 2006), Schottischer Terrier (CAMPBELL et al. 1983) und Alaskan Malamute (PETERSON und
Dobps 1979) veranschaulichen gut die starke Rassedivergenz, die bei caniner Himophilie B
ebenfalls herrscht. Gehauft finden sich Fallberichte fiir die Rasse Deutscher Schiferhund, bei
der beide Himophilieformen beschrieben sind (FOGH 1988, FOGH et al. 1984, FELDMAN et al.
1995, JOHNSTONE und NORRIS 1984). Mutationen im FVIII- und FIX-Gen sind sehr heterogen.
Bisher konnte auf molekularer Ebene nur ein Bruchteil der Ursachen fiir Himophilie A und B
aufgeklirt werden. Hierzu gehoren bei Himophilie A eine Geninversion fiir die Exons 23 bis
26 in der Hundekolonie von Chapel Hill (LoziEr et al. 2002) und in der davon unabhéngigen
Hundekolonie der Queen’s University (Kanada; HOUGH et al. 2002). Beide Geninversionen
zeigen eine starke Ahnlichkeit zur humanen Geninversion im Intron 22, der ca. 45 % der
schweren Himophilie-A-Patienten zugeschrieben werden kénnen (HOUGH et al. 2002). Wei-
terhin wurde ein Stopcodon (MISCHKE et al. 2011b) als Ursache fiir Himophilie A beschrieben.
Fiir Boxer und Deutscher Schiferhund sind zwei ,,missense““~-Mutationen mit Himophilie A
assoziiert (CHRISTOPHERSON et al. 2014). Beim Boxer findet sich eine strukturelle Verdnderung
in Form eines einzelnen Austauschs an der Nukleotidposition 1412 in Exon 10 von Cytosin
zu Guanin, wodurch es auf Proteinebene zur Substitution von Arginin fiir Prolin (Aminosédure
471) kommt. Dabei ist die A2-Domiine des Faktors VIII von der Mutation betroffen. Ein wei-
terer Aminosdureaustausch in der A2-Domiine von Cystein zu Tyrosin (Aminosidure 548) in
Exon 11 wurde beim Deutschen Schéferhund durch einen Nukleotidaustausch von Guanin zu
Adenin an Position 1643 beschrieben (CHRISTOPHERSON et al. 2014).

Bei einer hiamophilen Deutschen Dogge beschrieben ALACARAZ RODRIGUEZ et al. (2013)
eine ¢.6217T>C-Punktmutation in Exon 21 des caninen FVIII-Gens. Die Aminosédure Tryp-
tophan wird hier durch Arginin (Aminosédure 2073) in der C1-Doméne des caninen FVIII-
Gens ersetzt. Weiterhin konnte bei einem betroffenen Pudel-Mischling eine kurze Insertion
(40—46 Basenpaare) in Exon 14 als Ursache fiir Himophilie A identifiziert werden. Die In-
sertion fiihrt zu einem vorzeitigen Stopcodon am Anfang der Insertion (¢.3217-3219), wo-
durch es zu einem verkiirzten Protein kommt. Dadurch fehlen dem Protein ein GroBteil der
B-Doméine sowie die vollstindige A3-, C1- und C2-Domiine (ALACARAZ RODRIGUEZ 2012).

Auch bei caniner Himophilie B variieren die ursdchlichen Mutationen/Strukturverinde-
rungen im FIX-Gen stark. In zwei nicht verwandten Hunderassen mit schwerer Himophilie
B konnte bei einer Rasse eine gro3e Deletion der 5'-Region bis Exon 6 festgestellt werden.
Eine 5kb-Insertion in Exon 8 konnte in der zweiten Hunderasse nachgewiesen werden (GU et
al. 1999). Evans und Mitarbeiter beschrieben die Auswirkungen einer Punktmutation
(1477G>A) als Substitution von Glutaminsiure fiir Glycin (Aminosdure 379), die sich in der
katalytischen Doméne des FIX-Gens befindet (EvAaNs et al. 1989) (Abb. 1). Beim Deutsch
Drahthaar konnten BROOKS und Mitarbeiter eine LINE-1-Insertion in Intron 5 als Ausloser
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des FIX-Gendefekts identifizieren (BROOKS et al. 2003). In einer Lhasa Apso-Kolonie mit
nachgewiesener Faktor-IX-Defizienz wurde eine Leserahmenmutation durch die Deletion von
6 bp festgestellt (MAUSER et al. 1996) (Abb. 2). Eine vollstindige Deletion des FIX-Gens
fiihrte bei einem Labrador Retriever zu starker Himophilie B (BROOKS et al. 1997).

Bei der Rasse Rhodesian Ridgeback verursacht eine ,,missense*-Mutation in Exon 7 einen
Aminosdureaustausch von Glycin zu Glutaminséiure in der katalytischen Doméne des FIX-
Gens und fiihrt zu schwerer Himophilie B (MISCHKE et al. 2011a). Die ursichliche Mutation
bei einem hdamophilen Fila Brasilerio konnte von ALCARAZ RODRIGUEZ (2012) auf ca. 900 Nu-
kleotide stromaufwérts und mindestens 1000 Nukleotide stromabwiirts von Exon 4 eingegrenzt
werden.

N: G GGC GAT AGI GGG GGA CCC CAT GIC ACC GAA GTA GAA GGC ATA
Pp: G D S G G P H V T E V E G |

D: G GEC GAT AGI GGG GGA CCC CAT GIC ACC GAA GTA GAA GCC ATA
INSAGT TTC TTA ACT GGG ATT ATT AGC TGG GGIT GAA GAG TGT CGCG ATQ

S P L T GQ I I S W G Q Q CA M
DENNAGT TTC TTA A ATT ATT AGC TGG GGI GAA GAG TGT GCG ATQ
Ddel 1 Basenaust ausch

INEEAAA GGG AAG TAT GGA ATA TAT ACC AAG GIG TCC CGG TAT GIC AAQ
Pp: L G L Y G | Y T L vV § R Y V N

[DEENIAAA GGG AAG TAT GGA ATA TAT ACC AAG GIG TCC CGG TAT GIC AA

Abb. 1 Exon 8-Sequenzausschnitt des caninen FIX-Gens bei Hamophilie B in einer Hundepopulation der Universitit
North Carolina in Chapel Hill (EVANS et al. 1989). Die Abbildung zeigt einen 133 bp langen Abschnitt von Exon 8
des caninen FIX-Gens. Die urséchliche Mutation ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Durch den Nukleotidaustausch
(G>A) kommt es zu einem Wechsel der Aminosduren Glycin (GGG) zu Glutaminsdure (GAG). Die Mutation lédsst
sich mittels eines Ddel-RFLPs nachweisen (rote Buchstaben). N: Wildtyp-Sequenz; Pp: Proteinsequenz; D: Defekt-
allel.

NICCA TGT GGA AGA GIT TCT GIC CCT CAC ATT TCT ATQ

P P C G R V S VvV P H | S M
PINCCA TGT GGA AGA GIT TCT GIC CCT CAC ATT TCT ATG
Del eti on
NAMACA CGC ACC CGT GCT GAA ... 42bp... GIT GIT GGI
Pp: T R T R A- FE- VIi- VI- V-
DIMACA CTG TGC TGA AAC TCT ... 42bp... TGG TGG AAA
St op

VINGGA AAA GAT GCC AAA CCA GGT CAA TTC CCT TGG CAG
Po: G- L/I- D- Al- LI- PI- G- Q- F/- Pl- W- Q-
A AGA TGC CAA ACC AGG TCA ATT CCC TTG GCA G

Abb. 2 Ursdchliche FIX-Gen-Mutation fiir Himophilie B in einer Lhasa Apso-Population (MAUSER et al. 1996). Die
Abbildung zeigt einen Sequenzausschnitt von Exon 6 des caninen FIX-Gens. Durch eine 5 bp lange Deletion kommt
es zu einer Leserahmenverschiebung mit vorzeitigen Termination und Trunkierung von FIX. N: Wildtyp-Sequenz;
Pp: Proteinsequenz; D: Defektallel.
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Fiir ein verstorbenes, médnnliches Tier der Hunderasse Hovawart konnten wir Himophilie B
bestitigen. Fiinf médnnliche Tiere der betroffenen Hovawartfamilie wurden in drei aufeinan-
derfolgenden Generationen mit Blutungssymptomatik aufféllig (Abb. 3 und 4).

\
\

@

Abb. 3 Pedigree der Hovawart-Familie mit Himophilie B. Die Abbildung zeigt das Pedigree der betroffenen Hova-
wart-Familie (rot hinterlegter Bereich). Die Hiindin A39 ist Trdgerin der urséchlichen FIX-Genmutation und hat diese
an ihre Tochter A19 weitergegeben. Aus der Paarung A18 und A19 gingen acht Welpen hervor, von denen drei Riiden
(A53,A48,A51) an Hamophilie B erkrankten und die Hiindin A4 als Konduktorin ihrer Tochter A6 den Defekt iiber-
trug. Der einzige Riide dieses Wurfes (A60) erkrankte an Himophilie B. Aus der Paarung A8 und A6 gingen zwei
Nachkommen hervor, von denen der Riide A3 an Himophilie erkrankte.
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Abb. 4 Nachweis der ursédchlichen Mutation mittels RFLP

Die Riiden verstarben oder mussten euthanasiert werden. Labordiagnostische Gerinnungsana-
lysen gesunder und erkrankter Familienmitglieder wurden neben den erhobenen klinischen
Befunden mit einbezogen. Im Rahmen einer vergleichenden Sequenzierung der betroffenen
Riiden sowie weiterer Mitglieder konnte eine Punktmutation im FIX-Gen identifiziert werden,
die mit der Himophilie segregiert (Abb. 3). Weitere Untersuchungen sollen Auskunft iiber die
funktionelle Bedeutung dieser Mutation geben.
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Tierzucht und Tiermedizin haben sich in {iber zehn Jahrtausenden parallel entwickelt.
Ohne die eine gibe es die andere nicht. Hinweise auf Erbfehler bei Tieren finden sich
erst relativ spét. Dagegen spiegelte sich im Humanbereich die Erbfehlerproblematik be-
reits viel frither wider und fiihrte zur umstrittenen Eugenik. Seit einigen Jahrzehnten be-
obachten wir in der Tiermedizin eine deutliche Verlagerung der Schwerpunkte. Der Trend
geht im Nutztierbereich von der Einzeltiertherapie hin zur Herden- und Bestandsbetreu-
ung, und in der Kleintier- und Pferdemedizin entwickeln sich bei der medizinischen Ver-
sorgung Standards, die sich an therapeutischen Moglichkeiten der Humanmedizin
orientieren. Es scheint, dass Nutztiere im tierdrztlichen Wirken in den Hintergrund gera-
ten, wenn die Kleintiermedizin in den Vordergrund riickt. Die Diagnose von Erbfehlern
bei Nutztieren und deren Bekdmpfung sowie Bestrebungen zur genetisch ziichterischen
Optimierung von Krankheitsdispositionen miissen sich gegen diesen Trend behaupten.
Daher zeigt der Band aktuelle Entwicklungen in diesem Bereich von Tierzucht und Tier-
medizin auf, die von der vollstindigen Sequenzierung von Nutztiergenomen iiber die
physiologische Analyse der Wirkungen von Erbschéden bis zu Krankheitsmodellen fiir
die Humanmedizin reichen.
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X-chromosomal vererbte ektodermale Dysplasien
bei Haustieren

Tosso LEEB ML (Bern, Schweiz)

Zusammenfassung

Ektodermale Dysplasien (ED) sind Entwicklungsstorungen, die mehr als ein Organsystem ektodermalen Ursprungs
betreffen. Aus dem Ektoderm entstehen u. a. zahlreiche Strukturen der Haut wie z. B. Haare und Schweilldriisen,
aber auch Zihne, Fingernigel und viele weitere Driisen.

Die erste wissenschaftliche Beschreibung einer ED erfolgte vermutlich durch Charles DARWIN im Jahre 1875. Er
beobachtete in der Néihe von Hyderabad in Indien eine Familie mit einer Erbkrankheit, die heute X-chromosomale
hypohidrotische ektodermale Dysplasie (XLHED) oder Christ-Siemens-Touraine-Syndrom genannt und X-chromo-
somal rezessiv vererbt wird. In dem folgenden Ubersichtsartikel werden verschiedene bovine und canine Tiermodelle
fiir XLHED beschrieben, die dhnlich wie die betroffenen menschlichen Patienten Gendefekte im EDA-Gen aufwei-
sen.

Eine weitere X-chromosomal vererbte ED ist die Incontinentia pigmenti (IP), welche auch als Bloch-Sulzberger-
Syndrom bezeichnet wird. IP wird X-chromosomal semidominant vererbt, d. h. betroffene Individuen sind obligat
weiblich und heterozygot. Miannliche Individuen, die den Gendefekt hemizygot tragen, sterben vor der Geburt ab.
Die Charakterisierung einer Pferdefamilie ergab wiederum analog zu menschlichen Patienten, dass ein Gendefekt im
IKBKG-Gen ursichlich fiir die equine IP ist.

Abstract

Ectodermal dysplasias (EDs) represent aberrations of development in more than one organ system of ectodermal ori-
gin. Amongst others the ectoderm gives rise to many structures in skin such as e.g. hair and sweat glands, but also
teeth, finger nails, and many other secretory glands.

The first scientific description of an ED was provided in the year 1875 by Charles DARWIN. He observed a hereditary
disease in a family living near Hyderabad, India. This disease is nowadays termed X-linked hypohidrotic ectodermal
dysplasia (XLHED) or Christ-Siemens-Touraine syndrome and inherited as a monogenic autosomal recessive trait.
In this review several bovine and canine animal models for XLHED will be described. Similar to the situation in hu-
mans, XLHED in these animals is caused by genetic variants within the EDA gene.

Incontinentia pigmenti (IP) also known as Bloch-Sulzberger syndrome represents another X-linked ED. IP is in-
herited as an X-chromosomal semidominant trait. Affected individuals are always female and heterozygous. Males
carrying the genetic defect in hemizygous state die during fetal development. The analysis of a horse family revealed
that a variant in the JKBKG gene causes equine IP. Variants in this gene are also responsible for human IP.

1. X-chromosomale hypohidrotische ektodermale Dysplasie (XLHED)

Noch vor Gregor MENDELS Studien zu den GesetzmifBigkeiten der Vererbung machte Charles
DarwIN folgende Beobachtung:

,.Ich berichte [...] iiber eine Hindu-Familie aus Scinde, in der 10 Ménner iiber den Verlauf von vier Generationen in
beiden Kiefern zusammen nur 4 kleine und schwache Schneidezihne sowie 8 Backenzihne aufwiesen. Die so be-
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troffenen Ménner haben sehr wenige Haare auf dem Korper und werden bereits frith im Leben kahl. Wihrend grofer
Hitze leiden sie stark unter einer iiberméBigen Trockenheit der Haut. Es ist bemerkenswert, dass nie ein Fall einer so
betroffenen Tochter auftrat und diese Tatsache erinnert uns daran, dass Ménner in England viel eher als Frauen anfillig
dafiir sind, kahl zu werden. Obwohl die Tochter in der oben beschriebenen Familie nie selbst betroffen sind, geben
sie die Anlage an ihre Sohne weiter und nie ist ein Fall aufgetreten, bei dem ein Sohn sie an seine Sohne weitergegeben
hitte. Die Erkrankung tritt also nur in jeder zweiten Generation oder nach lingeren Pausen auf.*'

Mit dieser akkuraten Beschreibung hat Charles DARWIN sehr prizise die GesetzmiBigkeiten
des monogen X-chromosomal rezessiven Erbgangs erfasst und eine Krankheit beschrieben,
welche wir heute X-chromosomale hypohidrotische ektodermale Dysplasie (XLHED) oder
Christ-Siemens-Touraine-Syndrom nennen. Sie betrifft etwa 1 von 17000 Menschen weltweit.”
XLHED-Patienten haben fast keine Haare sowie fehlende und falsch geformte Zihne, welche
sehr aufwindige und langwierige Zahnrekonstruktionen erfordern. Aufgrund fehlender
SchweilBdriisen ist ihre Temperaturregulation sehr instabil, und bei hohen Umgebungstempe-
raturen oder starker Anstrengung laufen sie Gefahr, in Hyperthermien zu geraten, die zu geis-
tigen Behinderungen oder gar dem Tod fiihren konnen.

Die molekulargenetische Ursache der XLHED sind Varianten im EDA-Gen, welche die
Funktion des kodierten Proteins Ectodysplasin beeintridchtigen. Ectodysplasin ist ein Signal-
molekiil, welches in der Fotalentwicklung die Anlage von Haaren, Zidhnen und anderen ekto-
dermalen Strukturen initiiert (KERE et al. 1996, MIKKOLA 2009).

Analoge Formen der XLHED wurde inzwischen auch bei Rindern und Hunden beschrie-
ben. Bei Rindern sind mittlerweile 7 verschiedene Gendefekte bekannt, die zu XLLHED fiihren
(Tab. 1). Besonders bemerkenswert sind dabei zwei unabhiingige Einzelbasenaustausche im
Bereich von Exon 8 und der nachfolgenden Spleifistelle. Dieser Genbereich reguliert ein al-
ternatives Spleiflen, bei dem entweder das EDA-A1-Transkript oder das um 6 Basen verkiirzte
EDA-A2-Transkript gebildet werden (Abb. 1). Bei Rindern mit einer einzigen mutierten Base
am Beginn von Intron 8 ist sowohl das Spleiflen von Intron 8 als auch Intron 7 verdndert, und
es entsteht ein funktionsloses Transkript (DROGEMULLER et al. 2002). Bei Rindern mit einem
anderen Einzelbasenaustausch im Exon 8 entsteht ein Transkript, bei dem das ganze Exon 8
fehlt (GARGANI et al. 2011). Diese beiden Varianten verdeutlichen die Komplexizitit der Re-
gulation alternativer Spleilprozesse und unterstreichen die Notwendigkeit weiterer Verbesse-
rungen unserer heutigen Computerprogramme zur Vorhersage der funktionellen Konsequenzen
von genetischen Variationen.

1 Ubersetzt aus DARWIN 1875, Bd. 2, S. 319.
2 http://ghr.nlm.nih.gov/condition/hypohidrotic-ectodermal-dysplasia.
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Tab. 1 Bekannte XLHED-Varianten bei Rindern. Das EDA-Gen ist iiber 300 kb grof3 und bei einigen der strukturellen
Varianten sind die Bruchpunkte nicht genau molekular charakterisiert.

Bereich des Genomische Konsequenz
EDA-Gens Variante

Rasse Referenz

Exon 1 c.48_66del19 Leserahmenverschiebung
und vorzeitiges Stopkodon

Exon 1 ¢.280_281insAGGG Leserahmenverschiebung
und vorzeitiges Stopkodon

Intron 1 LINE]1 Insertion ,.Exonisierung® der Insertion,
Leserahmenverschiebung und
vorzeitiges Stopkodon

Exon 3 und Grofie genomische Leserahmenverschiebung und
flankieren- Deletion vorzeitiges Stopkodon

de Intron-

bereiche

Exon 6 ¢.730C>T; p.R244* Nonsense-Variante

Exon 8 c.802G>A Spleidefekt
Intron 8 ¢.924+2T>G Spleildefekt

Holstein-Friesian (JP) OcGINO et al. 2011

Japanese Black (JP) OcGINO et al. 2012

Red Holstein (Dk) KARLSKOV-MOR-
TENSEN et al. 2011

Schwarzbunte Hol- DROGEMULLER et al.
steins (D) 2001

Kreuzungstier (Can) DROGEMULLER et al.
2006

Holstein-Friesian (I) GARGANI et al. 2011

Rotbunte Holsteins (D) DROGEMULLER et al.
2002

Beim Hund ist bis jetzt nur eine Variante im EDA-Gen bekannt, die zu einer XLHED fiihrt,
dabei handelt es sich um einen Einzelbasenaustausch der letzten Base des Introns 8, der zu
einem Spleifidefekt fiihrt (CASAL et al. 2005). Hunde mit XLHED werden experimentell ge-
halten und sind sehr wertvoll fiir die Entwicklung einer Therapie fiir die humane XLHED. Es
konnte gezeigt werden, dass postnatale intravendse Injektionen mit rekombinantem Ectodys-
plasin bei XLHED eine Verbesserung der klinischen Symptome bewirken. Insbesondere kann
eine deutliche Verbesserung der bleibenden Zdhne nach dem Zahnwechsel durch die postnatale
Gabe von Ectodysplasin erreicht werden. Damit besteht hier die seltene Chance, eine erbliche
Entwicklungsstorung therapeutisch beeinflussen zu konnen. Gegenwirtig findet eine klinische
Phase-2-Studie beim Menschen statt, um die klinische Wirksamkeit beim Menschen zu eva-

luieren.}

3 http://edimerpharma.com/de.
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Abb. 1 Ungewohnliche Spleiidefekte im bovinen EDA-Gen. (A) Darstellung der normalen Spleilvorgénge des EDA-
Gens: Dieses Gen kodiert fiir zwei alternative Transkripte, die sich in 6 Basen unterscheiden, welche vom sogenannten
Exon 8b kodiert werden. (B) In zwei italienischen Stierkidlbern wurde ein exonischer Basenaustausch beobachtet, der
zum Verlust des gesamten Exons 8 (,,Exon-Skipping*) in den EDA-Transkripten fiihrte. Die Kilber, die diese Variante
hemizygot trugen, waren von XLHED betroffen (GARGANI et al. 2011). (C) In einem deutschen Kalb wurde ein
anderer Basenaustausch am Beginn des Introns 9 gefunden. Dieser Basenaustausch fiihrte dazu, dass ein Transkript
mit einem deutlich verkiirzten Exon 8 entstand. Interessanterweise wurden dabei neue Spleif3stellen sowohl am Ende
wie auch am Anfang von Exon 8 aktiviert. Auch dieses Kalb war von XLHED betroffen (DROGEMULLER et al. 2002).

2. Incontinentia Pigmenti (IP)
Ectodysplasin ist ein parakriner Wachstumsfaktor, der an den Ectodysplasinrezeptor (EDAR)
auf Zielzellen bindet (MIkKOLA 2009). Diese Ligand-Rezeptor-Bindung bewirkt die Aktivierung

des sogenannten Ectodysplasin-Signaltransduktionswegs, bei dem u. a. NFkB* aktiviert wird.
Vor der Aktivierung ist NFxB im Zytoplasma lokalisiert und an das inhibitorische Protein IxB

4 NFxB — Nuclear Factor ,kappa-light-chain-enhancer* of activated B-cells.
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gebunden. Die Aktivierung des Ectodysplasinrezeptors fiihrt dazu, dass kB durch die IxB-Ki-
nase (IKK) phosphoryliert wird, worauf der Komplex aus IkB und NF«B dissoziiert. Das freie
NF«B transloziert in den Zellkern und steuert dort die Expression verschiedener Zielgene. Die
IxB-Kinase (IKK) besteht aus drei Proteinuntereinheiten. Beim Menschen ist bekannt, dass Mu-
tationen im /KBKG-Gen fiir die regulatorische y-Untereinheit der IxB-Kinase, welche auch
NEMO genannt wird, zur sogenannten Incontinentia pigmenti (IP) fithren (SMAHI et al. 2000,
ARADHYA et al. 2001). Diese Erkrankung tritt nur bei Frauen auf und fiihrt zu Veridnderungen
der Haut und der Zihne sowie zum Teil unterschiedlicher weiterer Stérungen. Die Veridnderung
der Haut verlduft in vier verschiedenen Phasen: perinatale Hautrdtung und Bldschenbildung,
gefolgt von warzenformigen Lisionen und Hyperkeratose, anschliefend Hyperpigmentierung
und schlieBlich Narbenbildung (EHRENREICH et al. 2007).

Die fiir IP verantwortlichen Gendefekte im IKBKG-Gen liegen auf dem X-Chromosom und
werden semidominant vererbt. Médnnliche Individuen, die den Gendefekt hemizygot auf ihrem
X-Chromosom tragen, sterben noch vor der Geburt. Frauen mit IP sind obligat heterozygot fiir
Gendefekte im /JKBKG-Gen. Bei weiblichen Sidugetieren wird in der frithen Embryonalentwick-
lung jeweils eine Kopie des X-Chromosoms inaktiviert. Bei IP-Patientinnen werden um den
Zeitpunkt der Geburt die meisten Zellen eliminiert, in denen das defekte X-Chromosom aktiv
ist, was zur ersten Phase der klinischen Symptome fiihrt.

In einer eigenen Untersuchung konnte die Genetik einer Pferdefamilie untersucht werden, in der
IP-Symptome bei vier Pferden auftraten (Abb. 2, TOWERS et al. 2013). Der Stammbaum dieser Fa-
milie wies auf einen X-chromosomal semidominanten Erbgang hin, da alle betroffenen Tiere weib-
lich waren und gehiufte Aborte von (vermutlich ménnlichen) Foten bemerkt wurden (Abb. 3).

Abb. 2 Phinotyp einer adulten Stute mit IP (TOWERS et al. 2013). Charakteristisch sind die gestromte Pigmentierung
und haarlose Stellen, welche vernarbte Bereiche im Sinne des vierten und letzten IP-Stadiums darstellen. Die Muster
der Hyperpigmentierung und der Hautlédsionen folgen den sogenannten Linien von BLASCHKO, welche den klonalen
Ursprung verschiedener Zellen mit jeweils dem einen oder anderen aktiven X-Chromosom sichtbar machen.
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Abb. 3 Stammbaum der Pferdefamilie mit IP (TOWERS et al. 2013). Minnliche Tiere sind als Quadrate, weibliche
Tiere als groBe Kreise dargestellt. Kleine Kreise symbolisieren abortierte Féten unbekannten Geschlechts. Betroffene
Pferde sind durch schwarz ausgefiillte Symbole reprisentiert. Die Vererbung des Merkmals in dieser Familie folgt
einem X-chromosomal semidominanten Erbgang.
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Zur weiteren Analyse wurde das Genom einer betroffenen Stute mit der /llumina-Technologie
und einer 19-fachen Abdeckung sequenziert. Die Analyse der Sequenzdaten ergab, dass die
erkrankte Stute 557 nicht-synonyme heterozygote Sequenzvarianten auf dem X-Chromosom
trug. 524 dieser Varianten traten auch bei mindestens einem von 44 nicht-betroffenen Kon-
trollpferden auf und kamen damit nicht mehr als urséchlich fiir die IP in Frage. Von den ver-
bleibenden 33 privaten, nicht-synonymen, heterozygoten, X-chromosomalen Varianten betraf
eine das IKBKG-Gen. Es handelte sich um einen Einzelbasenaustasch (c.184C>T), welcher
ein Codon fiir die Aminosédure Arginin in ein Stopcodon umwandelt (p.Arg62*). Diese Variante
fand sich bei allen drei IP betroffenen Stuten, von denen DNA verfiigbar war (Abb. 4).
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)/X )’i . Abb. 4 Sequenzanalyse der IKBKG:c.184C>T-Va-
/ }’ riante (TOWERS et al. 2013). Die Elektrophero-
T gramme einer nicht-betroffenen (,,Control”) und
einer betroffenen (,,Affected*) Stute sind dargestellt.
c.184C>T Der Pfeil zeigt die heterozygote Position an der ers-
p.Arg62* ten Base des Codons 62 bei der betroffenen Stute an.
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In einer menschlichen IP-Patientin wurde eine vollig analoge Variante als kausal fiir die TP
identifiziert (IKBKG:c.184C>T; p.Arg62*; ARADHYA et al. 2001). Die experimentellen Be-
funde in der Pferdefamilie zusammen mit den bekannten Daten iiber die Funktion des IKBKG-
Gens legen die Kausalitit dieser Variante fiir die equine IP sehr nahe.

3. Ausblick

Noch vor 20 Jahren schien es kaum vorstellbar, dass jemals die molekularen Grundlagen von
ektodermalen Dysplasien bei Haustieren aufgeklért wiirden. Durch die rasanten technischen
Fortschritte der Molekulargenetik ist es heute in vielen Féllen moglich, relativ schnell die kau-
salen genetischen Defekte auch bei Haustieren zu identifizieren (LEEB 2012, 2014). Damit
stehen wertvolle Tiermodelle zur Verfiigung, die ein verbessertes Verstindnis der Pathogenese
erlauben und wie im Falle der XLHED-Hunde sogar bei der Entwicklung von Therapien fiir
menschliche Krankheiten helfen konnen. Die X-chromosomal vererbten ektodermalen Dys-
plasien verdeutlichen eindriicklich die Konsequenzen der Inaktivierung einer Kopie des X-
Chromosoms bei weiblichen Sdugetieren.
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Genetische Regulation der mitochondrialen
Biosynthese
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Zhihua JIANG” und Tanja KUNEJ'

Zusammenfassung

Mitochondrien sind die Zellorganellen, die eine zentrale Rolle im Energiemetabolismus der eukaryotischen Zellen
spielen. Die Biogenese von Mitochondrien ist ein komplexer Prozess, an dem neben in den Mitochondrien syntheti-
sierten Proteinen auch mehr als 1500 Proteine beteiligt sind, die fiir den Bau der Mitochondrien notwendig, aber in
der genomischen DNA des Zellkerns der Wirtszelle kodiert sind, im Zytoplasma der Zelle synthetisiert und schlielich
in die Mitochondrien importiert werden. Der Beitrag analysiert die Rolle der beteiligten Komponenten und die Aus-
wirkungen von Mutationen in den entsprechenden Genen auf verschiedene Merkmale und Prozesse, wie Fleischqua-
litdt, Alterung oder Krankheiten.

Abstract

Mitochondria are cell organelles that play a key role in the energy metabolism of eukaryotic cells. The biogenesis of
mitochondria is a complex process which involves proteins synthesized in the mitochondria, as well as more than
1,500 other proteins that are necessary for forming the mitochondria but which are coded in the genomic DNA of the
nucleus of the host cells, synthesized in the cytoplasm of the cells and, finally, imported into the mitochondria. This
paper analyses the role of the components involved and the impact that mutations in the corresponding genes have
on various features and processes, such as meat quality, ageing or disease.

1. Einleitung

Mitochondrien sind die Zellorganellen, die eine zentrale Rolle im Energiemetabolismus der
eukaryotischen Zellen spielen. Durch die oxidative Phosphorylierung und deren Endprodukt,
das Adenosintriphosphat (ATP), das das zentrale Molekiil fiir die chemische Speicherung der
Energie ist, ermdglichen die Mitochondrien eine anhaltende Energieversorgung der eukaryo-
tischen Zellen. Die Anzahl und Aktivitit der Mitochondrien ist sehr von den Energiebediirf-
nissen der Zelle abhingig. So gibt es grof3e Unterschiede in der Mitochondrienzahl zwischen
verschiedenen Geweben des tierischen Organismus. In den Muskeln bestimmt die Anzahl der
Mitochondrien den Typ des Muskels und somit auch weitgehend dessen physiologische Ei-
genschaften. Besonders in Geweben, in denen die Energieanspriiche sehr hoch sind, sind die
Zellen mit einer hohen Anzahl von Mitochondrien ausgestattet.

1 Institut fiir Tierzucht, Biotechnische Fakultit, Universitit Ljubljana, Groblje 3, 1230 Domzale, Slowenien.
2 Washington State University, Department of Animal Science, Pulmann, WA.
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2. Die Herkunft der Mitochondrien

Es gibt klare Hinweise dafiir, dass die Mitochondrien aus einem endosymbiontischen Verhilt-
nis zwischen den prokaryotischen Gast- und eukaryotischen Wirtszellen stammen. Die pro-
karyotische Zelle hat in dieser Beziehung eine sichere und konstante Umgebung gefunden,
die Wirtszelle hat aber durch die in der prokaryotischen Zelle vorhandene Maschinerie, die
die oxydative Posphorylierung durchfiihren kann, einen effizienten Mechanismus fiir die che-
mische Speicherung der Energie gewonnen. Mit der Zeit hat die prokaryotische Zelle einen
immer grofleren Anteil des eigenen Genoms in den Kern der Wirtszelle verlagert. So entstand
eine enge funktionale Bindung zwischen den Genomen der Wirtszelle und des Mitochondri-
ums. Folglich ist heute die Biogenese von Mitochondrien ein komplexer Prozess, in dem mehr
als 1500 Proteine, die fiir den Bau der Mitochondrien notwendig sind, in der genomischen
DNA des Zellkerns der Wirtszelle kodiert sind, im Zytoplasma der Zelle synthetisiert und
schlieBlich in die Mitochondrien importiert werden. Dazu kommen noch mehr als ein Dutzend
Proteinuntereinheiten, die im Mitochondrium genetisch verschliisselt sind, dort synthetisiert
werden und mit den importierten Proteinen funktionale Proteinkomplexe bilden. Bei den Wir-
beltieren werden die Mitochondrien strikt maternal vererbt, und so sind alle Nachkommen
eines weiblichen Organismus mit der gleichen mitochondrialen DNA (mtDNA) ausgestattet.
Das macht mtDNA zu einem hervorragenden genetischen Marker, mit dem man die Vererbung
iiber die weibliche Seite in den Populationen verfolgen kann. Wegen ihrer relativ hohen Mu-
tationsrate und strikter matrilinealen Vererbung ist die mtDNA auch ein willkommenes Objekt
fiir Populations- und Evolutionsstudien.

3. Die Struktur und Funktion der Mitochondrien

Die Mitochondrien haben eine komplexe Struktur, die optimal deren Funktion angepasst ist.
Die mitochondriale Membran mit ihren zahlreichen Windungen (Cristae) sorgt dafiir, dass
der mitochondriale Innenraum von der Wirtszelle klar abgegrenzt wird. Zwischen der Innen-
und Aufenmembran entsteht ein Raum, durch den sich ein Protonengradient aufbaut, der die
kontrollierte Ubertragung von Phosphatgruppen an Adenosindiphosphat (ADP) ermdoglicht.
Dabei entsteht das ATP, das zentrale Molekiil fiir die Energiespeicherung. Merkwiirdigerweise
wird die komplizierte Struktur des Mitochondriums nirgendwo genetisch verschliisselt. Die
unzihligen Versuche, die Mitochondrien aus einzelnen Bausteinen wieder zusammenzufiigen
(self assembly), sind restlos gescheitert. Dies bestitigt die These, dass die Mitochondrien nur
durch verschiedene Strategien, die alle eine Teilung schon vorhandener Mitochondrien bein-
halten, aus bereits vorhandenen Mitochondrien entstehen konnen. Das macht das Vorhan-
densein einer genetischen ,,Anleitung® fiir die Zusammensetzung der Mitochondrien
iiberfliissig.

Die Wirbeltiermitochondrien verfiigen iiber ein eigenes genetisches System, dass durch
eine ringformige, etwa 16500 Basenpaare lange mtDNA reprisentiert wird. Die mtDNA zeigt
eine fiir die Eukaryoten ungewohnliche Dichte an kodierenden Regionen, die neben zwei ri-
bosomalen RNA-Untereinheiten (rRNA) und 22 Transfer-RNAs (tRNA) noch 13 Proteinun-
tereinheiten der Elektronentransportkomplexe I, ITI, IV und V umfassen. Die in der mtDNA
kodierten Proteinuntereinheiten stellen weniger als 5% der in Mitochondrien vorhandenen
Proteine dar und konnen allein kein funktionsfdhiges Protein bilden. Alle 13 Proteinunterein-
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heiten bilden zusammen mit den Proteinen, die im Wirtszellkern kodiert sind, Enzymkom-
plexe, die eine oxydative Phosphorylierung ermoglichen. Die im Mitochondrium kodierte
tRNA reicht zwar fiir die Synthese der im Mitochondrium kodierten Proteinuntereinheiten
aus, es wird aber trotzdem noch zusitzliche tRNA aus dem Zytoplasma importiert. Somit ist
eine enge Verkniipfung zwischen dem mitochondrialen und dem Kerngenom der Wirtszelle
entstanden. Diese Verkniipfung kam im Laufe der Evolution durch eine fortdauernde Verla-
gerung der genetischen Information aus den Mitochondrien in den Kern der Wirtszelle zu-
stande, die heute eine enge gegenseitige Verbundenheit zwischen beiden genetischen Systemen
bewirkt (Abb. 1).

<5% der mitochondrialen t
tR’l}1A ‘ Proteine '\
\ {RNA
Ao

>95% der mitochom\“\x,
Proteine
rRNA

Mitochondriale
DNA

Zytoplasma Mitochondrium

Abb. 1 Herkunft der in den Mitochondrien lokalisierten Proteine und tRNA-Molekiile

Da der Grofteil der Proteine im Mitochondrium aus dem Zytoplasma importiert werden muss,
steht fiir diesen Zweck ein komplexer Proteinapparat zur Verfiigung. Die einzelnen Kompo-
nenten des Systems sind in der du3eren und inneren Membran der Mitochondrien verankert
und ermoglichen einen genau kontrollierten Import durch die beiden Membranen sowie eine
gezielte Lokalisierung der Proteine im Zwischenmembranraum. Die Hauptrolle beim Trans-
port durch die AuBenmembran spielen die Tom-Proteine (translocase of the outer membrane),
wobei fiir den Transport durch die Innenmembran die Tim-Proteine (translocase of the inner
membrane) ausschlaggebend sind. Sowohl Tom- wie auch Tim-Proteine gehoren zu Protein-
familien mit zahlreichen Mitgliedern, die mit ihrer Diversitit verschiedene Kombinationen
von Untereinheiten ermoglichen, die verschiedenen Proteinen und deren Transporteigen-
schaften angepasst sind. Die PAM-Proteine (presequence translocase-associated motor) steu-
ern die Funktion der Matrix-Hsp70 (matrix heat shock protein 70), die durch ihre
Chaperon-Funktion eine korrekte Faltung der importierten Proteine nach dem Erreichen ihrer
Endlokation in der Matrix ermoglichen. Die SAM-Proteine (sorting and assembly machinery)
sorgen fiir die Verankerung der Proteine mit ihrer 3-Struktur in die Auenmembran der Mi-
tochondrien (Abb. 2).
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Abb. 2 Der Import von Proteinen in die Mitochondrien verlangt eine komplexe Maschinerie (nach GRIFFITH et al.
2012).

4. Die Regulation der mitochondrialen Biogenese unterliegt genetischen
und Umweltfaktoren

Wie bereits erldutert, ist die Biogenese von Mitochondrien ein komplexer Vorgang, der zahl-
reichen genetischen und Umweltfaktoren unterliegt. Diese Komplexitéit der Regulation der
mitochondrialen Biogenese ermdglicht eine den Bediirfnissen der Zelle gut angepasste Aus-
stattung mit Mitochondrien, die den jeweiligen Energieanspriichen der Zelle gerecht werden
kann. Weil sich die Bediirfnisse der Zellen relativ schnell dndern konnen, ist es unabdingbar,
das eine effiziente Regulation der mitochondrialen Biogenese sowohl genetischen als auch
Umweltfaktoren unterliegen muss.

5. Genetische Faktoren

Genetische Regulatoren der mitochondrialen Biogenese konnen prinzipiell in drei Gruppen
eingeordnet werden: generelle Transkriptionsfaktoren (SP1, YY1, CREB), nukleare Respirati-
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onsfaktoren (NRF-1, NRF-2) und nukleare Koaktivatoren (PGC-1a., PGC-1p), die iiber den
Hauptregulator der Replikation und Transkription der mtDNA, TFAM, die mitochondriale Bio-
genese steuern. Die generellen Transkriptionsfaktoren sind durch ihre Bindungsstellen in zahl-
reichen Promotoren weitgehend fiir die allgemeine Regulation der Genexpression
verantwortlich, darunter auch fiir die Regulation der Expression der Gene, die direkt mit der
Biogenese von Mitochondrien verbunden sind. So sind SP1, YY1, NFxB und CREB als gene-
relle Transkriptionsfaktoren u. a. auch fiir die Regulation der Genexpression der nuklearen Re-
spirationsfaktoren NRF1 und NRF2 verantwortlich, die mafgeblich die Transkription des
mitochondrialen Transkriptionsfaktor A (TFAM) stimulieren (LEE und WEI 2005). Der TFAM
wird u. a. auch durch den nuklearen Koaktivator PGC-1 (SANTOS et al. 2011) stimuliert. Das
verschafft dem PGC-1 eine zentrale Rolle in der Steuerung des Energiemetabolismus. Durch
die hohere Expression von PGC-1 wird direkt die Biogenese der Mitochondrien stimuliert, die
zu einer erhohten Anzahl der Mitochondrien fiihrt. Das gelingt durch die Stimulation der Tran-
skription von TFAM, die hauptverantwortlich fiir die Replikation und Transkription der mtDNA
ist. Eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Replikation und Transkription der mtDNA spielen
auch zwei Polymerasen (POLG — DNA-Polymerase Y und POLRMT — mitochondriale RNA-
Polymerase) (SUROVTSEVA et al. 2012) sowie auch die Helikase Twinkle (TYYNISMAA et al.
2004), die die Entwindung der mtDNA ermdglicht. Die Storungen in der Replikation und Tran-
skription der mtDNA dufern sich in der verminderten Funktion der Mitochondrien und in der
reduzierten Respirationskapazitit der Zellen. Solche Verdnderungen werden oft mit Alterungs-
prozessen, degenerativen Krankheiten, Apoptose und Krebs assoziiert (WALLACE 1999).

Der Promotor von TFAM beinhaltet die Bindungsstellen fiir zwei nukleare Respirations-
faktoren, NRF-1 und NRF-2, die auf diese Weise mafigeblich die Replikation der mtDNA be-
einflussen (KUNEJ et al. 2009). Wegen seiner zentralen Rolle bei der Replikation der mtDNA
ist die Konzentration der mtDNA eng mit der Konzentration von TFAM korreliert. TFAM
bindet mit seiner Bindungsdomiine an die D-Loop-Region der mtDNA und ermdoglicht so die
Bindung des Polymerasenkomplexes. Bei den Menschen wurden bei der Zusammensetzung
des POLRMT Polymerasenkomplexes noch zwei Transkriptionsfaktoren, TFBM1 und
TFBM2, gefunden, die fiir die Regulation der Transkription und Stabilisierung der Transkripte
verantwortlich sind (RANTANEN et al. 2003).

Eine Doppelmutation im Promotor von TFAM beim Rind (Abb. 3) fiihrt zu einer giinsti-
geren Verteilung des intramuskulédren Fettes, zu sogenannter Fleischmarmorierung und bes-
serer Fleischqualitit (JIANG et al. 2005). Bei vielen Tierarten, aber auch beim Menschen, findet
man zwei Formen von TFAM: eine lingere Form, die alle Exons von TFAM beinhaltet, und
eine kiirzere Form, die als Folge eines alternativen Prozessierens von TFAM-mRNA, bei dem
es zum Ausschneiden eines Exons kommt, entsteht. Beim Schwein ist die kurze Form, die um
34 Aminosduren kiirzer ist (KUNEJ et al. 2009), praktisch in allen Geweben vorhanden. Das
Auslassen von 34 Aminosduren veridndert entscheidend die Struktur der kurzen Form von
TFAM und entfernt eine helikale Doméne, die wahrscheinlich fiir die Bindung an die mtDNA
verantwortlich ist. Deswegen ist die Bindungsaffinitit der kurzen Form vermutlich beeintrich-
tigt. In diesem Zusammenhang ist es iiberraschend, dass die Kurzform trotz ihrer reduzierten
Funktionalitét bei den meisten Sdugetierarten noch immer prisent ist. Vor kurzem wurde die
Rolle der miRNA bei der Regulation der TFAM-Genexpression entdeckt. In der TFAM-mRNA
wurde eine Bindungsstelle fiir die miR-27ab (5'-ACUGUGAA-3") gefunden, die bei neun
Sdugetierspecies hochkonserviert ist. Vermutlich ist die miR-27ab in die Feinregulation der
TFAM-Genexpression einbezogen.
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Gute Marmorierung, eine superbe Geringe Marmorierung, gute
Fleischqualitat Bemuskelung
A AGATTTEGCCAGATGACCTARAAAG AGATTTGGACAGATCATCTARAAE

Abb. 3 (A) Auswirkungen auf die Fleischqualitét beim Rind nach (B) Doppelmutation im Promotor von TFAM (JIANG
et al. 2005)

PGC-1 ist Koaktivator von PPAR-vy und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Ener-
giemetabolismus und Energieverbrauchs der Zelle (MILOSEVIC BERLIC und Dovc 2004). PGC-
1 kodiert zwei nukleare Koaktivatoren, PGC-1a und PGC-1f3, welche die mitochondriale
Biogenese und die Replikation der mtDNA induzieren. Die erhohte Expression von PGC-10/f3
fiihrt zur Steigerung der mitochondrialen Biosynthese und folglich zu einer hoheren Atmungs-
effizienz der Zelle. PGC-1 induziert die Transkription des NRF-1 und beschleunigt die Syn-
these von ATP-Synthase, die fiir die Produktion von ATP unentbehrlich ist. Die Genexpression
von PGC-1 wird tiber die cAMP — PKA — CREB-Achse reguliert und steht unter dem Einfluss
von Umweltfaktoren wie Kélte und Energierestriktion. Bei der Steuerung der Genexpression
von PGC-1 sind auch AMPK und SIRT1 beteiligt. Aktivierung von p38 MAPK erhoht die Ex-
pression von PGC-1a.. Durch die Unterdriickung der SOCS2-Expression wird die Aktivierung
von MAPK und folglich PGC-1a herunterreguliert. SIRT1 ist fiir die Stimulation der PGC-1-
Expression notwendig und ist dadurch an der Simulation der PGC-1-abhingigen Glukosepro-
duktion beteiligt. Die SIRT1-Expression kann erfolgreich durch siRNA herunterreguliert
werden.

Bei transgenen Méusen mit einer Uberexpression von PGC-1 und folglich auch hoheren
Konzentrationen von TFAM wurden in der Skelettmuskulatur eine erhdhte Anzahl von Mito-
chondrien und ein hoherer Anteil von roten Muskelfaserzellen beobachtet. Auch in den Muskeln,
in denen normalerweise der Anteil von roten Muskelfasern sehr niedrig ist, wurde ein Anstieg
der Anzahl oxidativer Muskelfasern beobachtet (LIN et al. 2002, HANDSCHIN und SPIEGELMAN
2011). Folglich haben die Miuse mit hoherer Expression von PGC-1 mehr Ausdauer bei Ubun-
gen am Laufrad gezeigt, und deren Muskelfasern konnten langer stimuliert werden und ermii-
deten spiter im Muskelkontraktionstest als die Mduse mit normaler Expression von PGC-1.
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PGC-1 ist zwischen den Arten hochkonserviert (iiber 90 % der Nukleotidsequenz), und Muta-
tionen haben oft phinotypische Konsequenzen. Beim Schwein fiihrt eine A-T-Transversion an
der Position 1290 im Exon 8 des PGC-1-Gens zu einem Ser-Cys-Aminosdureaustausch und
ist rassespezifisch (Abb. 4). So ist das A-Allel (Ser) typisch fiir die Schweinerassen mit hoherem
Fleischanteil (Duroc, Pietrain, Yorkshire), wohingegen die T-Variante (Cys) charakteristisch fiir
die Rassen mit hoherem Fettanteil ist (Gottinger Minischwein, Mangalica, chinesische Rassen).
Die Frequenzen von A- und T-Allel unterscheiden sich statistisch signifikant zwischen beiden
Gruppen (KUNEJ et al. 2005). Beim Menschen wurde eine Assoziation zwischen Gly482Ser-
Polymorphismus im PGC-1-Gen und Typ-2-Diabetes gezeigt, wobei die Diabetiker eine hthere
Frequenz von Allel A aufweisen (KUNEI et al. 2004). Ahnlich erhoht Genotyp AA auf dem
PGC-1-Lokus bei Diabetikern die Gefahr fiir Retinopathien (GLOBOCNIK PETROVIC et al. 2005).

M AA AT TT

Diagnostische Alul-Schnittstelle
an der Position 1378

BAC230p21 GACCAGACTACC

Schwedische Landrasse GACCAGACTACC

Deutsche Landrasse GACCAGACTACC

Pietrain GACCAGACTACC

Duroc GACCAGACTACC

Yorkshire GACCAGACTACC

. BAC234005 GACCAGTCTACC
pleteasn 0 Goettinger Minischwein GACCAGTCTACC
Mangalica GACCAGTCTACC

Abb. 4 Rassetypische Verdnderungen in der Nukleotidsequenz von PGC-1 (KUNEJ et al. 2005)

Die Twinkle-Helikase wird durch die gemeinsame Promotorregion mit MrpL43 koreguliert,
und die Uberexpression von Twinkle in transgenen Méusen erhoht die Anzahl der mtDNA-
Molekiile um das Dreifache. Die Twinkle-Helikase ist fiir die Replikation der mtDNA notwen-
dig und steuert so die Anzahl der mtDNA-Kopien in Sdugetierzellen (TYYNISMAA et al. 2004).

6. Umweltfaktoren

Wegen ihrer zentralen Position im Energiemetabolismus der Zelle muss die mitochondriale
Biogenese eine gewisse Empfanglichkeit fiir die Umweltreize aufweisen. Darunter spielen
Kilte, Energierestriktion und physische Aktivitit die wichtigste Rolle. Die Kilte stimuliert

das sympathische Nervensystem und stimuliert iiber cAMP die Genexpression von PGC-1
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und folglich die Transkription von TFAM. Hungern dagegen stimuliert die Genexpression von
PGC-1 durch p38MAPK und AMPK, der phosphoryliert PGC-10. und stimuliert so die mito-
chondriale Biosynthese (LETTIERI BARBATO et al. 2012). So fiihrt bei jungen, nicht iiberge-
wichtigen Menschen die Energierestriktion in der Ernidhrung zu héheren Konzentrationen von
mtDNA. Unter Energierestriktion zeigen menschliche Zellen des zentralen Nervensystems
eine stark geschlechtsspezifische Reaktion. Die Zellen aus dem ménnlichen Organismus rea-
gieren mit wesentlich stirkerem Anstieg von PGC-1, TFAM und NRF1. Das fiihrt zu einem
stirkeren Anstieg von mtDNA als in den Zellen aus dem weiblichen Organismus (SHARMA et
al. 2014). Die physische Aktivitit stimuliert auch die mitochondriale Biogenese, was schon
seit Jahrzehnten aus den Erfahrungen mit dem Ausdauertraining im Sport bekannt ist.

Das Alter ist ein zusétzlicher Faktor, der die mitochondriale Funktion beeinflusst. Die Sto-
rungen in der Replikation und Transkription der mtDNA duflern sich in der verminderten mi-
tochondrialen Funktion und in der reduzierten physiologischen Kapazitit der Zellen. Solche
Verdnderungen werden oft mit Alterungsprozessen, degenerativen Krankheiten, Apoptose und
Krebs assoziiert (WALLACE 1999). Mitochondrien haben eine eigene Dynamik, die durch ver-
schiedene molekulare Mechanismen gesteuert wird. Die Stérungen in dieser Dynamik sind
mit verschiedenen Krankheiten verbunden: Charcot-Marie-Tooth-Typ 2A (ZUCHNER et al.
2004), optische Atrophie von Ganglien in der Retina (ALEXANDER et al. 2000) und Neurode-
generation durch Tauopathien (BUEE et al. 2000). Die mitochondriale Biogenese kann durch
physische Aktivitit stimuliert werden und so zur Verlangsamung der Alterungsprozesse bei-
tragen (BEREITER-HAHN 2014).

7. Schlussbemerkung

Die mitochondriale Biogenese ist von zentraler Bedeutung fiir den Energiemetabolismus der
Zelle. Der komplexe Prozess ist von zahlreichen genetischen als auch von Umweltfaktoren
abhingig. Die Effizienz der mitochondrialen Biogenese hat einen entscheidenden Einfluss auf
das Respirationsvermogen des Organismus und wird durch Alterungsprozesse allmihlich ver-
ringert. Da aber der Prozess auch durch Umweltfaktoren gesteuert wird, kann man mit ent-
sprechender Energierestriktion in der Erndhrung und ausreichender physischer Aktivitit
dagegen steuern.
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Statistische Methoden zur Modellierung
mitochondrialer extrachromosomaler Vererbung
iiber miitterliche Linien in Daten

aus der Milchrinderzucht

Hermann H. SWALVE und Monika WENSCH-DORENDORF (Halle/Saale)

Zusammenfassung

Als modellhafte Vorstellung zur Aufstellung statistischer Modelle kann der Vererbungsgang fiir die mtDNA verein-
fachend als rein maternal angenommen werden. Dies bedeutet, dass sich miitterliche Linien etablieren miissten,
welche weitgehend identische mtDNA aufweisen. Ein Standardmodell in der Tierzuchtwissenschaft ist das gemischte
Tiermodell, welches auBer fixen GroBen zur Systematisierung der Umwelt einen zufilligen additiv-genetischen Effekt
des Einzeltieres enthilt, wobei die auftretenden Kovarianzen durch eine Pedigree-basierte Verwandtschaftsmatrix
beschrieben werden. Fiir Datenmaterialien, welche sich tiber einen angemessenen Zeitraum erstrecken, so dass min-
destens Gromutter-Mutter-Tochter-Ketten gebildet werden konnen, kann eine Kodierung der miitterlichen Linien
erfolgen und dieser Effekt als zusitzlicher zufilliger Effekt in das statistische Modell genommen werden. Ein Ver-
gleich der beiden resultierenden Modelle kann dann z. B. mit einem Likelihood-Quotienten-Test durchgefiihrt wer-
den.

Das eigene Datenmaterial umfasste 29 Betriebe, Testherden in Mecklenburg-Vorpommern, mit 75071 Kiihen
(Milchmerkmale) bzw. 70062 Kiihen (Rastzeit) aus den Kalbejahren 2000 bis 2013. Beide beschriebenen Modelle
wurden fiir die Merkmale Milchmenge, Fettgehalt, Eiweilgehalt, logarithmierte Zellzahl, Fett:Eiwei3-Quotient (FEQ)
und Rastzeit getestet. Signifikante Schitzwerte fiir die Komponente ,,miitterliche Linie* ergaben sich lediglich fiir
den Fettgehalt, eine tendenzielle Signifikanz ergab sich fiir die Zellzahl und den FEQ in der Gréenordnung von 0,6
bis 2,6 % der additiv-genetischen Varianz. Der Einfluss der miitterlichen Linie ist mithin als gering einzustufen. Diese
Schlussfolgerung ist auch in Ubereinstimmung mit einer Reihe publizierter Studien. Problematisch ist jedoch die
Nichtberiicksichtigung weiterer genetischer Effekte, welche bei einer derartig vereinfachenden Betrachtung als Stor-
groBen auftreten konnen. Zukiinftig wird es vermutlich moglich sein, Modelle zu entwickeln, welche sowohl Imprin-
ting als auch Dominanz- und Epistasieffekte und maternal-genetische Effekte neben den maternalen Linien
berticksichtigen konnen. Es ist aber offenbar, dass derartige Modelle sehr hohe Anforderungen an die Datenstruktur
und an den Umfang der Daten stellen werden.

Abstract

‘When setting up statistical models for the analysis of the inheritance of mitochondrial DNA (mtDNA), simplifications
can be made by assuming a strictly maternal inheritance. In essence, this hypothesis means that maternal lines will
exist which share identical mtDNA. In animal genetics, a standard statistical model for the analysis of data includes
afixed part pertaining to environmental effects and a random part denoting an additive genetic effect of the individual
animal. Covariances among animals are accounted for by the numerator relationship matrix. When data is used which
covers an appropriate time span, chains of at least grand-dam-dam-daughter can be identified and coded as maternal
lines which in turn can be added to the above simple model as an additional random effect. The two models, the basic
one, and the augmented one, then can be compared using e.g. a Likelihood-ratio test.

An own data set comprised 29 herds which were contract herds from Mecklenburg-Western Pomerania and included
75,071 cows for dairy production traits and 70,062 cows for the trait days-to-first-insemination (DFI) from calving
years 2000 to 2013. Both general models as described above were applied for the traits milk yield, fat content, protein
content, log cell counts, fat-to-protein ratio and DFI. Maternal lines were significant for fat content only while in ten-
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dency significance thresholds were approached for cell count as well as fat-to-protein ratio with a magnitude of 0.6
to 2.6 % of the additive genetic variance. Hence, the effect of maternal lines seems to be very small. This conclusion
is also in line with a number of studies found in the literature. Neglecting genetic effects which may function as dis-
turbance variables appears to be a problem in simplifying models. In the future, it should be possible to derive models
which simultaneously can account for the effects of imprinting, dominance and epistasis and at the same time consider
maternal genetic effects as well as maternal lines. It is clear that such models will have high requirements with respect
to the structure and size of the data.

1. Einleitung

Die Atmungskette als Spezialfall einer Elektronentransportkette dient der Energiegewinnung
der meisten Lebewesen. Sie findet in den Mitochondrien statt. Ebenfalls in den Mitochondrien
findet sich als ,,Uberbleibsel der Evolution die mitochondriale DNA (mtDNA), bei hoheren
Lebewesen als doppelstringige Ringform. HUTCHISON et al. konnten 1974 nachweisen, dass
neben der chromosomalen (Kern-) DNA auch DNA-Molekiile in den Mitochondrien des Cy-
toplasmas (mtDNA) existieren und dass auch bei Sdugetieren eine zumindest iiberwiegend
maternale Vererbung der Gene der mtDNA stattfindet. Auch wenn es heutiger Stand der Wis-
senschaft ist, dass die in Mitochondrien vorkommenden Proteine weit iiberwiegend von der
Kern-DNA kodiert werden, so nehmen doch auch die wenigen, von der mtDNA kodierten
Proteine an mitochondrialen Prozessen teil (CASTRO et al. 1998). Die Vererbung der mtDNA
erfolgt nahezu ausschlielich durch die Weitergabe von der Mutter auf die Nachkommen, da
sich die mtDNA der Mitochondrien der Spermien im Mittelteil und im Spermienschwanz be-
finden und mithin bei der Befruchtung nicht in die Oozyte eindringen. In der klassischen Sicht-
weise der Bedeutung der mtDNA wird beim Séugetier von folgenden Hypothesen
ausgegangen:

— Die mtDNA zeigt eine hohe Mutationsrate.
— Die Weitergabe der mtDNA erfolgt fast ausschlieBlich maternal.
— Es findet keine Rekombination statt.

Neuere Erkenntnisse (vgl. WHITE et al. 2008) zeigen jedoch, dass auch die nachstehend auf-
gefiihrten Hypothesen gelten:

— Paternale Weitergabe der mtDNA ist zwar selten, wird aber immer wieder nachgewiesen.
— Die Replikation der mtDNA unterliegt Bottleneck-Effekten.

— Heteroplasmie ist moglich.

— Auch Rekombination ist moglich (ROkAS et al. 2003).

Beim Rind wurde die Heteroplasmie der in einer Zelle vorkommenden mtDNA nachgewie-
sen (STEINBORN et al. 2000). Diese kann auf wenige Molekiile von mtDNA zuriickgefiihrt
werden, die bei der Fertilisation doch paternal iibertragen wurden bzw. kann bereits beim
weiblichen Individuum vorgelegen haben. Heteroplasmie ist fiir die mtDNA auch bei Indi-
viduen innerhalb von kiinstlich erzeugten Klonen nachgewiesen worden. Aufgrund der Tat-
sache, dass die klassische Sichtweise zwar sehr vereinfachend ist, die als neue Hypothesen
aufgefiihrten Erkenntnisse beziiglich Heteroplasmie, paternaler Weitergabe und Rekombi-
nation jedoch Spezialfille darstellen, wurde und wird in der Evolutionsbiologie hiufig le-
diglich das klassische Modell genutzt: Aufgrund der hohen Mutationsrate und der (fast
ausschlieBlichen) paternalen Weitergabe eignen sich vergleichende Studien an Proben von
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mtDNA dazu, evolutionédre Vorgénge abzukldren und damit auch taxonomische Einordnun-
gen abzuleiten.

In der Tierzuchtpraxis kommt immer wieder die Diskussion auf, ob nicht die maternale
Linie eines Tieres Effekte auf den Phinotyp zeigt, ja mitunter wird in derlei Diskussionen
sogar der maternalen Linie mehr Bedeutung zugemessen als den klassisch berechneten Zucht-
werten, welche ja den rein additiv-genetischen Wert eines Tieres bezeichnen. Die Tierzucht-
wissenschaft wurde und wird hier also gefordert, um solche Hypothesen entweder zu erhérten
oder abzulehnen. Gemil der bereits eingangs gemachten Feststellung, dass zwar die {iberwie-
gende Zahl der in den Mitochondrien vorhandenen Proteine von der Kern-DNA kodiert wer-
den, diejenigen Proteine, welche auf die mtDNA zuriickgehen, jedoch auch eine Rolle spielen,
sollte es moglich sein, die Bedeutung der mtDNA auch auf genetisch-statistischem Weg, ge-
gebenenfalls verbunden mit molekularen Daten beziiglich von Polymorphismen der mtDNA,
zu untersuchen. Beispiele frither Studien sind die Untersuchungen von DzApo et al. (1983)
bzw. DzApPO und WASSMUTH (1983, 1984) beim Schwein, von SCHULER et al. (1991) bei der
Labormaus und von TEsS et al. (1987) beim Fleischrind.

2. Statistische Modellierung von mtDNA-Effekten

Ausgangspunkt der Modellierung ist zunédchst das klassische Modell der Populationsgenetik
mit P = G + U, also der Determinierung des Phédnotyps (P) aus Effekten des Genotyps (G)
und aus Effekten der Umwelt (U). Nicht-additiv-genetische Effekte werden vernachlissigt,
die Effekte von Dominanz und Epistasie also nicht beriicksichtigt. Nachfolgend erfolgt eine
Erweiterung des Grundmodells um weitere zufillige Effekte, namentlich um maternal-gene-
tische Effekte und um Effekte maternaler Linien (Hypothese: Weitergabe der mtDNA erfolgt
ausschlieflich maternal).

Zusammenfassend lassen sich folgende Modelle in einfacher skalarer Schreibweise dar-
stellen, wobei Subindices vernachlédssigt werden (vgl. SOUTHWOOD et al. 1989):

Modell [1] y=FE+a+e
Modell [2] y=FE+a+m+e
Modell [3] y=FE+a+ml+e
Modell [4] y=FE+a+pe+e
Modell [S] y=FE+a+ sire +e¢

Mit y wird dabei der beobachtbare/gemessene Phinotypwert bezeichnet, FE steht fiir die
Beriicksichtigung systematisierbarer Umwelteinfliisse als fixe Effekte, und alle weiteren auf-
gefiihrten Effekte werden als zufillig angenommen. Der Zuchtwert eines Tieres (additiv-ge-
netischer Tiereffekt) wird mit a bezeichnet, und m ist der maternal-genetische Effekt.
Maternal-genetische Effekte sind zunéchst lediglich additiv-genetische Tiereffekte, deren
Wirkung aber beim Nachkommen deutlich wird (intrauterine Umwelt, Milchleistung der Mut-
ter bei sdugenden Nutztieren). Der Effekt der miitterlichen Linie ist ml, der Effekt der per-
manenten Umwelt der Mutter wird mit pe bezeichnet. Der ml-Effekt stellt die Effekte der
mtDNA dar, wihrend pe zwar Umwelteffekte bezeichnet, die aber mit jeder Mutter tierindi-
viduell assoziiert sind. SchlieBlich ist auch Modell [5] denkbar, wobei der Effekt sire Vater-
effekte bezeichnet, welche nicht mit dem Tiereffekt a korreliert sind. Der Restfehler wird
jeweils mit e bezeichnet. Theoretisch lassen sich alle fiinf Modelle auch kombinieren, die
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Zahl der zu schitzenden Effekte ist dann jedoch sehr grof3, und es werden sehr hohe Anfor-
derungen an die genetische Struktur des Datenmaterials gestellt. Beispielsweise erfordert
schon Modell [2], dass ein Grofteil der im zu verwendenden Datenmaterial enthaltenen Tiere
selbst als Tier mit Phidnotypwert, aber auch als Mutter vorkommt. Modell [3] erfordert, dass
auch tatsidchlich moglichst langkettige miitterliche Linien mit relativ vielen Mitgliedern iden-
tifiziert werden konnen.

Eine weitere Storgrofie bei der Schitzung der obigen Effekte sind Imprinting-Effekte, wie
sie beim Nutztier bereits mehrfach beschrieben wurden (z. B. GEORGES et al. 2003, BORNER
und REINSCH 2009, NEUGEBAUER et al. 2010). NEUGEBAUER et al. (2010) verwendeten zur
Schitzung der Imprinting-Effekte ein Modell, welches den additiv-genetischen Effekt eines
Tieres aufteilt in einen Teil, welcher vom Vater, und einen Teil, welcher von der Mutter wei-
tergegeben wurde:

(Imprinting-Modell) y=FE + sire + dam + e

Wobei sire und dam die Effekte von Vater und Mutter bezeichnet. Bislang gibt es aufgrund
von Problemen bei der Durchfiihrung der Schitzung an einem geeigneten Tiermaterial keine
Studie, welche alle in den Modellen [1] bis [5] enthaltenen Effekte mit dem Imprinting-Modell
kombiniert.

3. Ergebnisse zur Bedeutung der mtDNA beim Milchrind

In einer Studie an nordamerikanischen Holsteins konnten SCHUTZ et al. (1992) die Bedeutung
der maternalen Linie fiir Phinotypwerte der Milchleistung (Milchmenge, Fettmenge, Fett-
gehalt) in einem Modell, bei dem die Linie als fix aufgefasst wurde, nachweisen. Bei der
Modellierung nach einem Modell analog zu Modell [3] verblieben lediglich signifikante Ein-
fliisse fiir den Fettgehalt und den korrelierten Energiegehalt der Milch. In zwei weiteren Stu-
dien derselben Arbeitsgruppe (SCHUTZ et al. 1993, 1994) konnten auch direkte Assoziationen
von Polymorphismen auf der mtDNA mit Merkmalen wie dem Fettgehalt sowie mit der
Milchmenge und dem Uberleben zur 2. Laktation abgesichert werden. Mit Ausnahme des Ef-
fektes auf Milch- und Fettmenge in der Studie von SCHUTZ et al. (1994) waren die gefundenen
Effekte jedoch sehr klein. BOETTCHER et al. (1996) konnten keine Assoziation bei den von
ihnen genutzten Polymorphismen des D-Loop der mtDNA mit Merkmalen der Milchleistung
finden. Dieses Ergebnis steht in volligem Einklang mit der Studie von RoN et al. (1993), die
ebenfalls Polymorphismen im D-Loop untersucht hatten. SCHUTZ et al. (1992) untersuchten
auch die Bedeutung maternal-genetischer Effekte (Modell [2]), welche aber nicht signifikant
waren.

In einer neueren Studie von BERRY et al. (2008) wurden die Modelle [1] bis [4] kombiniert.
Fiir den maternal-genetischen Effekt konnten kleinere Effekte fiir die Merkmale Milchmenge
und Uberleben abgesichert werden, fiir die maternale Linie war lediglich ein Effekt fiir die
somatische Zellzahl in der 2. Laktation beobachtbar.

In einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe (ONKEN 1993, ONKEN und SWALVE 1993) wurde
versucht, ein besonders weit zuriickreichendes Material beziiglich der verwendeten Pedigree-
Information zu verwenden. Es fand sich ein Datenmaterial von 6 ostfriesischen Zuchtbetrieben,
wobei die Kuhleistungen bis in das Jahr 1968/69 und die Abstammungen teils bis 1897 zu-
riickverfolgt werden konnten. Eine Beschreibung des Materials findet sich in Tabelle 1.
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Tab. 1 Beschreibung des Datenmaterials in der Studie von ONKEN (1993)

Anzahl Kiihe Leistungsdaten Abstammungen
Betrieb Total =270 MTG Mit Eiweif3 Anzahl Ahnen Range Range
1 394 365 283 989 1969-1991 1897-1989
2 322 296 232 876 1969-1991 1897-1989
3 333 280 240 522 1968-1991 1938-1989
4 596 538 419 719 1969-1991 1957-1989
5 425 376 285 418 1969-1991 1949-1989
6 288 266 209 450 1968-1991 1956-1989

In einem realen Datenmaterial stellt sich die Zuordnung der einzelnen Individuen zu mater-
nalen Linien relativ problematisch dar. Es verbleiben immer einzelne Kiihe ohne weitere Li-
nienmitglieder (Single-Kiihe), und auch die Grofle der maternalen Linien ist stark streuend.
Dies stellt Tabelle 2 dar. Sie zeigt aber auch, dass ein betrdchtlicher Teil der maternalen Linien
jeweils iiber den gesamten Beobachtungszeitraum gefunden werden konnte, d. h. Mitglieder
aufwies. Die Ergebnisse der Varianzkomponentenschitzung nach Modell [3] mithilfe des
REML-Verfahrens sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Linienvarianz als Anteil an der gesamten
phénotypischen Varianz wird dabei als /2 bezeichnet. Die Signifikanz des Linieneffektes wurde
als Likelihood-Quotienten-Test aus dem Vergleich von dem gleichfalls verwendeten Modell
[1] gegen das Modell [3] getestet. Lediglich fiir Betrieb 4 ergibt sich ein signifikanter Einfluss
der maternalen Linie fiir die Milchmenge. Wie aus den Tabellen 1 und 2 ersichtlich, war Be-
trieb 4 der grofite im Datenmaterial enthaltene Betrieb, welcher auch ein vergleichsweise giins-
tiges Verhiltnis von permanent vorhandenen Linien zu allen maternalen Linien aufwies,
allerdings lediglich iiber einen Zeitraum von 22 Jahren (Leistungsdaten) zuriickverfolgt wer-
den konnte.

Tab. 2 Ubersicht iiber die gefundenen maternalen Linien in der Studie von ONKEN (1993)

Anzahl Liniengrofe
Betrieb Kiihe Linien
single tot./perm.
1 12 9/8 2-81
2 22 7/6 3-100
3 9 10/8 2-60
4 54 45/15 2-154
5 2 18/12 2-110
6 4 13/10 2-82
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Tab. 3 Ergebnisse zur Schitzung des Anteils der Linienvarianz an der Gesamtvarianz (/2) in der Studie von ONKEN
(1993)

Milchmenge Fettgehalt Fettmenge Eiweiligehalt ~ Eiweilmenge

Betrieb 2 SE 2 SE 2 SE 2 SE 2 SE

1 02 09 00 - 00 - 00 - 04 07

2 00 - 00 - 00 - 00 - 00 -

3 01 ,10 01 09 00 - 00 - 01 08

4 07* 06 02 07 00 - 01 08 02 ,10

5 07 06 02 07 04 07 05 05 06 07

6 01 07 00 - 03 04 02 09 00 ,10

* = signifikant nach LRT mit p <0,05
— = SE nicht sinnvoll bzw. nicht ableitbar

Aus der Studie von ONKEN (1993) ist schlussfolgernd festzuhalten, dass insgesamt das Da-
tenmaterial im Umfang nicht ausreichend war. Hierauf deuten die hohen Standardfehler hin.
Neben der Zahl der beriicksichtigten Individuen insgesamt erscheint auch die Zahl der Mit-
glieder der Linien von Bedeutung fiir die Schitzbarkeit der zu untersuchenden Effekte.

4. Eigene Arbeiten an Daten aus Testherden in Mecklenburg-Vorpommern

4.1 Material und Methoden

Die Arbeitsgruppe Tierzucht des Instituts fiir Agrar- und Erndhrungswissenschaften betreut
das Testherdenprojekt des dortigen Rinderzuchtverbandes (seit 2014 unter dem Namen Rin-
derAllianz) wissenschaftlich und hat damit stdndigen Zugriff auf alle anfallenden Daten. Das
Testherdenprogramm wurde urspriinglich zur Nachkommenpriifung von Bullen in grolen Her-
den (ca. 30 Herden mit > 800 Kiihen je Herde) begriindet und dient heute der Erfassung von
speziellen Phinotypdaten, insbesondere fiir genomisch ausgerichtete Projekte. Sogenannte
Standarddaten, wie Milchleistungen und Reproduktionsgeschehen, liegen fiir jede Kuh immer
vor. Das Material eignet sich fiir genetisch-statistische Auswertungen besonders gut, da die
verwendeten Viter zur Hiélfte nach Versuchsplidnen eingesetzt werden. Das hat zur Folge, dass
eine besonders gute Kreuzklassifikation von Bullen x Herden existiert. Aus dem vorliegenden
Material wurde stellvertretend fiir Produktionsmerkmale die Milchmenge, der Fett- und Ei-
weillgehalt sowie die Zellzahl des jeweils 3. Kontrolltags in der 1. Laktation sowie stellver-
tretend fiir Merkmale des Reproduktionsgeschehens die Rastzeit (Zeit von der 1. Kalbung bis
zur 1. Besamung wihrend der 1. Laktation) extrahiert. Aus den Merkmalen Fett- und Eiweil3-
gehalt wurde weiter der Fett-Eiweil-Quotient durch einfache Division berechnet, die Zellzahl
wurde wie international iiblich logarithmisch transformiert. Das Datenmaterial umfasste 29
Betriebe mit 75071 Kiihen (Milchmerkmale) bzw. 70062 Kiihen (Rastzeit) aus den Kalbe-
jahren 2000 bis 2013. Als wichtigster Umwelteffekt lieBen sich 4782 Herdentesttage (HTD,
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Kontrolltage) identifizieren. Der Abstand des jeweiligen 3. Kontrolltages von der Kalbung
wurde mithilfe des bekannten Modells nach ALI und SCHAEFFER (1987) beriicksichtigt. Zur
Definition der maternalen Linie wurden folgende Regeln verwendet:

(a) Alle Kiihe mit unbekannter Mutter bekommen ihre Tiernummer als Mutterlinieneffekt und
bilden damit die Menge ML1.

(b) Alle Kiihe mit Miittern aus ML1 erhalten denselben Mutterlinieneffekt wie ihre Mutter
und werden in ML1 aufgenommen.

(c) Wiederhole (b) so lange, bis alle Kiihe einer Mutterlinie zugeordnet sind.

Insgesamt konnten 6652 Mutterlinien (Mittel also ca. 11 Kiihe je Linie) mit mindestens 5 Phi-
notypen identifiziert werden.

Die Schitzmethode war das REML-Verfahren mit der Anwendung eines fixen Testtags-
Tiermodells. Gemal der im Abschnitt 2. gegebenen Definition wurde das Modell [3] gegen
das Modell [1] gepriift, zum einfachen Modell wurde also fiir Modell [3] jeweils ein zufélliger
Effekt der maternalen Linie ergénzt. In vereinfachter, skalarer Schreibweise ergaben sich damit
fiir die beiden Merkmalskomplexe die beiden folgenden, das allgemeine Modell [3] reprisen-
tierenden Modelle:

Modell [I] y=u+ HTD + EKA + KJ + AS(dim) + tier + ml + e (Milchmerkmale)
Modell [II] y=u+ H + EKA + KJ + tier + ml + e (Rastzeit)

Dabei (fixe Effekte in Grobuchstaben, zufillige Effekte in Kleinbuchstaben) bezeichnet
HTD den Herdenkontrolltagseffekt, EKA das Erstkalbealter (in Klassen), KJ das Kalbejahr,
AS(dim) die Berticksichtigung der Ali-Schaeffer-Funktion in Abhingigkeit von den Tagen in
Milch, tier den additiv-genetischen Tiereffekt (Zuchtwert), ml die maternale Linie, e den
Restfehler und H den Herdeneffekt. Fiir den Tiereffekt wurde die vollstindige additiv-gene-
tische Verwandtschaftsmatrix aufgestellt, der zuféllige Effekt der maternalen Linie wies keine
Korrelation mit dem Tiereffekt auf. Im Sinne von Abschnitt 2. sind beide Modelle damit Mo-
dell [3] zuzuordnen, Modell [1] ergibt sich einfach unter Weglassung des ml-Effektes; beide
Modelle wurden auch im Sinne von Modell [1] angewendet. Modell [3] erweitert das Modell
[1] genau um einen zufilligen Effekt, und damit ist ein Likelihood-Quotienten-Test (y°-Ver-
teilung, 1 FG) zum Vergleich der Modelle bzw. zum Testen der Signifikanz des ml-Effektes
moglich.

Fiir die Schitzwerte der Heritabilitdt (h2) und des Anteils der maternalen Linienvarianz
(I?) ergeben sich damit die Quotienten:

- =0,/ + %)
- P=03%,/ (P + Oy + 5%)

4.2 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Varianzkomponentenschitzung zeigt Tabelle 4. Einzig fiir das Merkmal
Fettgehalt ergibt sich eine Signifikanz an der Grenze von 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit. Das
Verhiltnis der Varianz der maternalen Linie zur additiv-genetischen Varianz betrégt fiir den
Fettgehalt 0,9 %. Fiir die beiden Merkmale log-Zellzahl und Fett-Eiwei3-Quotient, fiir die sich
keine Signifikanz der maternalen Linie ergibt, sind diese Relativzahlen allerdings mit 2,6 %
und 1,3 % deutlich groBer.
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Tab. 4 Ergebnisse der Varianzkomponentenschétzung nach den allgemeinen Modellen [1] und [3] am Material von
Kiihen aus Testherden in Mecklenburg-Vorpommern

Merkmal h? h? 2 LRT-Wert p-value
Modell Allgemeines Allgemeines Allgemeines
Modell [1] Modell [3] Modell [3]

Milchmenge (kg/Tag) I 0,345 0,340 0,0018 0,92 0,3374
Fettgehalt (%) I 0,423 0,415 0,0036 3,78 0,0519
EiweiBgehalt (%) I 0,547 0,547 0 0 1
Log(Zellzahl) I 0,088 0,085 0,0020 1,78 0,1821
Fett-EiweiB-Quotient I 0,274 0,267 0,0031 2,84 0,0919
Rastzeit II 0,093 0,093 0 0 1

* — Schitzwert fiir maternale Linienvarianz = 0,0000

Mithilfe der Methoden der statistischen Modellierung konnte somit lediglich ein schwacher
Effekt der maternalen Linie fiir den Fettgehalt nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe FREEMAN (SCHUTZ et al. 1992, 1993). Eine Ursache
konnte darin liegen, dass von den insgesamt 6652 Mutterlinien lediglich 278 tiber den kom-
pletten Zeitraum Mitglieder im Datenmaterial aufwiesen und ca. 20 % liber einen Zeitraum
von 10 Jahren vertreten waren.

5. Diskussion und Schlussfolgerungen

Die Schitzung der Bedeutung maternaler Linien im Sinne der statistischen Beschreibung von
Effekten der mtDNA erbringt in der Literatur und auch in den eigenen Studien durchweg un-
einheitliche und nur schwach bedeutsame Effekte. Am ehesten erscheint beim Milchrind das
Merkmal Fettgehalt von der mtDNA beeinflusst zu sein. Die Schitzung des Einflusses der
mtDNA ist mit grolen Problemen behaftet, da epistatische Einfliisse und Dominanzeffekte
zunichst negiert werden miissen. Gleiches gilt fiir Imprinting-Effekte, welche mit dem von
NEUGEBAUER et al. (2010) vorgeschlagenem Modell modelliert werden konnen. Zukiinftig
wird es vermutlich mdéglich sein, Modelle zu entwickeln, welche sowohl Imprinting als auch
Dominanz- und Epistasieffekte und maternal-genetische Effekte neben den maternalen Linien
beriicksichtigen konnen. Es ist aber offenbar, dass derartige Modelle sehr hohe Anforderungen
an die Datenstruktur und an den Umfang der Daten stellen werden.
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Die Frage ,,Wie wurde ich zu der Person, die ich bin?* betrifft jeden ganz unmittelbar.
Der Band zeigt die Bedingungen, Prozesse und Einflussfaktoren auf, die uns in der In-
teraktion mit unserer Umwelt zu einzigartigen Individuen werden lassen. Er behandelt
unser gegenwértiges Wissen iiber die natiirlichen und kulturellen Wurzeln menschlicher
Individualitédt aus verschiedenen Perspektiven, die von der Humangenetik und Neuro-
biologie iiber die Psychologie und die Verhaltens- bzw. Kognitionswissenschaften bis
hin zu Philosophie, Wissenschaftsgeschichte und Ethik reichen. In der Sicht der klassi-
schen Bio- und Gesellschaftswissenschaften determiniert die im Genom des Menschen
gespeicherte Information im Laufe der friithen Ontogenese den Aufbau des Gehirns, das
so entstandene Gehirn schafft den Geist, und durch die Interaktion von Individuen ent-
stehen gesellschaftliche Strukturen. Diese lineare Kausalititskette ist aber nach unseren
heutigen Erkenntnissen keineswegs vollstandig. Gesellschaftliche Strukturen wirken auf
das Denken von Individuen zuriick, sodass sich Geist und Gesellschaft reziprok beein-
flussen. Unser Denken beeinflusst auch unser Gehirn. Neuronale Prozesse wirken auf
die Aktivitidtsmuster des Genoms zuriick. Genom und Gesellschaft interagieren. Geist
und Genom stehen ebenfalls in einem Wechselspiel. Der Komplexitit dieses Netzwerks
aus Geist — Gehirn — Genom — Gesellschaft spiirt der Band in vielen Facetten auf aktu-
ellem Wissensstand nach.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Zebuines Kerngenom und taurine Mitochondrien:
Admixtur von Nelore, der grofiten brasilianischen
Rinderrasse
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Zusammenfassung

Die Rinderwirtschaft ist ein bedeutender Erwerbszweig in Brasilien, und das Land ist aktuell der weltweit drittgrofite
Exporteur von Rindfleisch. Mitte der 1950er bis Mitte der 1960er Jahre wurden Tausende von Zebus aus Indien im-
portiert und die Fleischrasse Nelore (auch Nellore genannt) etabliert. Die Studie analysiert mit Methoden der Clus-
ter-Analyse, implementiert in der Software ,,Admixture*, wie hoch der Anteil von indicinem und taurinem Erbgut in
der aktuellen Nelore-Population ist. Als taurine Referenz werden die Rassen Angus, Fleckvieh, Hereford, Holstein
Friesian, Limousin und Piedmontese verwendet, indicine Referenz sind ancestrale Nelore- und Gir-Tiere sowie die
Rasse Brahman.

Abstract

The beef industry is a major employment industry in Brazil and the country is currently the world’s third largest ex-
porter of beef. From the mid-1950s to the mid-1960s, thousands of zebus were imported from India, establishing the
meat breed Nelore (or Nellore). This study uses cluster analysis methods, implemented by the “Admixture” software,
to analyze the proportion of indicine and taurine genetic material in the current Nelore population. Angus, Fleckvieh,
Hereford, Holstein Friesian, Limousin and Piedmontese cattle breeds are used as taurine references. Ancestral Nelore
and Gir animals and the Brahman cattle breed serve as the indicine references.

1. Einleitung

Die Rinderwirtschaft ist ein bedeutender Erwerbszweig in Brasilien, und das Land ist aktuell
der weltweit drittgroBBte Exporteur von Rindfleisch, nach Indien und Australien. Rinder kamen
mit der Kolonialisierung vor rund 400 Jahren aus dem Siiden Europas nach Brasilien. Die
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europdischen Typen von Rindern, welche der Subspezies Bos taurus taurus angehoren, sind
nicht angepasst an das in groB3en Teilen Brasiliens vorherrschende tropische Klima. Seit dem
spiten 19. Jahrhundert liefen Versuche, Zebu-Rinder der Subspezies Bos taurus indicus aus
Indien zu importieren. Mitte der 1950er bis Mitte der 1960er Jahre wurden Tausende von
Zebus aus Indien importiert und die Fleischrasse Nelore (auch Nellore genannt) sowie die
Milchrasse Gir (auch Gyr genannt) etabliert. Uber 80 % der brasilianischen Rinderpopulation
haben einen hohen Anteil an Zebu-Genen, aktuell gibt es mehr als 100 Millionen Nelore-
Rinder.

Mehrere Nelore-Zuchtprogramme etablieren aktuell die genomische Selektion als Zucht-
methode und genotypisieren dafiir grole Zahlen von Tieren mit dem Bovinen High-density-
SNP-Chip (BovineHD Genotyping BeadChip, Illumina), welcher Information fiir 777000
genetische Marker pro Tier liefert. In der vorliegenden Studie untersuchen wir mit Methoden
der Cluster-Analyse, implementiert in der Software ,,Admixture*, wie hoch der Anteil von in-
dicinem und taurinem Erbgut in der aktuellen Nelore-Population ist. Als taurine Referenz wer-
den die Rassen Angus, Fleckvieh, Hereford, Holstein Friesian, Limousin und Piedmontese
verwendet, indicine Referenz sind ancestrale Nelore- und Gir-Tiere sowie die Rasse Brah-
man.

2. Material und Methoden

2.1 Beschreibung der Rasse Nelore

Nelore stammt von der indischen Rasse Ongole ab und hat ihren Namen nach der Provinz
Nellore im Bundesstaat Andhra Pradesh, von der aus die ersten Exporte nach Brasilien
stattfanden. Rund 7000 Tiere wurden insgesamt importiert (Vozzi et al. 2007), die Aus-
breitung der Rasse erfolgte durch Verdringungskreuzung mit lokalen taurinen Creole-Rin-
dern. Der Name der Rasse wurde erstmals 1868 erwihnt; ein Herdebuch und die dazu
gehorigen Regelungen zur Zucht wurden 1838 etabliert (FLECHA 1997, ACNB 2006, DANI
et al. 2008).

Nelore-Rinder haben wie alle anderen Zebus einen Schulterhdcker, haben lange Beine und
fiir Zebus sehr kurze und stehende Ohren. Die Haut ist sehr dunkel, meist schwarz, das Fell
ist einheitlich sehr hell (weill oder hellgrau), und die Ohren sind zebu-untypisch klein und
aufrecht. Die Rasse ist robust, hitzeresistent und viel weniger anfillig gegeniiber durch Zecken
iibertragenen Parasiten. Diese Eigenschaften sowie rasches Wachstum in der Jugend und ein
guter Mutterinstinkt haben Nelore zur mit Abstand am weitesten verbreiteten Rinderrasse Bra-
siliens werden lassen (FLECHA 1997).

Aktuell gibt es zwei konkurrierende Zuchtsysteme: Die Pedigree-Ziichter legen grofiten
Wert auf rein indische Abstammung, dokumentiert durch den Pedigree; die Produktionsziichter
legen Wert auf sehr gute Fleischleistung und sind weniger streng beziiglich der indischen Ab-
stammung.

2.2 Genotyp-Daten

Extrahierte DNA wurde mit dem Illumina BovineHD Genotyping BeadChip (Illumina, 2012)
mit insgesamt 777962 (777k) Single-Nucleotide-Polymorphismus-Markern (SNPs) getestet.
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Dieser Chip beinhaltet SNPs aller 30 bovinen Chromosomenpaare sowie auch 314 Marker
der mitochondrialen (mt) DNA.

Das ZGC (Zebu Genomic Consortium) aus Brasilien und das Bovine HapMap Project des
USDA (United States Department of Agriculture) stellten die Genotypen-Daten von 706 Tieren
zur Verfiigung. Die Rasse Nelore wurde in drei Gruppen unterteilt: ancestrale Nelore (ANL,
21 Tiere), von Importen aus Indien, und zwei Gruppen von ,,jungen® Nelore, Predigree-Typ
(YNLped, 148) und Produktions-Typ (YNLProd, 304).

Als taurine Referenzpopulationen wurden Angus (ANG, 30), Fleckvieh (FLV, 20), Here-
ford (HFD, 27), Holstein (HOL, 30), Limousin (LIM, 30) und Piedmontese (PMT, 24) heran-
gezogen, weitere indicine Referenzpopulationen neben ancestraler Nelore waren Gir (GIR,
30) und Brahman (BRA, 30). Von der Rasse Brahman ist bekannt, dass es bei ihrer Entwick-
lung in den USA einen nicht unwesentlichen Beitrag tauriner Herkunft gab.

Nach Genotyp-Qualitédtskontrolle mit Plink 1,07 (PURCELL et al. 2007) verblieben 704 Tiere
mit 706017 autosomalen SNPs, 693 Tiere mit 98 Y-chromosomalen SNPs und 703 Tiere mit
27 mitochondrialen SNPs zur Analyse. Eine detaillierte Beschreibung der Schritte der Quali-
titskontrolle findet sich bei HOLLER (2013). Der grofite Teil der 314 mitochondrialen SNPs
am Chip waren monomorph fiir den gesamten Datensatz.

2.3 Genetische Analysen

Die autosomalen SNPs wurden einer Admixtur-Analyse mit der Software Admixture 2.1
(ALEXANDER et al. 2009) unterzogen. Die Software verwendet das bei dieser Art von Analysen
hiufig angewandte Hidden-Markov-Modell (HMM) der Cluster-Analyse. Die vorzugebende
Anzahl der ancestralen Populationen wurde von 2 bis 9 variiert, der Anteil jeder ancestralen
Population im Genom jedes Individuums wird mit dem HMM-Algorithmus ermittelt. Ad-
mixtur-Graphen geben Auskunft iiber die anteilige Zugehorigkeit jedes Individuums zu einer
oder mehreren ancestralen Populationen. Fiir mitochondiriale und Y-chromosomale SNPs
wurden Haplotypen-Analysen mit der Software fastPHASE v1.2 (SCHEET et al. 2006) durch-
gefiihrt. Hier wurde nach in der jeweiligen Rasse bzw. Subspezies dominanten Haplotypen
gesucht.

3. Ergebnisse

3.1 Autosomales Genom

Die Analyse der Admixtur des Autosoms mit zwei ancestralen Populationen zeigt eine sehr
klare Trennung von taurinen und indicinen Populationen (Abb. 1). Die aktuellen Nelore-Po-
pulationen (Produktions- und Pedigree-Typen) sind fast ausschlieBlich indicin, der durch-
schnittliche Anteil an taurinem Erbgut ist deutlich unter 1%. Brahman-Tiere zeigen einen
deutlich hoheren Anteil an taurinem Erbgut (13 %), und auch Gir-Tiere sind aufgrund der vor-
liegenden Analyse weniger rein indicin als Nelore (4 % taurin).
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Abb. 1 Genomweite Admixtur bei zwei ancestralen Populationen. Rassen: Angus (ANG), Fleckvieh (FLV), Hereford
(HFD), Holstein (HOL), Limousin (LMS) und Piedmontese (PMT), aktuelle Nelore Produktionstyp (YNLpro) und
Pedigree-Typ (YNLped), ancestrale Nelore (ANL), Brahman (BRA), Gir (GIR). Rote Farbe indiziert taurine, blaue
Farbe indicine Abstammung.

Bei Vorgabe von 9 ancestralen Populationen (Abb. 2) ergibt sich kein klares Bild. Fleckvieh,
Limousin und Piedmontese erscheinen in einem Cluster, Brahman und Gir in einem anderen.
Die Tiere der Rasse Nelore werden nicht eindeutig zugeordnet, sondern zeigen 4 Abstammun-
gen, die allerdings privat fiir die Rasse sind.
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Abb. 2 Genomweite Admixtur bei neun ancestralen Populationen. Fiir Erkldrung der Abkiirzungen siehe Abb. 1.
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3.2 Y-chromosomale und mitochondriale Genome

Die Admixtur-Analyse des Y-chromosomalen Genoms zeigt eine klare Zuordnung der aktu-
ellen Nelore-Population zum indicinen Typ. Die Auswertung des mitchondrialen Genoms zeigt
keine klare Trennung (fiir Details zu beiden Analysen sieche HOLLER 2013). Eine Haplotypen-
Analyse, wie sie iiblicherweise fiir Marker dieser beiden Genome vorgenommen wird, zeigt
fiir die auf 9 polymorphen SNPs basierenden Y-chromosomalen Haplotypen keine klare Tren-
nung von taurinen und indicinen Typen (Tab. 1). Es zeigt sich ein dominanter Haplotyp, der
bei Nelore zu 100 % vorkommt, aber auch bei Holstein monomorph und bei den iibrigen tau-
rinen Rassen dominant ist. Lediglich Fleckvieh und Piedmontese zeigen private Haplotyen in
nennenswerter Frequenz.

Tab. 1 Frequenzen Y-chromosomaler Haplotypen. Die Hintergrundfarbe zeigt die hochste und zweithochste (wenn
> 0,10) Frequenz eines Haplotyps innerhalb einer Rasse in gelb bzw blau. Haplotypen, die fiir eine Rasse privat sind,
werden in orange angezeigt.

Rassen

Hap-ID ANG FLV HFD HOL LMS PMT ANL BRA GIR YNLpro YNLped

1 0,964 0,600 0,852 1,000 0,933 0417 1000 0,864 0,897 1,000 1,000

0,148 0,067 IS8 0,136 0,103

2
3
4 0,250
5

Die Haplotypenanalyse der 27 mitochondrialen SNPs (Tab. 2) zeigt mit insgesamt 15 Haplo-
typen eine grof3ere Variabilitdt. Zehn dieser Haplotypen sind allerdings privat fiir eine Rasse
und kommen bis auf eine Ausnahme in jeweils einer Kopie vor. Der dominante Haplotyp
hat eine Frequenz von > 50 % in allen Rassen, der zweithdufigste Haplotyp kommt ausschlief3-
lich in indicinen Rassen vor. Bei der sicher unverfilschten Stichprobe der ancestralen Nelore
betrdgt die Frequenz 40,3 %, bei aktuellen Nelore lediglich 1,3 % (Nelore-Produktion) bzw.
8,5 % (Nelore-Pedigree). Die im Vergleich zu ancestralen Nelore deutlich niedrigere Frequenz
dieses Haplotyps deutet auf taurine Mutterlinien hin.
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Tab. 2 Frequenzen mitochondrialer Haplotypen. Die Hintergrundfarbe zeigt die hochste und zweithochste (wenn
> 0,10) Frequenz eines Haplotyps innerhalb einer Rasse in gelb bzw blau. Haplotypen, die fiir eine Rasse privat sind,
werden in orange angezeigt.

Rassen
Hap-ID ANG FLV HFD HOL LMS PMT ANL BRA GIR YNLpro YNLped
1 0833 0833 0962 0899 0900 1000 0545 0632 0793 0982 0911
2 0,038 0,033 [oEGE oW BE6A 0013 0085
30033 0,033 0,033 0,033 0,101
4 0,033 0,033
50,067
6 0,067
7 0,033
8 0,033
9 0,033
10 0,033
11 0,033
12 0,047
13 0,033
14 0,033
15 0,033

4. Diskussion und Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse zeigen, dass das autosomale Genom der Chromosomen 1-29 der aktuellen
Nelore-Population zu mehr als 99 % indicines Erbgut enthélt. Die Variation ist gering, der
grofBte Anteil an taurinem Erbgut in einem Einzeltier betrdgt rund 5 %. Dies ist mit einer kon-
sequenten Verdringungskreuzung mit Einsatz rein indiciner Vatertiere gut vereinbar. Die Ana-
lyse der im High-density-Chip ebenfalls vorhandenen Marker aus mitochondrialer DNA gibt
Hinweise zur Vererbung entlang der maternalen Ahnenlinien. Insgesamt waren 27 der iiber
300 mitochondrialen SNPs informativ. Die Analyse von Haplotypen ergibt allerdings keine
vollstindige Trennung von taurinen und indicinen Haplotypen, der bei den taurinen Rassen
dominante Haplotyp findet sich auch bei rund 55 % den ancestralen Nelore-Tiere. Der mit
40 % zweithdufigste Haplotyp bei ancestralen Nelore findet sich jedoch kaum in der aktuellen
Nelore-Populaton. Eine konventionelle Analyse durch Sequenzierung des mitochondrialen
Genoms oder des D-Loop (UTsuNomiYA et al. 2014) wire wohl aussagekriftiger als die vor-
liegende Analyse von mtDNA-SNPs aus dem bovinen High-density-SNP-Chip. Die Analyse
von 9 informativen Y-chromosomalen SNPs indiziert keine klare Trennung der Subspezies.
Zusammenfassend bestitigen die Ergebnisse der SNP-Analysen die Zuchtpraxis einer du-
Berst konsequenten Verdridngung von taurinen Genanteilen aus der Rasse Nelore in einem
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Zeitraum von rund 60 Jahren. Dass sich hier praktisch kein Unterschied zwischen den Pedi-
gree- und Produktionspopulationen von Nelore zeigt, ist fiir die brasilianische Ziichtergemein-
schaft iiberraschend und hoch relevant (PEREZ-O’BRIEN et al. 2015). Die Analyse der
autosomalen Admixtur aus SNP-Chip-Daten ist sehr niitzlich zur Kldrung individueller Kreu-
zungslevels in Nutzierpopulationen (FLORI et al. 2012, FRKONJA et al. 2012).
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Mensch und Tier sind fiir ihr Uberleben in der Auseinandersetzung mit der sie umgeben-
den Umwelt auf die Wahrnehmung optischer, akustischer, olfaktorischer, gustatorischer
und haptischer Eindriicke angewiesen. Mit ihren sensorischen Systemen konnen sie die
vielfdltigen chemischen und physikalischen Reize aufnehmen, die der Organismus ver-
arbeitet und die schlieBlich das Verhalten und die Gefiihlswelt beeinflussen. Fiir die Pro-
blematik der Sensorik und des Wahrnehmens des Menschen spielt die Begrenzung durch
entsprechende Einschrinkungen eine besondere Rolle. Diese kann durch die wissen-
schaftlichen und technischen Mdoglichkeiten iiber kiinstliche Sensorsysteme immer besser
kompensiert werden. Schlieflich kann sich wahrnehmendes Steuern vom Menschen
ginzlich 16sen und z. B. Robotern zugewiesen werden. Die Verbindung der Sinn- und
Wahrnehmungsproblematik mit dsthetischen Fragestellungen und kiinstlerischen Heran-
gehensweisen liefert ein weiteres interessantes Diskussionsfeld. Der Band behandelt auch
die Themen ,,Biologische Kommunikation®, ,,Héren und Sehen®, ,,Sprache, Denken und
Lernen®, ,,Medizintechnik, angewandte Biomechanik und Robotik* sowie ,,Gesellschaft™.
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Zusammenfassung

Zahlreiche mtDNA-Studien beim Pferd haben bestitigt, dass die Entwicklungsstringe dieser Haustierspezies von der
postglazialen Periode bis in die Neuzeit nicht linear verliefen. Das equine Haplotypennetzwerk ist demnach durch
eine enorme Variabilitit charakterisiert, die weder mit der geographischen Struktur noch mit dem Rassenspektrum
korrespondiert. In dieser Arbeit hat die Riickverfolgung von Stutenfamilien bei Rassen mit tiefen Pedigrees (Noriker,
Lipizzaner) gezeigt, dass auf der weiblichen Seite bedeutende Einbuf3en an maternaler Diversitét zu verbuchen sind.
Bei breit aufgestellten Landespferdezuchten mit autochthonem Hintergrund, wie dem Noriker, kann der Verlust an
maternalen Linien mit 85 % quantifiziert werden. In der Gestiitszucht, exemplarisch dargestellt am Lipizzaner, belduft
sich dieses Defizit auf 72 %. Die Ursachen dafiir sind keineswegs zufillig, und historische Beispiele illustrieren, dass
in erster Linie soziookonomische Hintergriinde fiir die wiederholt aufeinanderfolgende Umstellung der Stutengrund-
lage, und damit einhergehend auch fiir die Verdnderung der Linien- bzw. Haplotypenstruktur verantwortlich sind.
Der heute verbliebene Rest an maternaler Diversitit (15 bis 28 %) stellt jenen Pool dar, der mittels zufillig gezogenen
mtDNA-Stichproben die Moglichkeit fiir Riickschliisse auf die pridomestikale Haplotypenzusammensetzung der eu-
ropdischen Pferdefauna bieten sollte. Die Auswirkungen der Umstrukturierung der maternalen Basis und des Verlustes
von maternaler genetischer Diversitit auf die Ergebnisse von mtDNA-basierenden Domestikationsstudien beim Pferd
wurden bislang noch nicht diskutiert. In einem praktischen Beispiel — der Revitalisierung des Murinsulaners — wird
demonstriert, dass Kennzahlen aus der Pedigreeanalyse und der mtDNA-Analyse ein wertvolles Werkzeug fiir die
Konzeption eines Erhaltungszuchtprogramms sein konnen. Die Haplotypenanzahl korreliert beim Pferd eng mit den
genealogischen Strukturen und dariiber hinaus auch mit der PopulationsgroBe (das Verhéltnis von aktuellen Stuten-
linien zu mtDNA-Haplotypen liegt zwischen 0,31 und 0,69; die mittlere Stutenanzahl pro Familie betrigt 7,9 Pferde).
Sind die vorhandenen mtDNA-Haplotypen in der Ausgangspopulation bekannt, so kann das Zuchtprogramm ent-
sprechend geplant werden, um eine langfristige Entwicklung und Erhaltung einer Rasse zu optimieren.

Abstract

Numerous studies on horse mtDNA have confirmed that the development of this domestic species — from the post-
glacial period to modern times — is not linear. The equine haplotype network is characterized by a high degree of
variability that corresponds neither with geographic structure, nor with the breed spectrum. In this paper, the tracking
of mare families in breeds with deep pedigrees (Noriker, Lipizzaner) shows that there is a substantial loss of maternal
diversity on the female side. For broad-based local horse breeds with an autochthonous background, such as the
Noriker, 85 % of the maternal lines are lost. In stud farm breeding, with the Lipizzaner as an example, this deficit is

1 Veterindrmedizinische Universitdt Wien, Institut fiir Tierzucht und Genetik, Veterinérplatz 1, 1210 Wien, Oster-
reich.

2 Kroatische Landwirtschaftsagentur, Ilica 101, Zagreb, Kroatien.

3 Universitit Zagreb, Agrarfakultit, Department fiir Nutztierwissenschaften, Svetosimunska cesta 25, 10000 Za-
greb, Kroatien.

4 Universitdt Kaposvar, Fakultit fiir Nutztierwissenschaften, 7400 Kaposvér, Guba Sandor u. 40, Ungarn.
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72 %. The causes of this are in no way coincidental, and historical examples show that socioeconomic factors are pri-
marily responsible for the repeatedly successive conversion of the mare’s lines and, thus, the change in haplotype
structure. The maternal diversity remaining today (15 — 28 %) represents the pool that should provide conclusions
about the pre-domesticated haplotype composition of European horses through randomly collected mtDNA samples.
The impact that the restructuring of the maternal lines and the loss of maternal genetic diversity have had on the
results of mtDNA-based domestication studies of the horse has yet to be discussed. One practical example — the re-
vitalization of the Murinsulaner horse — demonstrates that indicators from pedigree analysis and mtDNA analysis
can be a valuable tool in designing a preservation breeding programme. The number of horse haplotypes corresponds
closely with the genealogical structures and, additionally, population numbers (the proportion of current mare lines
to mtDNA haplotypes is between 0.31 and 0.69; the average number of mares per family is 7.9 horses). When it is
known which mtDNA haplotypes are present in the initial population, the breeding programme can be planned ac-
cordingly in order to optimize a breed’s long-term development and preservation.

1. Einleitung

Der 247 Basenpaare lange D-Loop-Abschnitt der mitochondrialen DNA, zwischen der Posi-
tion 1549 bis 1740 gelegen und erstmals bei XU und ARNASSON (1994) publiziert, stellt die
Grundlage fiir zahlreiche phylogenetische Untersuchungen beim Pferd dar, die seit der Arbeit
von VILA et al. (2001) verdffentlicht wurden. Die strikt matrilinare Vererbung, die fehlende
Rekombination und die hohe Mutationsrate pridestinieren die mtDNA fiir die Rekonstruktion
von maternalen stammesgeschichtlichen Abldufen. Vor allem die erhthte Mutationsrate erlaubt
eine feinere Kalibrierung der einzelnen molekularen Stutenlinien, welche eine Analyse der
genetischen Varianz auch im Zeitfenster der Préihistorik ermoglicht. Aus diesen Griinden avan-
cierten phylogenetische mtDNA-Studien zum Standardrepertoire der Domestikationsfor-
schung und ergiinzten die in erster Linie anatomisch orientierten Methoden der Archio-
zoologie.

Beim Pferd begann die intensive molekulare Domestikationsforschung mit der Publikation
von JANSEN et al. (2002), die erstmals die hohe Variabilitdt der Haplotypenstruktur europii-
scher Pferderassen nachwies. Seit der Er6ffnung dieses Forschungsfeldes haben sich die Pu-
blikationen zu diesem Thema vervielfacht. Vervielfacht hat sich auch die Anzahl an entdeckten
Haplotypen, die zurzeit von JANSEN et al. (2002) mit 93 festgesetzt wurde, und die bis 2010
auf 274 gestiegen ist (CIESLAK et al. 2010).

Die komplexe Struktur des equinen Haplotypennetzwerkes ist durch den Wissens- und
Datenzuwachs jedoch keineswegs eindeutiger geworden, im Gegenteil, es kann heute
davon ausgegangen werden, dass die hohe maternale Diversitit des Pferdes weder mit geo-
graphischen Strukturen noch mit den einzelnen Rassespektra korrespondiert (CIESLAK et al.
2010).

Anfang des 21. Jahrhunderts wurden zunehmend Methoden entwickelt und verfeinert, die
eine Analyse der DNA archiologischer Knochenfunde ermoglichten. Im Zuge der Auseinan-
dersetzung mit den immer komplexer werdenden Haplotypnetzwerken des Hauspferdes, ver-
sprachen sich die Wissenschaftler zusitzliche Informationen iiber das populationsgenetische
Profil von Pferden vor der Domestikation, denn die Stammform des Pferdes gilt mit dem letz-
ten russischen Tarpan seit 1883 als ausgestorben.

LEer et al. (2009) verglichen die modernen mtDNA-Linien chinesischer Pferderassen
mit jenen von prihistorischen Pferden aus dem Zeitraum von 4000 bis 2000 v. Chr. und stell-
ten dabei fest, dass sich die altertlimlichen Linien den asiatischen Haupthaplotypgruppen
zuordneten. Eine spanische Gruppe von Forschern (LIRA et al. 2010) konzentrierte sich
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in ihren Studien ausschlieBlich auf die Iberische Halbinsel. Mit archidologischen iberischen
Pferdefunden aus der Stein- und Bronzezeit und aus dem Mittelalter sowie europaweit
verteilten voreiszeitlichen Fundstiicken und der DNA von 399 iberischen Pferden und
689 Pferden europiischer Rassen wurde die Rolle der Iberischen Halbinsel als Domestika-
tionszentrum untersucht. Erstaunlicherweise gruppierten sich die iberischen bronze- und
steinzeitlichen Sequenzen zu einer gemeinsamen Haupthaplotypgruppe, die sich heute
ausschlieBlich aus modernen iberischen Rassen rekrutiert. Die mittelalterlichen Sequenzen
hingegen ordneten sich in einen sehr groflen, in Europa weit verbreiteten Cluster (D1; JANSEN
et al. 2002) ein. Letztendlich ist eine deutsche Forschergruppe vom Max-Planck-Institut
(CiesLAK et al. 2010) der Frage nachgegangen, ob die Wildpferdefauna vor der Domes-
tikation dhnlich heterogen war wie die heutige moderne Pferdepopulation. In dieser bis
dato groBten Studie (Sequenzen von 207 archidologischen Pferdefunden und von 1754 mo-
dernen autochthonen Pferden) konnte gezeigt werden, dass vor der Eiszeit mindestens
19 mtDNA-Linien existierten, von denen sechs bis heute iiberlebt haben. Wihrend der Kup-
ferzeit kam es zur Herausbildung mehrerer Pole, darunter sind die eurasische und die iberi-
sche Gruppe am bedeutendsten. In der Eisenzeit tauchten plotzlich neue mtDNA-Varianten
auf — ein Zeichen fiir erfolgte Neudomestikationen. Insgesamt haben von 86 prihistorischen
mtDNA-Linien 56 in unseren heutigen Pferden iiberlebt. Die derzeit 274 existierenden
Haplotypen reprisentieren somit eine Variabilitit, die zum Teil schon in der Vorzeit vorhan-
den war.

2. Domestikationsmodelle beim Pferd

Parallel zu den Phylogeniestudien haben sich verschiedene Modelle zur Erkldrung des Ablau-
fes der Domestikation beim Pferd entwickelt, wobei der monophyletische Ansatz mit den ers-
ten mtDNA-Analysen revidiert werden konnte.

Aufgrund des archdologischen Befundes wurden zwei Inselmodelle als wahrscheinlichste
Szenarien des Domestikationsvorganges herangezogen.” Anhand eines interglazialen Insel-
modells, ein Ansatz der aus der Vegetationsokologie entlehnt ist (WIDMER und LEXER 2001),
versuchten WARMUTH et al. (2011) mittels autosomaler Diversititskennzahlen von einzelnen
autochthonen europdischen Pferderassen die Identifizierung europdischer Domestikations-
zentren. Unter der Annahme, dass innerhalb eines glazialen Refugialraumes und spiteren
Domestikationszentrums die genetische Variabilitét signifikant hoher ist als in entfernteren
Gebieten, wo das Pferd spiter angesiedelt wurde, haben die Autoren 12 Mikrosatelliten-
Marker von 1100 Stichproben aus 24 europdischen Lokalpferderassen untersucht. Die He-
terozygotie und die erwartete Anzahl an Allelen von 12 Mikrosattelitenmarkern wurden mit
einer geographischen Distanzmatrix abgeglichen, um den strukturellen Verlauf dieser Kenn-
zahlen quer iiber den europdischen Kontinent zu rekonstruieren. Die Autoren postulierten
einen direkten Zusammenhang der hohen genetischen Diversitit auf der Iberischen Halbinsel
und entlang der Kaspischen See mit der Vegetationsstruktur vor 6000 Jahren. Ob dieses Er-
gebnis nicht etwas zu weit gegriffen ist und nicht eher die landwirtschaftliche Produktions-
situation des 20. Jahrhunderts widerspiegelt, wurde in dieser Arbeit nicht diskutiert. Denn

5 Vgl. LISTER et al. 1998, CLUTTON-BROOK 1999.
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in Zentraleuropa, welches laut Studie ein Diversititsdefizit zeigt, wurden ausschlielich
franzosische, deutsche, Osterreichische und kroatische Kaltblutpferderassen miteinbezogen.
Diese Pferderassen waren am frappantesten von der Umstrukturierung und Mechanisierung
der Landwirtschaft, die ab dem Zweiten Weltkrieg ihren Hohepunkt erreichte, betroffen.
Das beobachtete Diversititsdefizit ist hier durch den genetischen Flaschenhals und den damit
verbundenen ,,Founder-Effekt* bedingt, und nicht durch prihistorische Migrationsereignisse.
DruML et al. (2006) konnten einen Heterozygotieverlauf bei 12 mitteleuropdischen Kalt-
blutpferderassen, der von Siideuropa nach Nordeuropa abnimmt, nachweisen. Die Ursache
dafiir sind die unterschiedlich intensiven Formen der Landnutzung in den einzelnen Zucht-
gebieten. In Mittel- und Norddeutschland herrschten intensive landwirtschaftliche Produk-
tionsformen mit Acker- und Futtermittelanbau vor. Das Arbeitspferd, nachdem es durch die
Maschinen verdridngt worden war, avancierte hier zu einem Konkurrenten des Ackerbaus.
Aus diesem Grund war die genetische Erosion in den landwirtschaftlichen Gunstlagen we-
sentlich stirker (bis zu minus 99 %) als im Alpenvorland und Alpengebiet, wo die Kaltblut-
pferdezucht im Rahmen der extensiven Weidewirtschaft weiterhin kostengiinstig betrieben
werden konnte.

Um den komplizierten und komplexen historischen Sachverhalt europiischer Pferdezucht
als ,,Storfaktor* auszuschalten, hat sich eine jiingere Domestikationsstudie (WARMUTH et al.
2012) auf Landpferderassen des Eurasischen Kontinents beschrinkt. Das Ziel dieser Arbeit
war es, mittels einer Simulation einzelne Domestikationstheorien und Szenarien zu iiber-
priifen und nach der wahrscheinlichsten Variante zu suchen. Mit einer Mikrosatellitenanalyse
von 322 autochthonen Pferden aus zwolf Gebieten von acht verschiedenen Léindern (von
Litauen bis in die Mongolei) sollten frithe Domestikationsvorginge in Eurasien nachge-
zeichnet werden. Die Allelprofile eurasischer Pferderassen zeigten deutlich, dass die erste
Expansion von Equus ferus in Ost-Eurasien um 160000 v. Chr. ihren Ausgang nahm, ein
Ergebnis, das sich mit paldobiologischen Erkenntnissen deckt. ,,Unser Simulationsszenario
schlédgt vor, dass die Erstdomestikation des Pferdes im westlichen Teil Eurasiens (Kasachs-
tan) stattfand, und dass sich die neu entstandenen Hauspferdeherden bei ihrer Ausbreitung
permanent mit anderen Wildpferdeherden vermischten.® Dieser stindige Genfluss von Wild-
pferdeherden, der durch die weitere Ausbreitung des Hauspferdes immer neue Wildpferde-
populationen mit einbezog, wird fiir die hohe matrilineare Diversitét bei unseren modernen
Pferden verantwortlich gemacht. Als Grund fiir diese Einbiirgerung neuer Wildpferdestuten
wird die unzureichende Reproduktionsrate innerhalb neu domestizierter Herden angegeben.
Mit diesen Neuzufingen konnten die Herden zahlenmifig konstant gehalten bzw. vergrofert
werden.

Der Einfluss von Wildpferden beim domestizierten Pferd wird in der ,,jiingernen‘ mole-
kulargenetisch gestiitzten Domestikationsforschung aufgrund fehlenden und in die Diskussion
nicht miteinbezogenen Quellenstudiums weit unterschétzt. Dieser Genfluss ist nicht aus-
schlieBlich auf die Vorgeschichte beschrinkt, sondern war selbst in Mitteleuropa bis in das
17. Jahrhundert Teil praktizierter Pferdezucht (vgl. Tab. 1 und 2).

6 WARMUTH et al. 2012, S. 8202.
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Tab. 1 Die ersten frilhen Erwdhnungen von Wildpferden in altertiimlichen und friihen Neuzeitlichen deutschsprachi-
gen Quellen (nach ANTONIUS 1942)

Quelle um Art Ort Ende
Varro 184 v.C. Wildpferde Spanien

Strabo 10n.C. Wildpferde Alpen, Spanien

Plinius d. J. 110n.C. Wildpferde Norden Germaniens

Venantius Fortuatus 600 n. C. Wildpferde Ardennen, Vogesen

Isidor von Sevilla 636 n. C. Wildpferde Spanien

Albertus Magnus 1260 Wildpferde Deutschland, Preuflen

Albert von Hohenzollern 1490-1568  Wildpferde Preufien 1650
Elisaeus Ro8lin 1590 Wildpferde Vogesen 1800
Dominik Roos um1890 um 1600 Wilde Pferde Elsass, Selestad, Vogesen um 1850
Kaiserslauten (Stadt) 1616 Wildpferde Wildpferdeschiitzen von der Stadt angestellt

Tab. 2 Wildpferderefugien im deutschen Raum (nach ANTONIUS 1942)

Wildpferderefugien Zeit
Duisburger Urwald, Jagdgebiet 1431, erste Erwdhnung, 260 Wildpferde bei der letzten Jagd 1814
gefangen

Emscher Bruch, Gemeinschaftsbesitz bis 1830, danach aufgrund Bodenreform die letzten 100 Stiick versteigert

Merfelder Bruch (Diilmen) 1316, Ende 1845 Bodenreform, 158 Stiick verblieben, 1908 35 vorhanden|
Davert, Urwald siidlich von Miinster 1339, Ende der wilden Herden um 1825
Westfalen, Amsberger Wald 1160, Ubergabe der wilden Stuten des Bischofs von Paderborn an die

Zisterzienser

Die Sequenzierung des Pferdegenoms und die Erstellung der ersten equinen SNP-Map haben
gezeigt, dass die genetischen Engpédsse im und vor dem Zeitalter der Domestikation relativ
moderat waren (WADE et al. 2009). Das Koppelungsungleichgewicht liegt in einem mittleren
AusmaB zwischen jenem von Menschen und Hunden, gleichzeitig kommen zahlreiche idente
lange Haplotypen iiber Rassen hinweg vor. Diese Ergebnisse und die hohe Variabilitit der
mtDNA-Linien in rezenten und historischen Pferdepopulationen zeigen, dass die erstdomes-
tizierten bzw. neudomestizierten Pferdeherden iiber ausreichend genetische Vielfalt verfiigten.
Wie der gesamte Prozess zeitlich, geographisch und kulturell abgelaufen ist, kann jedoch durch
einen molekulargenetischen Ansatz alleine nicht geklért werden.

Fiir den Zeitraum der historischen Zuchtgeschichte Europidischer Pferderassen konnte mit
dem vorhandenen technischen Repertoire und den bislang publizierten Daten in der geneti-
schen Forschung kein signifikantes Wissen gewonnen werden. Im Gegenteil, durch den ,,clash
of cultures® der 1990er Jahre (PLUCIENNIK 2006) — der diametralen Ausrichtung von Natur-
wissenschaften und Humanistischen Wissenschaften — wurde in der aktuellen tierzuchtwis-
senschaftlichen Forschung bereits erworbenes Wissen nicht weiter genutzt bzw. beriicksichtigt.
Mit der zunehmenden Verfiigbarkeit moderner Sequenzierungstechnologien in der Moleku-
largenetik erwachte ein verstirktes Interesse an phylogenetischen Fragestellungen, wobei sich
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die populationsgenetischen Disziplinen in zahlreichen Publikationen der Rekonstruktion ge-
nealogischer Beziehungen von verschiedenen Spezies und/oder Subpopulationen anhand von
rezentem genetischem Material widmeten und die historischen bzw. prihistorischen Hinter-
griinde zuerst auller Acht lieBen. ,,Anstatt des Versuchs historische Hypothesen anhand von
gegenwirtigen genetischen Mustern zu generieren und archidologische Daten in diese einzu-
betten, wire es sinnvoller aus dem aktuellen archédologischen Material iiber Zeit und Raum
hinweg Schliisse zu ziehen und diese mit aktuellen genetischen Daten auf ihre Giiltigkeit zu
tiberpriifen.” In den letzten Jahren kam es damit relativ spit zu stirkeren Verschrinkungen
zwischen den geisteswissenschaftlichen und den genetischen Disziplinen, die sich wiederholt
den genannten Fragestellungen unter Miteinbeziehung historischer und archdologischer Be-
funde widmeten.®

3. Reprisentivitit von mtDNA-Stichproben

MtDNA-gestiitzte Domestikationsstudien beim Pferd basieren auf mehr oder weniger um-
fangreichen Stichproben europdischer, asiatischer und amerikanischer Pferderassen. Die strikt
maternale Vererbung mitochondrialer DNA impliziert ein genealogisches System, dessen Aus-
sagekraft stark von der Vollstindigkeit der Datengrundlage abhidngt. Da die Stammform des
Pferdes ausgestorben ist, kann der Verlauf der Domestikationsgeschichte nur bedingt anhand
archiologischer Proben nachgezeichnet werden. Die Variabilitit, die wir heute im Hauspferd
nachweisen konnen, illustriert nicht nur den vorgeschichtlichen maternalen Genpool, sondern
sie ist auch das Abbild Jahrhunderte langer Kultur- und Tierzuchtgeschichte. Schrinken wir
diese aufgrund der ungeheuren Mobilitit von reproduzierenden Tieren verzerrte Genealogie
zusitzlich durch zufillige Stichprobenentnahmen ein, so kreieren wir damit einen methodi-
schen Schwachpunkt in unseren phylogenetischen Analysen, der die historischen Gegeben-
heiten, denen diese Nutztierspezies unterliegt, nicht beriicksichtigt.

Betrachten wir als Beispiel die Osterreichische Noriker-Population, eine dsterreichische
Kaltblutpferderasse, die mehrere Wellen der Mechanisierung tiberstanden hat. Die heutige
Zuchtpopulation umfasst ca. 4000 Stuten und 270 Hengste, insgesamt belduft sich der aktuelle
Bestand in Osterreich auf 11000 Tiere. Das heute die Osterreichische Republik umfassende
Wirtschaftsgebiet war langfristig auf der Arbeitskraft von ca. 200000 Zugpferden aufgebaut.
In den 1970er Jahren — dem Jahrzehnt der ,,Krise der Pferdezucht® — ist diese Osterreichische
Kaltblutpferdepopulation auf 4800 Pferde (minus 98 %) geschrumpft. Auf einer Pedigree-Ana-
lyse aus dem Jahr 2008 basierend (DRUML et al. 2009), wurden die maternalen Strukturen —
die Stutenfamilien — ausgearbeitet (DRUML und GRILZ-SEGER 2013). Fiir die in dieser Studie
definierte Referenzpopulation konnten 288 Stutenfamilien definiert werden, von denen zwei
Dirittel zwischen 1870 und 1930 entstanden bzw. dokumentiert sind. Insgesamt aber wurden
in der Griinderpopulation 1899 verschiedene Griinderstuten nachgewiesen, deren Genealogie
zwischen 1870 und 1986 abgerissen ist. Die heute beim Noriker existierenden 288 Stutenfa-
milien reprisentieren somit nur mehr 15 % der zu Beginn des 20. Jahrhunderts vorhandenen
maternalen Varianz.

7 PiNHASI et al. 2000, S. 55.
8 Vgl. LARSON et al. 2007, LirA et al. 2010, LUDWIG et al. 2009.
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Haben wir beim Noriker ein durchschnittliches Generationsidquivalent (GE) von 12,28 und
ein Pedigree-Fenster bis in die 1920er Jahre, so ldsst sich dieses Beispiel mit dem Lipizzaner-
Stammbaum (GE = 15,22) noch weiter bis zu Beginn des 19. Jahrhunderts zuriickverfolgen
(DrRUML und SOLKNER 2011). Bei dieser Rasse sind im Zeitraum von 1740 bis 1910 198 un-
terschiedliche Griinderstuten dokumentiert. Von diesen konnten aber nur 56 Stuten ihre Linie
bis in die Gegenwart fiihren. Der Verlust an maternaler Varianz betrédgt in dieser Gestiitszucht
72 % (vgl. Tab. 3).

Tab. 3 Maternale Diversititskennzahlen

Asturcon'! Mallorqui'"! Lipizzaner'”! Noriker"!
Tier-Referenzpopulation 315 51 656 2808/31
Griinderstuten 50 18 198 1899
Stutenfamilien 35 14 56 288/26
Durchschnittliche Anzahl Stuten/Familie 9 3,6 10 9
Verlust an maternaler Variabilitit 0,30 0,22 0,72 0,85
Anzahl mtDNA-Haplotypen 11 9 37 18
Anzahl Stutenfamilien pro Haplotyp 0,31 0,64 0,66 0,69
Generationsédquivalent 297 4,7 15,22 12,28
Inzucht 47/~ 47/~ 2,06"/10,08% 1,21%/501"

[1] ALVAREZ et al. 2012. [2] DRUML und SOLKNER 2011, KAVAR et al. 1999. [3] DRUML et al. 2009, DRUML und GRILZ-
SEGER 2013. [4] F fiir 5 Generationen. [5] F fiir alle Generationen.

Anhand dieser langen Pedigrees sehen wir, dass heute nur mehr zwischen 15 % und 28 % des
maternalen Genpools vorhanden sind. Es stellt sich somit die Frage, ob mit diesem Material
unter Zuhilfenahme des genealogischen mtDNA-Konzepts iiberhaupt ein Schluss auf prihis-
torische Ereignisse moglich sein kann?

Beim Lipizzaner, dessen Stutbuch im Jahr 1827 rekonstruiert und von da an fortgefiihrt
wurde, ist im Jahr 2009 ein Pferdegrundbuch aus der Zeit vor den Napoleonischen Kriegen
ausfindig gemacht worden. Hier sind 30 Stutenfamilien des Stammpgestiits Lipizza registriert,
die anhand dieser Quelle bis in das Jahr 1701 nachweisbar sind (GRILZ-SEGER und DRUML
2011). Nur vier dieser Familien (13 %) haben den Sprung in das 19. Jahrhundert tiberlebt und
sind von da an als sogenannte Karster-Familien weitergefiihrt worden.

Dieser Umbruch in der Lipizzaner-Zucht war kein zufilliger ,,Bottleneck*, sondern eine be-
wusst ziichterische Umorientierung. Einerseits wurde nach dem Wiener Kongress die gesamte
Hofpferdezucht umgestellt, ein Prozess der bis 1827 andauerte. Andererseits wurden neue Zucht-
ziele und Nutzungsrichtungen fiir die Hofpferdezucht festgelegt. Das Zuchtziel barocker Tradition
entsprach nicht mehr den Erfordernissen der Zeit, daher wurden sowohl der Stutenbestand als
auch der Hengstpool teilweise ausgetauscht. Somit dnderte sich das genealogische Profil der ge-
samten Rasse auf mtDNA-Niveau als auch auf dem Y-Chromosom. Ahnliche Prozesse sind na-
tiirlich auch in den Landespferdezuchten zu beobachten. Existierten in Osterreich z. B. nach dem
Zweiten Weltkrieg noch ca. 5000 Warmblutstuten altosterreichischen Gestiitsschlages (Furioso,
Przedswit, Nonius, Gidran), wurden diese innerhalb von zwei Jahrzehnten durch Hannoveraner-
und Holsteiner-Stuten und -Hengste ersetzt. Der heutige Anteil Altosterreichischen Warmbluts

Nova Acta Leopoldina NF 179, Nr. 404, 77-88 (2016) 83



Thomas Druml, Anamarija Smetko, Ino Curik, Antun Kosteli¢, Arpad Bokor und Vlatka Cubrié-Curik

an der gesamten Osterreichischen Warmblutpferdepopulation ist verschwindend klein und wird
mit 28 Tieren, die mehr als 75 % Hannoveraner-, Holsteiner-Genanteile haben, beziffert. Das Re-
sultat: ein komplett verdndertes mtDNA-Profil der sterreichischen Warmblutpferdepopulation.
Ahnliche Prozesse ziehen sich durch die gesamte Geschichte der europiischen Pferdezucht und
konnen je nach Quellenlage bis Mitte des 19. Jahrhunderts am Papier nachvollzogen werden.

Fiir die Nutzung der mtDNA als genealogische Information zur Auflosung historischer
und prihistorischer Abldufe ergeben sich daher folgende Anforderungen:

— Pedigree-Studien: Quantifizierung der vorhandenen Stutenfamilien aus dem Pedigree.

— Historisches Quellenstudium: klidren, welche Familien reprisentativ fiir die jeweilige Fra-
gestellung sind.

— Typisierung: vollstindige Erfassung maternaler Linien mit Hilfe des Pedigrees durch
mtDNA-Proben.

Selbst wenn 72 % bis 85 % der maternalen Varianz aufgrund der jiingeren Zuchtgeschichte fiir
mtDNA-Studien verloren sind, so sollte die verbliebene Variabilitit so optimal wie moglich ge-
nutzt werden. Dies wiederum geschieht nur dann sinnvoll, wenn griindliche historische Quel-
lenarbeit und der archédologische Wissenstand in die Untersuchungen mit einbezogen werden.

4. Fallbeispiel Noriker und Murinsulaner

Der Murinsulaner, eine Lokalrasse, die ihren Namen von der Murinsel, einem Landstrich zwi-
schen Drau und Mur, bezog, ist ein siidostlicher Ausldufer des Norikers. Sein Herkunftsgebiet
erstreckt sich heute tiber Teile Sloweniens, Ungarns und Kroatiens. Aus diesem Grund exis-
tieren mehrere Bezeichnungen fiir diesen mittelschweren Arbeitsschlag: Murakoszi o (unga-
risch), MedZimurje (slowenisch), Medimurje (kroatisch), Pinkafelder oder Murinsulaner
(deutsch). In Osterreich gilt dieser Pferdeschlag seit dem Ersten Weltkrieg als ausgestor-
ben, im SHS-Staat’ und der darauffolgenden Republik Jugoslawien wurde diese Rasse als
leichtes und giingiges Kaltblut weitergeziichtet, in Ungarn legte man etwas mehr Wert auf
GroBe und Kaliber. Seit der letzten Mechanisierungswelle in der Landwirtschaft, welche Un-
garn und Jugoslawien erst in den 1970ern voll erfasste, gingen die Bestandszahlen des Mu-
rinsulaners rasant zuriick. Im Jahr 2009 wurde ein grenziiberschreitendes Projekt zur
Revitalisierung dieser Pferderasse in die Wege geleitet. In Slowenien wurden die Pferde fiir
das Erhaltungszuchtprogramm hauptsdchlich anhand des Phinotyps selektiert, in Kroatien
suchte man hingegen nach Nachfahren bekannter Murinsulaner-Stuten, und in Ungarn konnte
auf eine Nukleusherde aus dem 6rség—Nationalpark zuriickgegriffen werden. Angesichts dieser
Ausgangslage stellte sich die Frage, ob es moglich ist, den genetischen Hintergrund dieser
drei Ausgangspopulationen (SLO11-Stuten, HUN24-Stuten, CRO27-Stuten) genauer zu struk-
turieren und deren Verwandtschaftsgrad mit dem Osterreichischen Noriker herzuleiten.

Im Sinne eines Phylogeniekonzeptes wurden von allen Murinsulanern sowie von einer 37
unverwandte Tiere umfassenden Stichprobe Osterreichischer Noriker das 247 bp lange Frag-
ment des mtDNA-D-Loops sequenziert, um die genealogischen Zusammenhinge zwischen
den Subpopulationen niher zu untersuchen (vgl. Tab. 4 und 5).

9 SHS-Staat — Staat der Slowenen, Kroaten und Serben (Drzava Slovenaca, Hrvata i Srba).
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Tab. 4 Diversitdtskennzahlen der untersuchten Murinsulaner-Populationen und der Vergleichspopulationen

Rasse/Population N Nh Hdiv Nukldiv Nukl a poly
Murinsulaner 62 26 0,947+0,011 0,023+0,007 5,554 25
Murinsulaner Kroatien 27 13 0,881+0,048 0,024+0,008 5,817 22
Murinsulaner Slowenien' 11 10 0,943+0,040 0,018+0,008 4,267 15
Murinsulaner Ungarn 24 9 0,838+0.048 0,021+0.007 5,154 16
Noriker 37 18 0,963+0,015 0,023+0,008 5,437 20
Noriker Kérnten 27 15 0,965+0,022 0,021+0,008 5,009 17
Noriker Salzburg 10 7 0,944+0,070 0,028+0,013 6,667 17

N — Anzahl Pferde, Nh — Anzahl Haplotypen, Hdiv — Haplotypendiversitit, Nukldiv — Nukleotiddiversitit,
Nukl a — Durchschnittliche Anzahl der Nukleotidunterschiede; poly — polymorphe Loci

Tab. 5 Verteilung der Haupthaplotypgruppen (nach JANSEN et al. 2002) beim Noriker und dem Murinsulaner

Haplotypgruppen/Haplotypen'

N A D C F Hap_19 Hap_12 Hap_45 Hap_16 B E G H
Murinsulaner 62 0,24 0,21 0,16 0,21 0,15 - 0,02 0,02 - - - -
Kroatien 27 0,26 0,04 0,19 0,19 0,33 - - - - - - -
Ungarn 24 0,21 042 0,13 0,25 - - - - - - -
Slowenien 1 0,27 0,18 0,18 0,18 - - 0,09 0,09 - - - -
Noriker 37 041 030 0,22 0,03 - 0,03 - - - - 0,03 -
Kirnten 27 041 033 0,22 - - - - - - - 0,04 -
Salzburg 10 0,40 0,20 0,20 0,10 - 0,10 - - - - - -

Insgesamt konnte beim Murinsulaner, einer zahlenmifig stark dezimierten Restpopulation,
eine grofie genetische Heterogenitit festgestellt werden, die sich mit 26 Haplotypen innerhalb
der 62 untersuchten Tiere manifestiert. Die 37 Noriker-Pferde zeigten 18 unterschiedliche
Haplotypen und iibertrafen dabei die genealogische Vielfalt des Murinsulaners. Hierbei ist
jedoch zu beachten, dass die Noriker-Stichproben selektiv nach Gesichtspunkten der gene-
tischen Diversitit gesammelt wurden und somit reprisentativ fiir die genetische Breite dieser
zahlenmifig grofen Rasse sind. Die Haplotypenprofile der Murinsulaner-Subpopulationen
zeigten spezifische Schwerpunkte: Neun der 26 Haplotypen kamen ausschlieBlich in der
kroatischen Population vor, fiinf waren typisch fiir die ungarische und sieben fiir die slowe-
nische Zuchtherde. Die ungarischen und die kroatischen Pferde teilten sich drei Haplotypen,
kroatische und slowenische sowie slowenische und ungarische Murinsulaner teilten sich je-

10 PoTOCNIK et al. 2011.
11 Haplotypen 19, 12,45 und 16 konnten nicht eindeutig den Haupthaplotypgruppen zugeordnet werden.
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weils zwei Haplotypen. In der gesamten untersuchten Stichprobe waren neun Haplotypen
ausschlieBlich spezifisch fiir den Murinsulaner (fiinf fiir die kroatische und vier fiir die slo-
wenische Herde). Auf den Noriker kamen vier spezifische Haplotypen. Insbesondere die
Kérntner Noriker-Population teilte sich neun Haplotypen mit dem Murinsulaner, ein Ergeb-
nis, welches mit der Zuchtgeschichte beider Rassen iibereinstimmt (vgl. Haplogruppenver-
teilung Tab. 5).

In Tabelle 3 ist der Zusammenhang zwischen genealogischer Struktur, Haplotypenstruktur
und aktueller Populationsgrofe dargestellt. In diesen Beispielen verschiedener Pferdezucht-
regimes sind ca. 9 bis 10 Stuten pro Familie im Zuchteinsatz, ein Verhiltnis, das sowohl in
Landespferdezuchten als auch in Erhaltungszuchten mit beschrinkter Populationsgrofle auf
Gestiitsniveau festgestellt werden kann. Aufgrund dieser Verhiltniszahlen — im Schnitt kom-
men auf einen Haplotyp 1,74 Stutenfamilien — konnen strukturelle Verdnderungen bzw. Richt-
groflen abgeleitet werden, die es erlauben, ein Erhaltungszuchtprogramm, das auf praktischen
Erfahrungen beruht, zu etablieren. Mit den 26 beim Murinsulaner identifizierten Haplotypen
konnten somit 22 Stutenfamilien bei der kroatischen, 15 Stutenfamilien bei der ungarischen
und 17 Stutenfamilien bei der slowenischen Murinsulaner-Population, also insgesamt 44 neue
Stutenfamilien aufgebaut werden. Unter Verwendung der herkdmmlichen mitteleuropdischen
Zuchtprogramme kann mit Hilfe der Familienzucht bei Konstanthaltung der Familiengro3en
die genetische Diversitit auf ein entsprechend breites Niveau gebracht werden, das auch lang-
fristig, wie die Kennzahlen aus Tabelle 3 zeigen, gehalten werden kann.

5. Resiimee

In den europdischen Pferderassen existieren signifikante ,,Bottlenecks auf der maternalen
Seite, die in den zahlreichen Domestikations- und genetischen Diversititsstudien nicht be-
riicksichtigt worden sind. Mit Zuhilfenahme von tiefen und komplexen Pedigrees konnen diese
maternalen genetischen Verluste fiir den Zeitraum von 1700 bis in die Gegenwart mit ca. 72
bis 85 % beziffert werden. Die verbliebenen 28 bis 15 % an maternaler Diversitét bieten nur
begrenzt Information, um Riickschliisse auch auf die Zusammensetzung von pridomestikalen
Pferdeherden zuzulassen. Diese maternalen ,,Bottlenecks® waren nicht ausschlieBlich durch
den Zufall bedingt, sondern auf die zwischen 1700 und 1970 erfolgten Umstrukturierungs-
malBnahmen auf ziichterischem und organisatorischem Gebiet zuriickzufiihren. Um die kom-
plexe Domestikationsgeschichte des Pferdes mittels molekulargenetischer Informationen zu
untersuchen, ist es notwendig, eine sorgfiltige Auswahl an Tieren unter Miteinbeziehung der
Rassen-, Zucht- und Wirtschaftsgeschichte der jeweiligen Populationen zu treffen. Dieser in-
terdisziplindre Ansatz, bei dem die historischen, tierziichterischen, archdologischen und mo-
lekulargenetischen Wissenschaftsdisziplinen gleich gewichtet sind, erlaubt einerseits,
komplexere Fragestellungen zu diesem erwiesenermalflen diffizilen Prozess zu stellen, und er
erhoht andererseits auch die Aussagekraft der einzelnen Ergebnisse und der resultierenden
Szenarien. Im praktischen Sinne stellen die auf der Analyse von mtDNA basierenden Diver-
sitidtskennzahlen ein probates Hilfsmittel fiir die Konzeption von Erhaltungszuchtprogrammen
dar. Fehlen die Pedigrees der Tiere, so kann mittels der mtDNA-Haplotypen und dem Faktor
1,74 eine maternale Struktur aufgebaut werden, die es erlaubt, eine nachhaltige und langfristige
Zuchtplanung zu etablieren, wie es diverse Gestiitszuchten und Landespferdezuchten iiber die
Jahrzehnte und Jahrhunderte erfolgreich vorexerziert haben.
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Hinweise auf eine geschlechtsdifferenzierte
genetische Architektur fiir ein komplexes
Fitnessmerkmal bei Drosophila melanogaster

Henner SIMIANER,' Ulrike OBER,' Wen HUANG? und
Trudy MACKAY®

Zusammenfassung

Waihrend fiir eine Reihe von komplexen Merkmalen bei Drosophila melanogaster der Phinotyp erfolgreich auf Grund-
lage der gesamten Genomsequenz vorhergesagt werden kann, gelingt dies nicht beim komplex vererbten Fitness-
merkmal Chill Coma Recovery. Zur Aufklirung dieses iiberraschenden Phéinomens wurden verschiedene additive
und/oder epistatische Modelle mit Markerselektion an einem Datensatz von 176 genomweit sequenzierten und priizise
phinotypisierten Linien des ,,Drosophila melanogaster Genetics Reference Panel* angepasst und mittels einer sys-
tematischen Leave-one-out-Kreuzvalidierung bewertet. Hierbei kam fiir die Modellierung paarweiser epistatischer
Interaktionen ein neu entwickeltes statistisches Modell zur Anwendung. Es zeigte sich, dass bei der Merkmalsreali-
sierung in ménnlichen und weiblichen Individuen sehr unterschiedliche genetische Architekturen zur besten Merk-
malsvorhersage fiihrten: Wihrend bei ménnlichen Tieren ein einziges additives Hauptgen und sehr viele (ca. 3000)
paarweise epistatische Interaktionen die optimale Vorhersage ermdglichten, gelang dies fiir weibliche Tiere am besten
mit einem Modell, das auf mehreren (4-5) additiven Hauptgenen und ca. 30 paarweisen epistatischen Interaktionen
beruhte. In beiden Geschlechtern wurde mit dem jeweils optimalen Modell eine fiir den Datenumfang bemerkenswerte
Vorhersagegenauigkeit von > 0,4 erreicht. Aus der Studie am Modell Drosophila melanogaster kann die Frage abge-
leitet werden, ob auch bei Nutztieren fiir komplexe Merkmale, die in beiden Geschlechtern realisiert werden (z. B.
Wachstumsmerkmale) eine geschlechtsdifferenzierte genetische Merkmalsarchitektur gegeben ist. In diesem Fall
wire es erforderlich, Modelle in der genomischen Vorhersage geschlechtsspezifisch zu formulieren und anzupassen.

Abstract

While for several complex traits in Drosophila melanogaster it is possible to predict the phenotype based on the
whole genome sequence, this is not possible for the complexly inherited fitness trait Chill Coma Recovery. To elucidate
this surprising phenomenon, different additive and/or epistatic models with a marker-preselection were used in a data
set of 176 genome-wide sequenced and precisely phenotyped lines of the “Drosophila melanogaster Genetic Refer-
ence Panel”. Pairwise interacting epistatic effects were modelled with a newly developed approach, and the accuracy
of prediction was assessed with a leave one out cross-validation. Results showed that models with very different ge-
netic trait architectures provided the most accurate prediction for the phenotypes expressed by males and females of
the same inbred line: In male animals a single major gene and many (around 3000) pairwise interacting SNPs yielded
the best prediction, while in females the best model comprised 4-5 main effects and just around 30 interacting SNP
pairs. In both sexes, the optimal model yielded a prediction accuracy of > 0.4, respectively. From this study in
Drosophila melanogaster one may derive the question, whether complex traits that are measured in both sexes of
farm animals (e.g. growth traits) are affected by the same or different genetic architectures. In the latter case, sex-
specific models for genomic prediction may yield an improved prediction accuracy.

1 Abteilung Tierzucht und Haustiergenetik, Department fiir Nutztierwissenschaften, Georg-August-Universitit
Gottingen, Bundesrepublik Deutschland.
2 Department of Genetics, North Carolina State University, Raleigh, NC, USA.
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1. Einleitung

In einer friiheren Studie (OBER et al. 2012) konnte gezeigt werden, dass fiir zwei komplexe
Merkmale (Starvation Resistance und Startle Response) bei Drosophila melanogaster der
Phinotyp erfolgreich auf Grundlage der gesamten Genomsequenz mit einem additiven Modell
vorhergesagt werden kann. Fiir ein drittes Merkmal Chill Coma Recovery gelang dies nicht,
obwohl die Heritabilitit im weiteren Sinne fiir dieses Merkmal in einer dhnlichen GroBenord-
nung lag wie bei den anderen Merkmalen. Im vorliegenden Beitrag wird beschrieben, dass
auch fiir dieses Merkmal mit differenzierten genetischen Modellen eine erfolgreiche Vorher-
sage moglich ist und dass diese Modelle einen Einblick in eine geschlechtsdifferenzierte ge-
netische Merkmalsarchitektur geben.

2. Material

Die Untersuchungen erfolgten an 176 Inzuchtlinien des Drosophila Genetics Reference Panel
(DGRP, MACKAY et al. 2012). Alle Linien sind vollstindig sequenziert, und es standen ca. 2,5
Millionen polymorphe Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs — engl. Single Nucleotide Po-
lymorphisms) zur Verfiigung. In jeder Linie wurden etwa 100 ménnliche und 100 weibliche
Individuen fiir das Merkmal Chill Coma Recovery (CCR) phinotypisiert. Hierbei werden
adulte Individuen unter standardisierten Bedingungen zunichst eingefroren, und anschlieBend
wird erfasst, wie lange es dauert, bis die Individuen sich wieder bewegen. Aus der Varianz
zwischen Linien wurde fiir dieses Merkmal eine Heritabilitiit im weiteren Sinne von H? = 0,37
geschitzt.

3. Methoden und Ergebnisse

Unter Verwendung der in OBER et al. (2012) dargestellten Methoden wurde fiir das Merkmal
CCR eine sequenzbasierte genomische Vorhersage mit dem Verfahren ,,Genomic BLUP*
(GBLUP, VaN RADEN 2008), getrennt fiir beide Geschlechter, durchgefiihrt. Die empirische
Genauigkeit wurde mittels einer fiinffachen Kreuzvalidierung mit 20 Wiederholungen anhand
der Korrelation zwischen vorhergesagtem und gemessenem Phénotyp bestimmt. Diese Kor-
relation war iiber beide Geschlechter hinweg und nur fiir die ménnlichen Phinotypen negativ
(0,04 bzw. —0,14), nur fiir die weiblichen Phénotypen ergab sich eine leicht positive Korre-
lation (0,05). Insgesamt ist allerdings auf Grundlage dieser Ergebnisse festzustellen, dass mit
dem additiven Modell eine Vorhersage der Phénotypen nicht mdoglich ist. Naheliegende Er-
kldrungsmoglichkeiten, wie eine mogliche Schiefe der Verteilung oder der Einfluss von Aus-
reilern, konnten ausgeschlossen werden.

Den weiteren Analysen liegt das Verfahren der Leave-one-out-Kreuzvalidierung (LooKv)
zu Grunde, es wurden also von den 176 Linien jeweils 175 Linien zur Modellentwicklung
verwendet, um dann den Phénotyp der 176. Linie vorherzusagen. Dies wurde 176 Mal wie-
derholt, so dass jede Linie genau einmal vorhergesagt wurde und damit iiber alle Linien die
Korrelation zwischen Vorhersage und Phinotyp berechnet werden konnte.

Dieses Verfahren erbrachte fiir das additive Modell keine anderen Ergebnisse. Wihrend
fiir den weiblichen Phénotyp die empirische Genauigkeit leicht positiv war (0,059), war fiir
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den ménnlichen Phinotyp die Genauigkeit nicht zu bestimmen, weil in den meisten Wieder-
holungen der Schitzwert fiir die additiv-genetische Varianz 0 war.

DE Los CamPos et al. (2013) haben gezeigt, dass fiir die Vorhersage von weitgehend un-
verwandten Individuen eine Variablenselektion vorteilhaft ist. Allerdings war es mit der vor-
liegenden SNP-Dichte nicht méglich, Standardverfahren aus der Tierzucht, wie z. B. BAYES
B (MEUWISSEN et al. 2001), zu implementieren. Es wurde daher ein neues Verfahren entwickelt
und angewandt, in dem nicht wie in GBLUP alle SNPs mit gleicher Gewichtung in die Schit-
zung eingingen, sondern SNPs mit hoher Relevanz fiir das Merkmal ausgewihlt wurden. Nur
diese wurden dann in die Schitzung einbezogen. Hierzu wurde zunichst der SNP-Datensatz
reduziert, so dass nur die 1,87 Millionen SNPs verwendet wurden, deren Frequenz des seltenen
Allels (Minor Allele Frequency, MAF) grofer als 0,05 war. Danach wurde in jedem Trainings-
datensatz der LooKv jeweils eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS) mit einer ,,Single
Marker Regression” (ERBE et al. 2011) durchgefiihrt. Danach wurden in die Phénotypenvor-
hersage mit dem GBLUP-Modell nur diejenigen SNPs einbezogen, deren Signifikanzniveau
den Schwellenwert 10* unterschritt, wobei x variiert wurde. Die Ergebnisse fiir die Vorhersa-
gegenauigkeit in Abhéngigkeit von dem gewihlten Schwellenwert sind in Abbildung 1 dar-
gestellt.
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Abb. 1 Vorhersagegenauigkeit des additiven Modells mit Vorauswahl der SNPs mittels einer genomweiten Assozia-
tionsstudie in Abhingigkeit vom Schwellenwert x fiir (A) weibliche und (B8) ménnliche Individuen.

Sowohl fiir médnnliche als auch fiir weibliche Individuen ergibt sich bei optimaler Wahl des
Schwellenwerts x eine empirische Genauigkeit der Vorhersage > 0.4. Der optimale Wert stellt
sich bei den weiblichen Individuen bei einem Schwellenwert von p = 10*° ein, womit im
Durchschnitt iiber alle 176 Wiederholungen 4-5 signifikante SNPs ausgewihlt werden. Bei
den minnlichen Tieren hingegen liegt der optimale Schwellenwert bei p = 10, und es wird
nur ein einziger SNP fiir die Vorhersage verwendet. Sobald zu diesen aussagekriftigen SNPs
weitere weniger aussagekriftige SNPs hinzugenommen werden, féllt die Vorhersagegenauig-
keit ab und pendelt sich um den Wert ein, der mit dem gesamten SNP-Datensatz erreicht wird.
Dieses Muster entspricht den theoretischen Erwartungen und bestitigt die Hypothese von DE
Los CAMPOS et al. (2013).

Nova Acta Leopoldina NF 179, Nr. 404, 91-97 (2016) 93



Henner Simianer, Ulrike Ober, Wen Huang und Trudy Mackay

Da die Analysen der individuellen Phédnotypen fiir das Merkmal CCR Hinweise auf epi-
statische Genwirkungen erbrachten, wurde als nichstes gepriift, ob verschiedene epista-
tische Modelle zu einer besseren Vorhersage fiihren. Hierzu kamen drei Modelle zum
Einsatz:

— Modell 1: Es wurde eine additiv x additiv-Komponente in das GBLUP-Modell eingefiihrt,
deren Kovarianzstruktur als Hadamard-Produkt der genomischen Verwandtschaftsmatrix
G mit sich selbst berechnet wurde, also G#G.

— Modell 2: Es wurde zunéchst eine genomweite epistatische Assoziationsanalyse durchge-
fiihrt. Dann wurde mit den SNPs, die signifikant zu epistatischen Interaktionen beitragen,
eine additiv genomische Verwandtschaftsmatrix G* berechnet, anschlieBend wurde die re-
duzierte epistatische Verwandtschaftsmatrix G*#G* aufgestellt und im Vorhersagemodell
verwendet.

— Modell 3: Wie in Modell 2 wurde zunichst eine genomweite epistatische Assoziations-
analyse durchgefiihrt. Danach wurde fiir jedes epistatisch interagierende SNP-Paar i, j fiir
jeden der beiden SNPs eine genomische Verwandtschaftsmatrix Gi und Gj aufgestellt, da-
nach wurde das Hadamard-Produkt Gi # Gj dieser beiden Matrizen berechnet und iiber
alle signifikanten epistatischen SNP-Paare gemittelt. Dieser Ansatz ist eine Erweiterung
der von ASTLE und BALDING (2009) vorgeschlagenen additiven genomischen Verwandt-
schaftsmatrix.

Fiir die in Modell 2 und 3 vorgeschaltete epistatische GWAS wurde der SNP-Datensatz zu-
néchst auf die 672636 SNPs reduziert, die eine MAF > 0,15 hatten. Damit musste aber immer
noch in jeder der 176 LooKv-Wiederholungen eine epistatische GWAS mit 2,2 x 10" SNP-
Paaren durchgefiihrt werden. Es wurden nur additiv x additive-Interaktionen gepriift, da es
sich bei dem Material um vollstindig homozygote Inzuchtlinien handelte und somit keine Do-
minanzeffekte und daher auch keine Interaktionskomponenten mit Dominanzabteil geschitzt
werden konnten.

Die epistatischen Modelle unterscheiden sich in der Art und Anzahl der additiv x additiv-
Interaktionen, die sie fiir die Schitzung beriicksichtigen. Im Modell 1 werden die Interaktionen
jedes SNPs mit jedem anderen SNP modelliert. Da keine Modellauswahl stattfindet, sind dies
also 2,2 x 10" Interaktionen. In Modell 2 und 3 findet eine variable SNP-Vorauswahl statt.
Werden hier N signifikante SNP-Paare ausgewihlt, beriicksichtigt Modell 2 die 2N (2N-1)/2-
Interaktionen aller ausgewéihlten SNPs untereinander, mit z. B. N = 3000 Paaren, wéren das
immer noch ca. 18 Millionen Interaktionen. Zu beachten ist hier, dass in diesem Modell fiir
einen SNP x die Interaktion mit allen anderen ausgewihlten SNPs modelliert wird, auch wenn
SNP x nur mit einem anderen SNP y signifikant interagiert. In Modell 3 werden hingegen nur
genau die N paarweisen Interaktionen im Vorhersagemodell beriicksichtigt, die unter dem vor-
gegebenen Schwellenwert signifikant sind.

In der LooKyv fiihrten Modell 1 und Modell 2 zu keiner Verbesserung der Vorhersage-
genauigkeit gegeniiber dem additiven Modell. Hingegen erbrachte Modell 3 in Abhédngigkeit
vom gewihlten Schwellenwert eine deutliche Verbesserung der genomischen Vorhersage
(Abb. 2) mit einer Korrelation von 0,35 in beiden Geschlechtern. Bei den weiblichen Tieren
erwies sich ein Schwellenwert von p = 1073 als optimal, womit im Durchschnitt 30 SNP-
Paare in die Schitzung einbezogen wurden, bei den ménnlichen Tieren war der optimale
Schwellenwert p = 107", und es wurden mit 3232 SNP-Paaren deutlich mehr Interaktionen
ausgewihlt.
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Abb. 2 Vorhersagegenauigkeit des epistatischen Modells 3 mit Vorauswahl der SNPs mittels einer genomweiten
epistatischen Assoziationsstudie in Abhédngigkeit vom Schwellenwert x fiir (A) weibliche und (B) ménnliche Indi-
viduen.

SchlieBlich wurde noch gepriift, ob eine weitere Verbesserung der Vorhersage mit einer Kom-
bination des optimalen epistatischen Modells mit dem optimalen additiven Modell (mit Vor-
auswahl der SNPs auf Basis einer GWAS) zu erreichen ist. Wie aus Abbildung 3 deutlich wird,
ist dies insbesondere bei den méannlichen Tieren der Fall, wiahrend bei den weiblichen Tieren
die maximale Genauigkeit nur unwesentlich erhoht wird.

_ A i B
0,4 /fﬁ = 04 -
024 / 0,2 y

0,01 '. 0,0- _ i %

Vorhersagegenauigkeit
™
.
“': k]
|
i
Vorhersagegenauigkeit
- Sev
)
™ L ]
2

& 'S .,
-0,29 « additive Al o 0,29 ¢ additve " . | o
* Additive + Epishtisc%#mm * Additive + Eﬁislﬁ‘tische Paare ';

4 7 6 5 -4 3 =2 4 7 6 5 -4 -3 -2

Exponent x Exponent x

Abb. 3 Vorhersagegenauigkeit des additiven Modells mit Vorauswahl der SNPs mittels einer genomweiten Assozia-
tionsstudie in Abhingigkeit vom Schwellenwert x fiir (A) weibliche und (B) méannliche Individuen ohne (helle Kurven)
und mit (dunkle Kurven) Kombination mit der optimalen Variante des epistatischen Modells 3.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse legen nahe, dass das Merkmal Chill Coma Recovery bei ménnlichen und weib-
lichen Tieren auf unterschiedliche Weise genetisch reguliert ist. Wihrend bei den ménnlichen
Tieren ein Hauptgen und sehr viele (ca. 3000) interagierende Loci der genetischen Variation
zu Grunde liegen, wird das gleiche Merkmal bei weiblichen Tieren von 4-5 Hauptgenen und
relativ wenigen (ca. 30) interagierenden Loci gesteuert. Weitergehende Analysen (OBER et al.
2014) haben ergeben, dass die informativen Marker in beiden Geschlechtern zwar grundsitz-
lich in den gleichen Pathways liegen, die Effizienz dieser metabolischen Prozesse jedoch an-
scheinend iiber unterschiedliche Teile der Pathways in den beiden Geschlechtern genetisch
reguliert wird.

Fiir die Zucht landwirtschaftlicher Nutztiere wirft dieses Ergebnis die Frage auf, ob man
grundsitzlich davon ausgehen sollte, dass das gleiche Merkmal bei ménnlichen und weiblichen
Tieren der gleichen genetischen Regulierung unterliegt. Wihrend viele relevante Merkmale
bei Nutztieren (z. B. Milchleistung, Legeleistung, Reproduktionsmerkmale) geschlechtsbe-
grenzt sind, werden insbesondere Merkmale der Mastleistung hiufig von ménnlichen und
weiblichen Tieren erbracht. Es liegen nur wenige Untersuchungen zur genetischen Korrelation
zwischen solchen Merkmalen vor (siehe z. B. EISEN und LEGATES 1966, DEL CASTILLO 2005),
die in der Regel nahe bei 1 liegen. Jedoch war auch in der vorliegenden Studie die Korrelation
zwischen den Mittelwerten der weiblichen und der ménnlichen Individuen der gleichen In-
zuchtlinie fiir das Merkmal CRR r = 0,87. Trotzdem war es im vorliegenden Fall nicht moglich,
mit einem mit den méinnlichen Phénotypen trainierten Modell die weiblichen Phénotypen vor-
herzusagen und umgekehrt. Aus diesen Beobachtungen ldsst sich die Hypothese ableiten, dass
in geeigneten Populationen (z. B. Mastschweine, Fleischrinder oder Mastgefliigel) die geno-
mische Vorhersage fiir Mast- und Schlachtleistungsmerkmale von Tieren des einen Ge-
schlechts (im Trainingsset) auf Tiere des anderen Geschlechts (im Validierungsset) eine
deutlich geringere Genauigkeit hat, als wenn Modellentwicklung und -validierung im gleichen
Geschlecht erfolgen. Dies sollte insbesondere dann zutreffen, wenn ein Verfahren der genom-
sichen Zuchtwertschitzung mit Variablenselektion (z. B. BAYES B) verwendet wird. Diese
Hypothese muss allerdings noch empirisch iiberpriift werden.
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Wie sieht die moderne Universitit des 21. Jahrhunderts aus? Im Spannungsfeld des Bo-
logna-Prozesses und der Exzellenzinitiative, die bereits starke Umbriiche in den deut-
schen Universitidten bewirkten und im Rahmen von vertikalen und funktionalen
Differenzierungen die Voraussetzungen fiir die Entwicklung neuer Profile in Forschung
und Lehre geschaffen haben, steht der Bildungsauftrag von Universitdten zur Diskus-
sion.

Der tiefgreifende Verdnderungsprozess von der Universitit als Bildungsstitte einer
kleinen Elite hin zur Offnung der Hochschulen fiir fast jedes Gesellschaftsmitglied ist,
bei gleichzeitiger explosionsartiger Zunahme der Komplexitit einer global agierenden
Gesellschaft, der Ausgangspunkt aktueller Entwicklungen im Hochschulsystem. Einem
Diskurs zum Bildungsbegriff und der Neuinterpretation des klassischen Bildungsver-
stindnisses folgen Uberlegungen zu den Herausforderungen der Digitalisierung als einem
moglichen zukiinftigen Haupttreiber des Wandels im Bildungssystem sowie ein Gedan-
kenaustausch tiber die Wissenschaftskultur und notwendige Freirdume fiir neue Lehr-
und Lernformate.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Geschlechtsdetermination bei der Fischart

Tilapia (Oreochromis niloticus):

Von familienbasierten QTL-Studien, iiber Kandida-
tengene hin zu genomweiten Ansétzen

Stephan WESSELS,' Liane Magdalena LUHMANN,' Ina KRAUSE,'
Ahmad Reza SHARIFI,” Sawichaya RUEANGSRI,' Julia BECK,
Ekkehard ScHUTZ,” Gabriele HORSTGEN-SCHWARK ' und Christoph KNORR*

Zusammenfassung

Nilbuntbarsche (Oreochromis niloticus) sind weltweit die zweitwichtigste Aquakulturspezies. Bei der Produktion dieser
Fischart werden rein-minnliche Bestinde aufgrund des maternalen Maulbrutverhaltens und resultierendem Ge-
schlechtsdimorphismus zuungunsten der Weibchen bevorzugt. Bisher erfolgt die Erstellung eingeschlechtlicher Be-
stidnde fast ausschlieBlich iiber die Gabe synthetischer, minnlicher Hormone an die Fischbrut. Diese Methode konnte
zukiinftig von umweltfreundlicheren Temperaturprotokollen abgelost werden, denn bei Nilbuntbarschen gibt es neben
einer genetischen eine temperaturabhéngige Geschlechtsausprigung, die erblich ist. Die Voraussetzung fiir deren Nut-
zung ist eine einfache zuverlidssige Identifikation temperatursensibler Elterntiere, die bevorzugt die gewiinschten Nach-
kommengeschlechterverhiltnisse durch eine Temperaturbehandlung ermoglichen. Die Nutzung genetischer Marker in
Aquakulturzuchtprogrammen verkiirzt die Zeit zur Identifikation sensibler Tiere und macht eine Testung der Nach-
kommen weitgehend iiberfliissig, wodurch auch Kosten fiir die Aufzucht enorm reduziert werden konnten. Das Ziel
der hier vorgestellten Arbeiten war die Identifikation genetischer Marker oder Chromosomensegmente, die mit der
temperaturabhingigen Geschlechtsausprigung bei Nilbuntbarschen assoziiert sind. Stetige Kostenreduktionen bei
gleichzeitiger Effizienzsteigerung erméoglichen heutzutage den Einsatz von Hochdurchsatz-Sequenzierungstechnolo-
gien bei vielen Tierarten auch ohne vorhandenes Referenzgenom. Die vorliegende Studie beschreibt unter anderem
eine Variante des Genotyping-by-Sequencing, die zur Identifikation genomweiter Polymorphismen eingesetzt wurde
und stellt erste Ergebnisse dieses Ansatzes vor.

Abstract

Tilapia nowadays represents a mainstay of global aquaculture production, being the second most produced species
world-wide. Despite its sturdy character, sex control is one of the major issues during production. High fecundity and
maternal mouth brooding behaviour often result in dramatically stunted growth of cultured tilapia. Therefore sustainable
sex-control protocols, substituting the prevalent administration of synthetic hormones, to produce all-male tilapia are
required. Temperature-dependent sex reversal might be one mechanism to enable such eco-friendly approaches. Tem-
perature effects on the phenotypic sex of tilapia have been shown to be heritable. However, any large scale application
of this technique is hampered due to the time-consuming identification of temperature-responsive breeders, as it ne-
cessitates progeny testing at elevated temperatures. The identification of genetic markers that are associated with the
temperature-dependent phenotypic sex would greatly facilitate the introduction of this approach into current breeding
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programs. The advent of low prices and highly efficient genotyping platforms gives access to genome-wide data for a
large array of species, even without the existence of a reference genome. Here we describe how genotyping-by-se-
quencing facilitates to discover large numbers of genome-wide polymorphisms. First results are presented.

1. Geschlechtsdeterminierende Mechanismen hoherer Wirbeltiere

Das Verstindnis der geschlechtsdeterminierenden Mechanismen bleibt besonders bei Fischen
weiterhin eine groe Herausforderung fiir die Wissenschaft. Verschiedene geschlechtsdeter-
minierende Mechanismen sind verantwortlich fiir die Auspriagung des Verhéltnisses von Ménn-
chen zu Weibchen (Populationsgeschlechterverhiltnisses), das entscheidend fiir die
Uberlebensfihigkeit und Stabilitiit einer Population ist. Bisher wurden bei den Wirbeltieren
genetische (GSD) oder umweltabhédngige (ESD) bzw. temperaturabhédngige (TSD) Mechanis-
men der Geschlechtsdetermination beschrieben (SARRE et al. 2011, 2004, QUINN et al. 2011).

Sduger bzw. Vogel weisen mit einer méinnlichen (XY/XX) bzw. weiblichen Heterogametie
(WZ/ZZ) stabile chromosomale Systeme der Geschlechtsdetermination auf. Bei den Sdugern
wird das Geschlecht, bis auf wenige Ausnahmen, bei der Befruchtung durch die Prasenz oder
Abwesenheit des Y-chromosomalen Gens Sry (Sex Determining Region on the Y Chromosome)
unwiderruflich bestimmt (SINCLAIR et al. 1990). Die Phase der Geschlechtsdetermination findet
bei Sdugern und Vogeln bei sehr kontrollierten Umgebungstemperaturen statt. Bei Vogeln
scheint die Geschlechtsdetermination in Abhédngigkeit der Dosis des Gens Dmrtl (Double-
sex- and mab3-related transcription factor 1), das auf den Z-Chromosomen liegt, zu erfolgen
(SMITH et al. 2009).

Im Gegensatz dazu gibt es bei wechselwarmen Tieren, d. h. den Amphibien, den Reptilien
und vor allem den Fischen, eine beeindruckende Bandbreite der geschlechtsdeterminierenden
Systeme. Ménnliche (XY, XXY) oder weibliche (WZ, WZZ oder WWZ) Heterogametie wur-
den bei Schildkroten oder Schlangen beschrieben, wohingegen die Existenz beider Systeme
bei Eidechsen und Fischen beobachtet wurde (SARRE et al. 2004). Bei Fischen konnen zudem
komplexere Systeme mit multiplen Geschlechtschromosomen (X, W und Z) innerhalb einer
Spezies (z. B. Xiphorous maculatus) existieren (SCHARTL 2004). Mehr als 1700 Fischarten
wurden bisher zytogenetisch charakterisiert. Davon weisen 176, d. h. 10,4 %, zytogenetisch
unterscheidbare Geschlechtschromosomen auf (DEVLIN und NAGAHAMA 2002). In die Ge-
schlechtsdetermination involvierte Gene konnen dabei {iber das gesamte Genom verteilt, auf
einzelne Chromosomen oder auf einen einzigen Locus beschrinkt sein (DEVLIN und NAGA-
HAMA 2002). Nur bei wenigen Fischarten konnte ein allein geschlechtsbestimmendes Gen ge-
funden werden, wie z. B. Dmy (Y-specific DM-domain gene) beim Medakafisch (Oryzias
latipes) (MATSUDA et al. 2002, NANDA et al. 2002), AmhY (Y chromosome specific anti-Miil-
lerian hormone) beim patagonischen Ahrenfisch (Odonthestis hatcheri) (HATTORI et al. 2010),
Gsdf (gonadal soma derived growth factor on the Y chromosome) beim Reisfisch (Oryzias lu-
zonensis) (KAMIYA et al. 2012), Amhr2 (anti-Miillerian hormone receptor type II) beim Ku-
gelfisch (MYOsHO et al. 2012) und sdY (sexually dimorphic on the Y chromosome) bei der
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) (YANO et al. 2012).

Bei vielen Fischarten wurde zudem eine temperaturabhédngige Geschlechtsauspriagung be-
schrieben. Nachdem beim neuweltlichen Ahrenfisch 1981 bei Feld- und Laborversuchen eine
temperaturabhédngige Geschlechtsauspriagung festgestellt wurde, konnte diese Form der Ge-
schlechtsdetermination seither bei mehr als 60 Fischarten nachgewiesen werden (BAROILLER
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et al. 2009). Oftmals gibt es wenige Hinweise auf genetische Unterschiede zwischen ménnli-
chen und weiblichen Tieren mit temperaturabhéngiger Geschlechtsausprigung. Erste Unter-
schiede zwischen Geschlechtern treten oft aufgrund von Fluktuationen in der Umwelt-
temperatur auf, die zu unterschiedlichen Ausprigungen des phinotypischen Geschlechts und
des Geschlechterverhiltnisses fiihren konnen. Eine thermolabile Phase geht oft mit der Ge-
schlechtsdifferenzierung einher. Die Geschlechtsdetermination findet bei den (hoheren) Wir-
beltieren allerdings oft bereits mit der Befruchtung der Eizelle statt. Dieses genetische
Programm kann jedoch durch die umweltabhéngigen Faktoren beeinflusst oder sogar aufler
Kraft gesetzt werden.

2. Temperaturabhiingige Geschlechtsdetermination bei Oreochromis niloticus

Die Tilapien der Gattung Oreochromis stellen eine hervorragende Modellfischart zur Unter-
suchung der Evolution der geschlechtsdeterminierenden Mechanismen bei Fischen und ande-
ren Vertebraten dar. Die Ausprigung des phinotypischen Geschlechts wird primér iiber
Geschlechtschromosomen mit weiblicher (WZ/ZZ wie bei O. aureus) oder miannlicher
(XY/XX wie bei O. niloticus) Heterogametie bestimmt. Deren Wirkung kann jedoch durch
autosomale Faktoren in bestimmten allelen Konfigurationen iiberlagert werden (MUELLER-
BELECKE 1995, BAROILLER et al. 2009, WESSELS et al. 2014).

Als Umweltfaktor hat ferner die Wassertemperatur einen starken Einfluss auf die phino-
typische Geschlechtsauspriagung. Ab einer Wassertemperatur von 32 °C kann eine funktionelle
Verminnlichung genetisch weiblicher (XX) Nachkommenschaften erfolgen (BAROILLER et al.
1995). Temperaturbehandlungen waren effektiv, wenn sie beginnend am 10. Tag nach der Be-
fruchtung (dpf) fiir 10 Tage oder ldnger appliziert wurden (BAROILLER et al. 1995, TESSEMA et
al. 2006, WESSELS und HORSTGEN-SCHWARK 2007, 2011). Eine gleich lange Behandlung (10
Tage) beginnend mit dem 7. Tag nach Befruchtung hatte hingegen keinen signifikanten Effekt
auf die Geschlechterverteilung (BAROILLER et al. 1995). In dem zuvor genannten Zeitfenster
(10-20 dpf) konnen auch andere externe Faktoren, wie z. B. Hormone und Aromataseinhibi-
toren, zu einer funktionellen Geschlechtsumkehr fithren (NAKAMURA et al. 1998, BAROILLER
et al. 1999, GUIGUEN et al. 2010).

TESSEMA et al. (2006) zeigten, dass temperaturabhédngige Geschlechterverhiltnisse in Fa-
milien von O. niloticus stark zwischen und innerhalb von Populationen variierten. Weiterhin
zeigten deren Untersuchungen eine hohe Reproduzierbarkeit der temperaturabhingigen Ge-
schlechterverhiltnisse und wiesen auf die Erblichkeit dieses Merkmals hin. Diese Annahme
konnte anhand eines Selektionsexperiments von WESSELS und HORSTGEN-SCHWARK (2007)
tiberpriift und bestétigt werden, da diese nach zwei Generationen durch Selektion auf den
Minnchenanteil in Temperaturbehandlungsgruppen (36 °C fiir 10 Tage) einen prozentualen
Anteil von 89,7 %, im Vergleich zur Ausgangssituation von 65,6 %, erzielten (Tab. 1). Glei-
chermalien konnte durch Selektion eine Verringerung des Minnchenanteils auf 53,9 % (Nied-
rig-Linie) erreicht werden. Eine realisierte Heritabilitit von 0,78 (als das Mittel der beiden
Linien) spiegelt einen hohen Selektionserfolg wider, der in Populationsstandardabweichungen
ausgedriickt 0,8 bzw. 0,5 betrug. In der dritten Selektionsgeneration konnte der Mannchen-
anteil auf 93 % erhoht (Hoch-Linie) werden. In der Niedrig-Linie verdnderte sich das
Geschlechterverhiltnis ebenfalls weiter und wies eine 1:1 Verteilung auf (WESSELS und HORST-
GEN-SCHWARK 2011). Dieses Selektionsexperiment zeigte erstmalig, dass bei gemischtge-
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schlechtlichen Populationen (XX/XY) von O. niloticus, ausgehend von einer verménnlichen-
den Wirkung (65,6 % Minnchen) der Temperaturbehandlung (36 °C fiir 10 Tage), die Sensi-
tivitdt so verandert werden konnte, dass in der Hoch-Linie die Produktion fast rein-ménnlicher
Nachkommenschaften (93 %; n = 6 Familien > 95 % Minnchen; n = 2 Familien mit 100 %
Minnchen und n = 103 und n = 104 gesexten Fische) moglich ist. In der Niedrig-Linie fiihrte
die Temperaturbehandlung in der dritten Selektionsgeneration in 9 von 20 Familien (n = 2
signifikant verschieden von 50:50) zur Verweiblichung der Tiere.

Tab. 1 Minnchenanteile in den Behandlungsgruppen (36 °C/10 Tage) und Kontrollen (28 °C) nach drei Selektions-
generationen (SG)

Generation Linie UR n a UR n I
% gesexte % % gesexte %
Fische 36 °C/10 Tage Fische 28°C

Basispopulation 76,6 n. s. 2720 65,6+ 17,1 75,5 2749 5L6+7,4
SG 1(n = 66) hoch 77,1 n.s. 5788 71,7¢ + 14,8 76,3 5649 49,9 £5,1
(n=72) niedrig 75,7 n.s. 6568 65,3+ 12,8 76,2 6423 49,8 £4,5
SG 2(n=26) hoch 75,2 n.s. 1803 89,7+ 8,9 74,0 1702 50,4 +5,7
(n=13) niedrig 74,5n.s. 1065 53,9b +9,2 72,9 1029 48,8 + 8,1
SG3(n=13) hoch 85,1 n.s. 1086 93,0°+6,7 76,4 942 53,5%+ 8,7
(n=20) niedrig 817 n.s. 1554 49,3+9.8 71,5 1430 5L5+5,1

(Daten aus WESSELS und HORSTGEN-SCHWARK 2007, 2011; n = Anzahl Familien; UR = Uberlebensrate in %;
& = Minnchenanteil in %; ¢* = Abweichung von der entsprechenden Kontrolle; b = signifikant < 0,001; ¢ = signifikant
=<0,0001; * = signifikant verschieden von 1:1 < 0,05)

Neben den iiber das Selektionsexperiment erhaltenen klassischen Genotypen (XX-Weibchen
und XY-Minnchen) konnten funktionelle Milchner (XX) aus fiinf temperaturbehandelten
(36 °C/10 Tage) Familien der Hoch-Linie iiber Nachkommentestung identifiziert werden.
Nachkommengruppen dieser hochsensiblen funktionellen Milchner aus Anpaarungen mit XX-
Rognern wiesen bei einer Haltungstemperatur von 28 °C Minnchenanteile von 0 % auf (LUH-
MANN et al. 2009).

3. Genetische Geschlechtsbestimmung (GSD) bei O. niloticus und genetische Marker

Die erste genetische Karte von Tilapien enthielt 525 Mikrosatelliten und 21 genbasierte Marker
und erstreckte sich iiber 1311 centi-Morgan (cM), die zu 24 Kopplungsgruppen zugeordnet
wurden. Als Kartierungspopulation diente eine F,-Familie, die aus den Spezies O. niloticus
und O. aureus hervor ging (LEE et al. 2005). Einige der in den Kopplungsgruppen 1, 3 und 23
lokalisierten Mikrosatellitenmarker weisen bei Tilapien in Rein- bzw. in Kreuzungszucht (O.
niloticus, O. aureus, O. niloticus X O. aureus und O. aureus x O. mossambicus) eine Assozia-
tion mit dem phénotypischen Geschlecht auf, wenn alle Tiere bei einer Temperatur von etwa
28 °C aufgezogen wurden (SHIRAK et al. 2002, LEE et al. 2003, CNAANI et al. 2004, 2008, KA-
RAYUCEL et al. 2004, LEE und KOCHER 2005, CNAANI und KOCHER 2008). Der geschlechtsbe-
stimmende Hauptfaktor (XX/XY) der genetischen Geschlechtsdeterminierung von O. niloticus
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lag bei dieser ersten genetischen Karte bei 34,9 cM der Kopplungsgruppe 1 zwischen den Mi-
krosatelliten UNH995 und GM201 (CNAANI et al. 2008). Bei Kreuzungszuchten von O. aureus
und O. mossambicus konnte auch auf der Kopplungsgruppe (LG) 23 in der Nihe der Mikro-
satelliten UNH848 und UNHS879 ein QTL (Quantitative Trait Locus) fiir die chromosomale
Geschlechtsdetermination identifiziert werden (CNAANI et al. 2004). Die Gene Amh (anti-Miil-
lerian hormone) und Dmrta2 (Doublesex- And Mab-3-Related Transcription Factor family
A2) wurden in einem Abstand von nur 5 bzw. 4 ¢cM zu diesen Mikrosatelliten kartiert (SHIRAK
et al. 2006). Sowohl Amh als auch Dmrta2 gelten daher als Kandidatengene der Geschlechts-
determination bei Tilapien (SHIRAK et al. 2006). CNAANI et al. (2008) schlieBen zusammen-
fassend auf eine starke genetische Geschlechtsdeterminierung bei O. niloticus, neben der aber
eindeutig andere genetische und/oder Umweltfaktoren aktiv sind.

In aktuellen Arbeiten konnte der genetische Hauptfaktor weiter eingegrenzt und ein auto-
somaler QTL auf LG 20 identifiziert werden (PALAIOKOSTAS et al. 2013, 2015). Die Autoren
typisierten grole Anzahlen von SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) mittels restriction
site associated sequencing (Rad-seq) (BAIRD et al. 2008). Auf der neu berechneten genetischen
Karte konnte der Hauptgeschlechtsfaktor in LG 1 in einem 3 cM groflen Bereich lokalisiert
werden. Dieser Bereich enthilt 10 annotierte Gene, neben 14 Chromosomenbereichen, die
durch die Genomsequenzierung bisher nicht abgedeckt wurden. Die Autoren entwickelten
dariiber hinaus Hochdurchsatz-Assays um drei in diesem Intervall liegende SNP zu typisieren
und konnten auf diese Weise den QTL populationsweit bestédtigen (PALAIOKOSTAS et al. 2013).

4. Die temperaturabhiingige Geschlechtsausprigung und genetische Marker

Auch die temperaturabhingige Geschlechtsausprigung wurde mittels QTL-Scan untersucht.
LUHMANN et al. (2012) fithrten Untersuchungen mit Familien durch, welche unter normalen
Aufzuchttemperaturen (28 °C) lediglich weibliche Tiere aufwiesen (genetisch rein-weiblich
mit XX-Hauptgeschlechtsfaktor). Diese von einer stark temperatursensiblen Linie (WESSELS
und HORSTGEN-SCHWARK 2007, 2011) abstammende Testpopulation entstand durch Anpaarung
temperaturbehandelter, funktioneller Milchner (XX) mit XX-Rognern. Nachkommen aus sechs
Vollgeschwistergruppen wurden bei 28 °C und 36 °C vom 10. bis zum 20. Lebenstag aufge-
zogen, und nach ca. 136 Tagen wurde das (phinotypische) Geschlecht bestimmt. AnschlieBend
wurden 180 Tiere der temperaturbehandelten Gruppen mittels 21 Mikrosatelliten auf den LG
1, 3 und 23 typisiert. Dabei wurden familienspezifische QTL auf LG 1, flankiert durch die Mi-
krosatelliten UNH995 und UNH104, auf LG 3 in der Nihe des Mikrosatelliten GM213, und
auf LG 23 nahe dem Mikrosatelliten GM283 detektiert. Aufgrund der Lokalisation des amh-
Gens auf LG 23 in der Nihe des von LUHMANN et al. (2012) kartierten QTL wurde dieses Kan-
didatengen nédher untersucht. WESSELS et al. (2014) nahmen dabei zunéchst eine vergleichende
Sequenzierung des amh-Gens vor, um allele Varianten festzustellen. Im Anschluss daran wurde
eine Stichprobe von temperaturbehandelten Tieren fiir vier segregierende SNP typisiert, und
es wurden Assoziationen mit dem phénotypischen temperaturabhiingigen Geschlecht unter-
sucht. Der SNP mit dem grof3ten Effekt auf die Auspriagung des phénotypischen Geschlechts
wurde im Anschluss an einer reprisentativen Stichprobe von 305 temperaturbehandelten
(36 °C, vom 10. bis 20. Lebenstag) und 125 Kontrolltieren (28 °C) getestet. In der Behand-
lungsgruppe mit im Mittel 40 % Minnchen konnten bei Prisenz des Genotyps CC des SNP
$s831884014 die hochsten Minnchenanteile verzeichnet werden (siche Abb. 1).
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Abb. 1 Beziehung zwischen Minnchenanteil und Genotyp von SNP ss831884014 im amh-Gen bei Tilapien in Ab-
hingigkeit der Aufzuchttemperatur vom 10.-20. Lebenstag (WESSELS et al. 2014)

Ebenso konnte auch in der Kontrollgruppe eine signifikant erhohte Wahrscheinlichkeit fiir die
Ausprigung des médnnlichen Phinotyps bei Vorhandensein des CC-Genotyps festgestellt wer-
den. Im Mittel war jedoch in den Behandlungsgruppen der Effekt auf die Auspridgung des
ménnlichen Geschlechts um 31 % erhoht, verglichen mit den Kontrollen. Weitere Untersu-
chungen sind nun nétig, um eine funktionelle Untersuchung des SNP ss831884014 im amh-
Gen durchzufiihren und die Rolle in der geschlechtsbestimmenden Kaskade zu identifizieren.

5. Kandidatengene der genetischen und temperaturabhiingigen Geschlechtsausprigung

Trotz einer stark genetischen Geschlechtsauspragung bei normalen Aufzuchttemperaturen
(28 °C) ist die Temperatur in der Lage, die Wirkung dieser Faktoren zu iiberlagern, solange
die Gonaden nicht ausdifferenziert sind. Als funktionelle Kandidatengene der temperaturab-
hingigen Geschlechtsausprigung werden a priori Gene der Geschlechtsdetermination und
-differenzierung des Menschen herangezogen. Diese Gene werden ab einem bestimmten Sta-
dium in testes- und ovariendeterminierende Gene unterteilt. Allgemein wird trotz strukturell
unterschiedlicher Gonaden bei Vertebraten eine funktionelle Konservierung der geschlechts-
determinierenden und -differenzierenden Prozesse angenommen. Deshalb werden stromab-
wirts des geschlechtsbestimmenden Gens entwicklungsgeschichtlich dquivalente Prozesse
der geschlechtsdeterminierenden und -differenzierenden Kaskade vermutet.

Eine Reihe von orthologen, geschlechtsdifferenzierenden Genen der Sduger wurden bei Ti-
lapien mittels Real-time-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) untersucht (KLUEVER et al. 2007,
D’Cortta et al. 2008, Inrr et al. 2008, POONLAPHDECHA et al. 2011, 2013). Obwohl diese Gene
konserviert sind, traten viele rdaumliche und zeitliche Unterschiede der Expressionsmuster auf,
die unter Umstidnden auf eine andere Funktion und Regulation hindeuten (BAROILLER et al.
2009). Abbildung 2 fasst die Kinetik einiger funktioneller Kandidatengene bei genetischen
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Minnchen (XY), temperaturbehandelten funktionellen Mannchen (AXX) und bei normalen
Weibchen (XX) zusammen. Die thermolabile oder kritische Phase der phinotypischen Ge-
schlechtsausbildung befindet sich im Zeitraum von Tag 10 bis 20 dpf. Bei genetischen Médnnchen
erhohte sich im Zeitraum von Tag 9-15 besonders die Expression testisspezifischer Gene (Dmirtl,
Ambh), wihrend die Expression ovarienspezifischer Gene (Esr [estrogen receptor], Daxl [do-
sage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1],
FoxL2 [Fork head box protein L2]) abnahm. Im Gegensatz dazu erhohte sich die Expression
ovariendifferenzierender Gene wie FoxL2, DaxI und Cypl9a (Cytochrome-P450-Aromatase)
bei genetischen Weibchen, wihrend auch hier die Expression von Esr und SfI (splicing factor
1) sank. Bei funktionellen XX-Milchnern, die iiber eine Temperaturbehandlung verminnlicht
wurden, kam es erst 15-19 Tage dpf zu einer verstirkten Expression von Amh und Sox9 (Sex
Determining Region Y-Box 9). FoxL2 und Cypl9a, die ovarienspezifisch sind, werden in ihrer
Expression beginnend mit dem 17. Tag bis hin zum 26. Tag nach der Befruchtung stark unter-
driickt (D’Corrta et al. 2008, InrI et al. 2008, POONLAPHDECHA et al. 2011, 2013).

15 19 25 27 35
b 2 Il a4 Il b
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Abb. 2 Schematische Darstellung von Genexpressionsmustern in Tilapiengonaden von normalen Weibchen (XX,
Abb. unten), genetischen Minnchen (XY, Abb. oben) und temperaturbehandelten funktionellen Médnnchen (Abb.
Mitte). Der grof3e Pfeil reprisentiert die kritische Phase der Geschlechtsdifferenzierung. Weille Kreise stehen fiir ver-
weiblichende Gene, schwarze Kreise fiir vermédnnlichende Gene. Ein Plus-Zeichen bedeutet eine verstirkte Expres-
sion, ein Minus-Zeichen eine ausgehend vom Betrachtungszeitpunkt verminderte Expression (BAROILLER et al. 2009).
PGC = Primordiale Keimzellen.
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In aktuellen Arbeiten wurde das Transkriptom der Gonaden von Beginn der Geschlechtsdif-
ferenzierung bis hin zum adulten Tier bei genetisch weiblichen (XX) und ménnlichen (XY)
Tilapien untersucht (TAo et al. 2013). Insgesamt zeigte sich, dass in den Gonaden vom 5. bis
zum 180. Lebenstag insgesamt 21334 Gene exprimiert wurden. Davon waren 259 Gene nur
bei genetisch minnlichen Tieren und 69 nur bei genetisch weiblichen Tieren nachzuweisen.
Steroidogene Enzyme wurden wihrend der frithen Stadien (5 Tage nach Schlupf) lediglich
bei genetischen Weibchen produziert. Nach 90 Tagen verkehrte sich das Expressionsmuster
ins Gegenteil. Steroidogene Enzyme waren jetzt bei genetischen Ménnchen stark hoch regu-
liert. Daraus folgerten die Autoren, dass zu Beginn der Geschlechtsdetermination, entspre-
chend der kritischen Phase, Ostrogene bei genetisch weiblichen Tieren produziert werden,
jedoch keine Androgene bei genetisch minnlichen Tieren. Die stirkste Expression der Gene
der steroidogenen Achse wurde von Tag 30 bis 90 nach dem Schlupf beobachtet. Diese Phase
geht einher mit der ersten Keimzellmeiose bei Weibchen und Minnchen (KoBAYASHI und NA-
GAHAMA 2009). Besonders die permanent hohe Expression der gonadalen Form des Enzyms
Aromatase (Cypl9ala) deutet nach den Autoren auf dessen entscheidende Rolle fiir die Ex-
pression des geschlechtlichen Phinotyps und dessen Aufrechterhaltung hin. Kiirzlich besti-
tigten L1 et al. (2014) die entscheidende Rolle von Cypl9ala bei der temperaturabhiingigen
Geschlechtsausprigung. Bei beiden Geschlechtern wurde eine stark verminderte Expression
des Gens withrend der Haltung bei erhohten Aufzuchttemperaturen beobachtet. Gleichzeitig
wurde — bedingt durch die Temperaturbehandlung — eine verringerte Expression von Genen
der Gonadotropin-Achse (GTH und LH) sowie des Ostrogenrezeptors (Er) festgestellt. Des
Weiteren konnten Hitzeschockproteine und epigenetische Faktoren eine Rolle wihrend der
temperaturabhingigen Geschlechtsentwicklung spielen (L1 et al. 2014).

6. Aktuelle Ansitze zur Untersuchung der temperaturabhingigen Geschlechtsauspri-
gung mittels Einsatz von Genotyping-by-Sequencing-Technologien

Welche genetischen Faktoren eine temperaturabhingige Geschlechtsumwandlung bedingen
konnen, soll in aktuellen Untersuchungen mittels im Hochdurchsatz (genotyping by sequen-
cing) erzeugten SNP-Markern anhand von Kopplungsanalysen und populationsweiten Ansét-
zen geklirt werden. Als QTL-Kartierungspopulation wurde dazu eine F2-Population aus einer
Linienkreuzung zwischen einer stark und schwach temperatursensiblen Zuchtlinie genutzt
(LuHMANN et al. 2009). Neben den iiber das Selektionsexperiment von WESSELS und HORST-
GEN-SCHWARK (2007,2011) erhaltenen klassischen Genotypen (XX-Weibchen, XY-Ménnchen)
wurden funktionelle Milchner (XX) aus fiinf temperaturbehandelten (36 °C/10 Tage) Familien
der Hoch-Linie (> 93 % Minnchen) iiber Nachkommentestung identifiziert. Alle Nachkom-
mengruppen dieser stark temperatursensiblen, funktionellen Milchner aus Anpaarungen mit
XX-Rognern der Niedrig-Linie wiesen bei einer Haltungstemperatur von 28 °C Minnchen-
anteile von 0 % auf (LUHMANN et al. 2009). Daher dienten diese Tiere als Grundlage zur Er-
stellung einer genetisch rein-weiblichen Linie, die aufgrund hoher Temperatursensibilitiit hohe
Minnchenanteile in Behandlungsgruppen hervorbringt. Auf diese Weise konnte das Auftreten
minnlicher Tiere in den Behandlungsgruppen ausschlieBlich auf Temperatureffekte zurtick-
gefiihrt werden (mit Ausnahme von Tieren, die aufgrund von zufillig auftretenden Kombina-
tionen rezessiver autosomaler oder auch bisher nicht charakterisierten epigenetischen Faktoren
verménnlicht wurden).
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Fiir alle weiter beschriebenen molekulargenetischen Arbeiten wurde eine F2-Familie mit 144
Individuen inklusive der Elterntiere genutzt. Der Ménnchenanteil in dieser Kohorte betrug
68 % . Hervorzuheben dabei ist, dass sowohl beide Eltern als auch alle Nachkommen eine Tem-
peraturbehandlung bei 36 °C von Tag 10 bis Tag 20 nach der Befruchtung erfuhren.

Zur molekulargenetischen Analyse wurde ein Ansatz des sogenannten Genotyping-by-Se-
quencing gewihlt (double digest restriction site associated DNA sequencing ddRAD-seq; PE-
TERSON et al. 2012). Ziel dieses Ansatzes war es, gleichzeitig moglichst kosteneffizient eine
Vielzahl von Tieren an identischen Loci des Tilapiagenoms zu genotypisieren. Da das relativ
grofe Genom von Tilapien (927 GB) eine komplette Sequenzierung so vieler Tiere nicht er-
laubte, wurde mittels der Restriktionsenzyme EcoRI und Alul und anschlieBender, gezielter
Grofenselektion (~ 200-500 bp) der entstandenen Fragmente eine starke Reduktion des zu
sequenzierenden Anteils des Genoms vorgenommen.

Zunidchst wurde hochmolekulare DNA aus Flossenschnitten mittels des DNeasy Blood and
Mini Kits (Qiagen, Redwood City, CY, USA) gewonnen. Die Integritit der DNA wurde durch
Gelelektrophorese iiberpriift. AnschlieBend wurden 500 bis 1000 ng der DNA durch die Re-
striktionsenyme EcoRI (20000 U/ml) und Alul (10000 U/ml) (New England Biolabs, UK; NEB)
in einem Ansatz von 30 !l fiir 3 h bei 37 °C zum Verdau inkubiert. Zur individuellen Kenn-
zeichnung der DNA eines jeden Individuums wurde die DNA nun mit Adaptern jeweils am 5'
(EcoRI) und 3' (Alul) des entsprechend verdauten Fragments versehen. Jeder Adapter enthielt
eine bekannte fiinf Basenpaare lange Sequenz von Nukleotiden (Barcodes), die eine tierindi-
viduelle In-silico-Analyse von im Pool (Multiplex) sequenzierten Proben erlaubte. Insgesamt
wurden 24 verschiedene Barcodes eingesetzt. Da jedoch 144 Tiere sequenziert wurden, wurde
unter Zuhilfenahme zusétzlicher Barcodes, die spiter mittels PCR in die zu sequenzierenden
Fragmente eingefiigt wurden, ein weiteres Multiplexing moglich. Die so erstellten Bibliotheken
wurden im Anschluss mittels des Illumina HiSeq 2000- bzw. NextSeq500-Systems sequenziert.
Auf diese Weise wurden 398 Millionen hoch qualitativer Reads von 100 bp Linge erzeugt. Im
Anschluss wurde ein De-Multiplexing der tierindividuellen Reads durchgefiihrt, und alle Reads
wurden auf eine Linge von 95 Basenpaaren getrimmt. Als Referenzgenom diente die Version
Orenil 1.070 des Tilapiagenoms, welche aus der Datenbank Ensembl (www.ensembl.org) her-
unter geladen wurde. Alle 398 Millionen Reads wurden anhand des Programms Bowtie (LANG-
MEAD 2010) auf dem Referenzgenom kartiert. Die so erhaltenen BAM-Dateien (binary
representation of the sequence alignment format) wurden genutzt, um mittels des Programm-
pakets Genome Analysis Tool Kit GATK (MCKENNA et al. 2010) Polymorphismen im Vergleich
zum Referenzgenom zu identifizieren. Insgesamt wurden auf diese Weise 78252 Polymorphis-
men mit einer von der Software errechneten Qualitiit von > 499 (entspricht einer hohen Qualitit)
in der hier getesteten Tilapienpopulation festgestellt. Dies entspricht einer Verteilung von einem
Polymorphismus pro 11697 Basenpaare. Weiterhin teilten sich die Polymorphismen in 73777
SNP, 2311 Insertionen und 2164 Deletionen auf. Von besonderem Interesse sind dabei potentiell
merkmalsbeeinflussende Polymorphismen, die sich oft in Form von sinnverdndernden Muta-
tionen (Missense-Mutationen) innerhalb eines Gens (im exonischen Bereich) dufiern. Des Wei-
teren konnen auch andere Arten von Polymorphismen, wie z. B. unterschiedliche Spleilformen
von Genen, Insertionen, Deletionen oder auch Punktmutationen im Promotorbereich eines Gens
usw., ursidchlich fiir eine erhohte phinotypische Plastizitit sein. Die verschiedene Polymor-
phismen wurden mittels des Softwarepakets SNPeff auf ihre Effektklasse untersucht (CINGO-
LANI et al. 2012). In den hier vorgestellten Untersuchungen lag fast die Hilfte aller Mutationen
im intergenischen Bereich (47,2 %) (potentiell nicht merkmalsbeeinflussend; Abb. 3).
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Abb. 3 Verteilung der identifizierten SNPs im Tilapiagenom auf verschiedene Effektklassen. Die Einteilung wurde
mittels der Software SNPeff durchgefiihrt (CINGOLANI et al. 2012).

Etwa 29 % der Polymorphismen lagen in intronischen Bereichen. Lediglich 2.4 % der allelen
Varianten lagen in exonischen Bereichen und stellten sogenannte Missense-Mutationen dar.
Des Weiteren wurde ein Anteil von lediglich 0,011 und 0,024 % als das Spleilien von Genen
beeinflussend charakterisiert.

7. Ausblick

Die in der vorliegenden Studie identifizierten Polymorphismen werden in weiteren Arbeiten
auf statistisch signifikante Assoziationen mit der Auspragung des phinotypischen Geschlechts
bei erhohten Aufzuchttemperaturen gepriift. Dabei werden neben familienspezifischen QTL-
Kartierungen auch populationsweite Ansitze mit genomweiten Daten verfolgt. Weiterhin sind
diese Polymorphismen eine wertvolle Ressource fiir die Identifikation fixierter Regionen im
Genom von ménnlichen und weiblichen Tilapien, die auf die Entstehung von Geschlechts-
chromosomen hindeuten konnten.
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Paternale Wirkung von IGF2-Gen-Varianten
auf Produktionsmerkmale von Schweinerassen
in Russland

Olga KosTIUNINA,' Natalia ZINOVIEVA,' Lutz PLOBNER®
und Gottfried BREM® ML, wM OAW

Zusammenfassung

IGF-2 (insulindhnlicher Wachstumsfaktor-2) ist auf Grund seiner chromosomalen Lokalisation und paternalen Ex-
pression, seiner Auswirkungen auf die Myogenese und der Beteiligung an einer Vielzahl von Stoffwechselvorgéingen
und Differenzierungsprozessen als genetischer Marker interessant.

Polymorphismen vom IGF2-Gen wurden bei Schweinen russischer, weilrussischer, kanadischer und europdischer
Abstammung untersucht. Fiir kommerzielle Rassen und Kreuzungen sind hohe Frequenzen des Allels A und der AA-
Genotypen charakteristisch. Besonders hohe Frequenzen des gewiinschten Allels A (70 bis 100 %) wurden in Duroc-
europdischen und kanadischen Ursprungs und Yorkshire-Schweinerassen gefunden. Geringe Haufigkeit des A-Allels
und der AA-Genotypen in russischen und weiirussischen Schweinen sind wahrscheinlich eine Folge der bevorzugten
Selektion nach Fruchtbarkeitskriterien in dieser Rasse und der fehlenden BLUP-Zuchtwertschitzung.

Bei der Untersuchung von wirtschaftlich wertvollen Eigenschaften von Schweinen und deren Nachkommen auf
Basis von IGF2-Gen- Varianten zeigte sich, dass Individuen mit dem AA-Genotyp und ihre Nachkommen signifikant
niedrigere Riickenspeckdicken (bis zu 2 bis 7 mm) haben, eine grolere Wachstumsrate aufweisen und weniger Fut-
terkosten verursachen. Diese Tiere hatten eine groBere Riickenmuskelfliche (Differenzen betrugen bis zu 12,5 cm?).
Bei der Bewertung der Produktivitit von mehr als 5000 Nachkommen, die von verschiedenen Vitern stammten und
verschiedene Genotypen dieses Markers aufwiesen, zeigte sich, dass 1000 Schlachtschweine mit dem Genotyp AA
8,7 t mehr Lebendgewicht und 6,1 t mehr Schlachtkorper lieferten als solche mit Genotyp GG.

Abstract

IGF-2 (insulin-like growth factor-2) is a potentially useful genetic marker based on its chromosomal localization, its paternal
expression, and its effects on myogenesis. Furthermore, it is involved in several metabolic and differentiation processes.
Commercial pig breeds and their hybrids are characterized by high frequencies of the allele A and an AA genotype.

Polymorphisms of the IGF2 gene were investigated in pig breeds of Russian, Belarussian, Canadian, and European
origin. Particular high frequencies of the desired A allele (70—100 %) were found in Duroc breeds of European and
Canadian origin and in Yorkshire breeds. In contrast, lower frequencies of the A allele and the AA genotype were
identified in Russian and Belarussian pigs and are interpreted as a result of the preferred selection of fertility criteria
in that breed and due to the lack of a BLUP genetic evaluation.

The investigation of economically valuable traits in pigs and their offspring that is based on IGF2 gene variants
showed a significantly higher growth rate, a lower backfat thickness (up to 2-7 mm), and reduced feeding costs in
individuals with the AA genotype. These animals had also an increased back muscle area (differences < 12.5 cm?).
Assessing the productivity of > 5,000 offspring of different boars carrying different IGF2 genotypes, showed that
1000 pigs with AA genotype generated an additional 8.7 t of livewight and an additional 6.1 t of meat compared to
the wild-type GG genotype.

1 L.-K.-Ernst-Institut fiir Tierzucht, 142132 Moskauer Gebiet, St. Podolsk, Siedl. Dubrovitzy, H.60 (Russland).
2 Agrobiogen GmbH, Larezhausen 2-3, 86567 Hilgertshausen. B
3 Institut fiir Tierzucht und Genetik, VMU, Veterinérplatz 1, A-1210, Wien (Osterreich).

113



Olga Kostjunina, Natalia Zinovieva, Lutz Plobner und Gottfried Brem

1. Einleitung

Auf der Suche nach Quantitative Trait Loci (QTLs), die fiir die Unterschiede im Wachstum
und die Fetteinlagerung verantwortlich sind (siehe auch ANDERSSON et al. 1994, ANDERSSON-
EKLUND et al. 1998) wurde ein Locus gefunden, der Muskelentwicklung, Fettablagerungen
und HerzgréBe beeinflusst.

Dieser Locus befindet sich auf dem distalen Ende des Schweinechromosoms 2p (SSC2p)
und hat paternale Wirkung. IGF-2 (insulindhnlicher Wachstumsfaktor-2) wurde wegen seiner
chromosomalen Lokalisation, seiner paternalen Expression, seiner Auswirkungen auf die Myo-
genese und wegen seiner Beteiligung an einer Vielzahl von Stoffwechselvorgéingen und Dif-
ferenzierungsprozessen als Gen-Kandidat vorgeschlagen. Von dinischen Wissenschaftlern
durchgefiihrte Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Mutation des IGF2-Gens an Position
3072 (G — A) die Wachstumsrate und die Fettablagerung bei Schweinen erheblich beeinflusst
(VAN LAERE et al. 2003). Es wurde gefunden, dass dieses Gen paternale Wirkung auf die Pro-
duktivitit hat.

Dies bedeutet, dass sich bei den Nachkommen nur das Allel ausprigt, welches vom Vater
stammt. Der paternale Effekt des Gens erleichtert die Entwicklung von Zuchtstrategien we-
sentlich, weil es fiir das Erreichen eines positiven Effekts bei den Nachkommen geniigt, nur
die Eber zu testen und zu screenen. Der Einfluss von Genvarianten des IGF-2 auf die Fettab-
lagerung und das Wachstum von Muskelgewebe sowohl bei reinrassigen Schweinen (JEON et
al. 1999, NEzER et al. 1999, DE KONING et al. 2000), als auch bei verschiedenen experimen-
tellen Kreuzungen und kommerziellen Populationen (JUNGERIUS et al. 2004, ESTELLE et al.
2005, HEUVEN et al. 2005) wurde gezeigt.

Die Schweine, die das Allel A vom Vater geerbt haben, haben eine niedrigere Riicken-
speckdicke, mehr mageres Fleisch und einen 3 bis 4 % hoheren Fleischanteil des Schlacht-
korpers im Vergleich zu Schweinen mit dem G-Allel. Nach Angaben des kanadischen
Zentrums fiir Entwicklung der Schweinezucht (CCSI) hatten Schweine mit dem Genotyp AA
eine 7,1 mm geringere Riickenspeckdicke, 4,3 % mehr mageres Fleisch, eine um 7,4 mm ho-
here Muskelstéirke und eine 7,2 cm? groflere Riickenmuskelfldche im Vergleich zu Schweinen
mit dem Genotyp GG.

2. Ergebnisse

Im Zentrum fiir Molekulare Diagnostik des Forschungsinstituts fiir Tierzucht wurde ein Test-
system auf der Grundlage einer PCR-RFLP-Analyse erarbeitet, das eine Bestimmung der
IGF2-Gen-Varianten an Position G3072A ermoglicht. Die Untersuchung des Gen-Polymor-
phismus von IGF-2 wurde an 73 Schweinegruppen mit 3215 Tieren durchgefiihrt. Die Ta-
belle 1 zeigt die Haufigkeitsverteilung der IGF2-Allele bei den Schweinen verschiedener
Rassen.

Bei kommerziellen Rassen und Kreuzungen kommen das Allel A und der Genotyp AA
hiufig vor. Besonders hohe Frequenzen des gewiinschten Allels A (70 %—100 %) wurden in
der Schweinerasse Duroc europdischen und kanadischen Ursprungs und in der Rasse Yorkshire
gefunden. Dies ist offensichtlich die Folge der Intensivzucht auf Fleisch- und Mastmerkmale.
Bei Schweinen der Mutterrassen Large White und Landrasse ist Allel A mit entsprechend
53,17 + 1,0 % und 23,66 + 1,0 % viel seltener (Abb. 1).
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Tab. 1 Die Hiufigkeitsverteilung von Allelen und Genotypen des IGF2 bei Schweinen verschiedener Rassen

Schweine- Anzahl  Anzahl Haufigkeit des Allels Verteilung der Genotypen
rasse der der A(qy) %
Tiere  Gruppen  Min Max im AA AG GG
Durch-
schnitt
Large White 1247 26 0,020 1,00 0,664  53,17+1,00  26,54+100 20,29+1,00
und Yorkshire
Landrasse 934 21 0,00 1,00 0,363  23,66+1,00 25,27+1,00 51,07+1,00
Duroc 642 17 0,786 1,00 0,960  92,06+1,00 7,94+1,00 0,00
Pietrain 87 3 0,946 1,00 0,966  93,10+2,00 6,90+2,00 0,00
Terminal 66 2 0,938 0,990 0,977  95,45+2,00 4,55+2,00 0,00
Weil-russisches 37 1 0,338 0,338 0,338 24,32 18,92 56,76
Fleischschwein
Body 138 1 0,986 0,986 0,986 97,10 2,90 0,00
Livenskaya 54 1 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00 100,00
Estonian Specks 10 1 0,250 0,250 0,250 10,00 30,00 60,00
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Abb. 1 Hiufigkeit der Allele und Genotypen des IGF2-Gens in den Rassen Large White und Yorkshire
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Eine hohe Frequenz von Allel A wurde in Yorkshire franzosischer Zucht gefunden. Diese
Gruppe von Yorkshire weicht im Fleischtyp phinotypisch stark ab und ist in der Fruchtbarkeit
beeintrichtigt. Geringe Hiufigkeit des A-Allels und niedrige AA-Genotyp-Frequenz in russi-
schen und weifrussischen Schweinen sind wahrscheinlich eine Folge der bevorzugten Selek-
tion auf Fruchtbarkeitskriterien und der fehlenden BLUP*-Zuchtwertschitzung in dieser
Rasse.

In Schweinen der Rasse Duroc, die im letzten Stadium der kommerziellen Kreuzung
verwendet und nach Fleisch- und Mastleistungsmerkmalen selektiert werden, tritt das
Allel A besonders hidufig auf (Abb. 2). Aulerdem wurde in Schweinegruppen europdischer
und kanadischer Selektion, die nach Russland eingefiihrt wurden, das Allel G identifiziert,
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Abb. 2 Hiufigkeit der Allele und Genotypen des IGF2-Gens in der Rasse Duroc

4 BLUP - Best Linear Unbiased Prediction.
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dessen Hiufigkeit wachsen kann, wenn keine starke Selektion auf Bemuskelung statt-
findet.

Landrasse ist durch geringe Héaufigkeit des Allels A und des AA-Genotyps gekennzeichnet,
wobei bei der Mehrheit der Gruppen von Schweinen kanadischer und europiischer Herkunft
Allel A und AA-Genotyp haufiger auftritt als bei Landrasse russischer und weilrussischer
Herkunft (Abb. 3). Dies ist, wie bei der Rasse Yorkshire, auf die stédrkere Selektion auf Frucht-
barkeit bei den russischen Schweinen zuriickzufiihren.
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Abb. 3 Hiufigkeit der Allele und Genotypen des IGF2-Gens in der Rasse Landrasse

Die Frequenzanalyse der IGF2-Gen-Varianten bei Schweinen hat gezeigt (Abb. 4), dass die
terminalen Zuchtlinien sowie die Rassen Pietrain und Body iiberwiegend den AA-Genotyp
tragen. Bei lokalen Schweinen der weiBrussischen Fleischrasse und der estnischen Speckrasse
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lag die Frequenz von Allel A bei 0,338 bis 0,250. Bei Schweinen der lokalen russischen Rasse
Livenskaja fehlt Allel A.
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Abb. 4 Hiufigkeit der Allele und Genotypen des IGF2-Gens in verschiedenen Rassen

Wir untersuchten die Produktivitit der Elterntiere und die Produktivitét ihrer Nachkommen
unter Beriicksichtigung der Genvarianten des IGF-2. Die folgenden Abbildungen zeigen Dia-
gramme fiir die verschiedenen Leistungsmerkmale.

Schweine mit der Gen-Variante AA bei der weillrussischen Fleischrasse erreichten das
100 kg-Lebendmasse-Alter 6 bis 7 Tage und bei Kreuzungen von Large White und Canadian
Landrasse 19 Tage friiher (bei p < 0,05 bis 0,01). Schweine, deren Viter einen homozygoten
AA-Genotyp haben, zeigten eine tendenziell hthere durchschnittliche Tageszunahme. Au3er-
dem verbrauchten sie fiir das Wachstum um 0,14 bis 0,25 Futtereinheiten weniger. Die Rii-
ckenmuskelfldche bei Schweinen mit AA-Genotyp war grof3er. Der Unterschied betrug bis zu
12,5 cm’ (bei p < 0,01).
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Wir haben bei den untersuchten Genotyp-Gruppen von Schweinen signifikante Unterschiede
der Riickenspeckdicke festgestellt, wobei bei der weillirussischen Grofse Weifie-Rasse die Un-
terschiede 2 bis 7 mm betrugen. In Bezug auf seine paternale Wirkung auf die Fleischpro-
duktivitdt der Nachkommen ist das IGF2-Gen somit fiir die Ziichter von groflem Interesse.

Bei der Bewertung der Produktivitdt von mehr als 5000 Nachkommen (Abb. 5), die von
verschiedenen Vitern stammten und verschiedene Genotypen dieses Markers aufwiesen,
zeigte sich, dass 1000 Schlachtschweine mit dem Genotyp AA 8,7 t mehr Lebendmasse und
6,1 t mehr Fleisch lieferten als Tiere mit dem Genotyp GG.

Genotyp des IGF2
L v b

AA (n=3581)

AG (n=1244)

GG (n=1085)

der Mast (kg)

110,5 106.6

Lebendgewicht am Ende

100-kg-Alter (d)

159,3
153,6

167,0

101,8

AA AG GG AA AG GG

+ 8,7 Tonnen Lebendgewicht
+ 6,1 Tonnen Schlachtkorper

Abb. 5 Effizienz von Schweinen mit verschiedenen Genotypen des DNA-Markers IGF2 (fiir Viter)

Unter Beriicksichtigung der Erhohung der durchschnittlichen Tageszunahme von mehr als
80 g wurde der Genotyp des IGF2 in Russland als zusétzliches Kriterium fiir die Auswahl der
Zuchteber eingefiihrt.
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Geschlechtsspezifische maternale Effekte endokriner
Disruptoren auf die postnatale Entwicklung

David KRADOLFER, Veronika L. PISTEK und Susanne E. ULBRICH
(Ziirich, Schweiz)

Zusammenfassung

Organismen sind einer ganzen Reihe von Substanzen, sogenannten Endokrinen Disruptoren (ED), ausgesetzt, die mit
dem endogenen System interferieren. Das stellt den Korper vor regulatorische Herausforderungen, die zu Erkran-
kungen fiihren konnen. Eine molekulare Erklidrung hierfiir liegt in der epigenetischen Beeinflussung der Gentran-
skription. Die Auswirkungen der ED sind au3er von der konkreten Substanz auch von der Spezies, den Dosen, dem
Zeitfenster der Exposition, der Wirkdauer und den Wirkorten, aber auch dem Geschlecht des betroffenen Organismus
abhingig. Hier werden geschlechtsspezifische Effekte der ED vorgestellt und deren Wirkungsmechanismen an Bei-
spielen diskutiert.

Abstract

Organisms are exposed to a series of substances — so called endocrine disrupters (ED) — that interfere with the endo-
gene system. This challenges the body and may give rise to diseases. Epigenetic influence of gene transcription is
one of the molecular explanations. Except for the concrete substance, effects of ED depend on species, doses, exposure
duration, duration of action, sites of action and gender. We present gender-specific effects of ED and discuss by giving
examples their mechanisms of action.

1. Einleitung

Die gesunde Entwicklung und Fortpflanzung von Mensch und Tier ist abhiingig von einem
normal funktionierenden endokrinen System. Im téglichen Leben ist der Korper einer ganzen
Reihe von Substanzen ausgesetzt, deren Potenzial, mit dem endogenen System zu interferieren,
vermutet wird bzw. nachgewiesen worden ist. Dies stellt den Korper vor regulatorische Her-
ausforderungen, die eine Reihe von Erkrankungen bedingen konnen. Beobachtungen zeigen,
dass diese sogenannten Endokrinen Disruptoren (ED) neben direkten adversen Effekten auch
Erkrankungen hervorrufen konnen, die erst zu einem viel spéteren Zeitpunkt in Erscheinung
treten. Eine molekulare Erkldrung hierfiir liegt in der epigenetischen Beeinflussung der Gen-
transkription. Die kausalen Zusammenhinge zwischen ED und dem Auftreten von Erkran-
kungen sind nur unbefriedigend geklirt, weil sich Spezies, Dosen, Substanzen, Zeitfenster der
Exposition, Wirkdauer, Wirkorte und Ebenen der Analytik zwischen den Studien unterschei-
den, diese aber offenbar einen gro3en Einfluss auf das Interaktionspotential von ED mit dem
endokrinen System haben. Hierzu zihlt auch das Geschlecht des Organismus, welches von
der Wirkung der ED betroffen ist. Im Folgenden werden geschlechtsspezifische Effekte von
ED vorgestellt und deren mogliche Wirkungsmechanismen erortert.
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2. Endokrine Disruptoren

Die WHO/UNEP definiert Endokrine Disruptoren (ED) als ,,[...] eine exogene Substanz, wel-
che die Funktion des endokrinen Systems veridndert und als Folge davon negative gesundheit-
liche Folgen auf einen intakten Organismus oder seine Nachkommen hat.“ (WHO-UNEP
2012.) Es gibt eine Vielzahl von Stoffen, welche mittlerweile als ED bestitigt wurden. Bei-
spiele sind langlebige organische Schadstoffe (POPs, persistent organic pollutants) wie z. B.
Polychlorierte Biphenyle (PCB), weniger langlebige Chemikalien wie Weichmacher (z. B.
Bisphenol A) oder Phtalatate, aber auch Pestizide (z. B. Vinclozolin, Atrazin), Medikamente
(z. B. Diethylstilbestrol), Metalle (z. B. Arsen), Phytodstrogene (z. B. Isoflavonoide) sowie
natiirliche Hormone wie 173-Estradiol (WHO-UNEP 2012). Diese ED konnen von Menschen
iiber die Nahrung, Getrinke, die Atmung oder direkt iiber die Haut aufgenommen werden
(VANDENBERG et al. 2007). So wird beispielsweise Bisphenol A (BPA) in Plastikflaschen und
Konservendosen eingesetzt, von wo aus es in die Nahrung gelangen kann. Ebenso wird BPA
fiir Thermopapier verwendet, aus welchem es vermutlich iiber die Haut in den Korper ein-
dringen kann (ZALKO et al. 2011). In iiber 90 % der westlichen Bevolkerung kann BPA im
Urin nachgewiesen werden (VANDENBERG et al. 2007).

Trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit ist es nicht immer moglich, eine endokrin disruptie-
rende Wirkung auf Grund der Struktur einer Chemikalie vorauszusagen. ED, wie z. B. BPA,
Diethylstilbestrol oder Phytoostrogene, interferieren mit Ostrogenrezeptoren (ERa oder ER[)
oder greifen in die Synthese und den Metabolismus der Sexualsteroide ein. Viele ED (z. B
Phytoostrogene) sind selektiv und binden stéirker an ERf3. ER werden auch von anderen Tran-
skriptionsfaktoren wie dem Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) reguliert, die die Aktivitit von
ER modulieren (MATTHEWS und GUSTAFSSON 2006). ED wirken iiber verschiedene Mechanis-
men, die teils einen gegenteiligen Effekt haben, was es schwierig macht, den Effekt eines ED
abzuschitzen. So wurde in der Milchdriise (PARUTHIYIL et al. 2004, STROM et al. 2004) und
im Uterus (MORANI et al. 2008) gezeigt, dass Ostrogensignalling via ERa einen proliferativen
Effekt hat, wihrend es via ERf genau das Gegenteil bewirkt.

Solche gegenteilige Effekte sind auch eine der moglichen Ursachen fiir das Phinomen der
nicht monotonen Dosis-Antwort (NMDR, non monotonic dose response). Normalerweise geht
man in der Toxikologie davon aus, dass ein Stoff in einem Organismus ab einem gewissen
Schwellenwert eine Wirkung hat, welche sich mit einer Erhohung der Dosis verstirkt. Bei einer
NMDR ist dies nicht der Fall, beispielsweise hat eine Substanz bei hoherer Dosis keinen Effekt,
bei einer geringeren Dosis jedoch deutlich (bzw. sie hat einen Effekt auf andere Endpunkte), es
entsteht z. B. eine Kurve in Form eines U oder eines umgekehrten U. Solche NMDR wurden fiir
viele ED gezeigt (VANDENBERG et al. 2012) und sind fiir die Einschitzung der Wirksamkeit eines
ED von groBer Bedeutung. Fiir die Risikobeurteilung eines Stoffes wird von Organisationen wie
dem Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) jeweils die Dosis bestimmt,
bei welcher sie keinen Effekt hat, das no observed effect level (NOEL). 1 % dieser Menge wird
dann zur fiir den Menschen sicheren Dosis, dem acceptable daily intake (ADI)-Level (oder to-
lerable daily intake, TDI) erkldrt. Durch das Auftreten von NMDRs ist dieses Vorgehen jedoch
problematisch, da Effekte von geringen Dosen iibersehen werden kénnen. Ebenfalls ein wichtiger
Punkt ist die zur Bestimmung des NOEL verwendete Personengruppe. Im Falle von Estradiol-
17p (E2) hat die JECFA einen Wert von 5 pg/kg/Tag in postmenopausalen Frauen errechnet
(JECFA 1999). Da jedoch beispielsweise Knaben vor der Pubertiit sehr viel niedrigere Ostradiol-
spiegel haben, ist es fragwiirdig, daraus einen ADI fiir die gesamte Bevolkerung zu errechnen.
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Neben der Dosis ist besonders der Zeitpunkt der Exposition gegeniiber einem ED entschei-
dend. Wihrend der Fetalentwicklung ist der Organismus besonders anfillig fiir verdnderte
Hormonbedingungen. So konnte man zeigen, dass sich bei Mehrlingsgeburten die einzelnen
Feten durch ihre eigene Hormonproduktion gegenseitig beeinflussen. Beispielsweise ist in
weiblichen Miusen, die im Uterus zwischen zwei Minnchen platziert sind, die Testosteron-
konzentration leicht erhoht. Nach der Geburt entwickeln diese Tiere ein aggressiveres Ver-
halten als Weibchen, die sich zwischen zwei Weibchen entwickelten. Es gibt eine Vielzahl
von Hinweisen, dass solche Effekte auch bei menschlichen Zwillingspaaren vorkommen (VAN-
DENBERG et al. 2012). Die perikonzeptionelle, embryonale, fetale und postnatale Periode der
Entwicklung scheint besonders fiir die Wirkung von ED anfillig. Einer der ersten entdeckten
ED war Diethylstilbestrol (DES), welches frither wihrend der Schwangerschaft als Medika-
ment eingesetzt wurde. Bei Frauen, welche als Fetus in utero DES ausgesetzt waren, wurde
ein erhohtes Risiko fiir eine Vielzahl an Krankheiten nachgewiesen (HOOVER et al. 2011). Sol-
che langfristigen Effekte beruhen auf epigenetischer Programmierung.

3. Endokrine Disruptoren und Epigenetik

Epigenetische Modifikationen der DNA und der Histonproteine bestimmen, welche Gene in
einer Zelle aktiv sind. Im Gegensatz zu genetischen Verdnderungen bleibt die Sequenz der
DNA dabei unverindert. Neben der DNA-Methylierung konnen auch Histone modifiziert vor-
liegen und die Transkription beeinflussen. Der Histon-Code ist derzeit aufgrund der grofen
Anzahl an moglichen Modifikationen nicht so eindeutig charakterisiert wie der DNA-Code.
Es gibt jedoch Modifikationen, die meistens mit aktiven Genen assoziiert sind, z. B. Trime-
thylierung von Lysin 4 an Histon H3 (H3K4me3), wihrend andere meistens mit Repression
korrelieren, z. B Trimethylierung von Lysin 27 an Histon H3 (H3K27me3).

Was ist nun der Zusammenhang zwischen Epigenetik und ED? Ein ED kann beispielsweise
via Regulation der Ostrogenrezeptoren die Aktivitit von Genen kurzfristig regulieren oder in
Zusammenhang mit der Methylierung der DNA stehen (FURST et al. 2012). Insbesondere wenn
die Exposition zum ED wihrend der Fetalentwicklung geschieht, kann man oftmals langanhal-
tende Effekte beobachten, selbst nachdem der ED entfernt wurde. Folglich hat der ED zu epi-
genetischen Verdnderungen gefiihrt, welche dann unabhingig vom ED auf zelluldrer Ebene
weitervererbt wurden (unter bestimmten Umsténden auch transgenerationell). Aus biologischer
Sicht bereitet sich der Embryo mit dieser Programmierung auf die Umweltbedingungen vor,
unter denen er spéter leben wird. Wenn wihrend der Schwangerschaft ein Mangel an Nahrung
herrscht, dann wird der Fetus darauf programmiert, moglichst effizient mit den Ressourcen um-
zugehen. Im spiteren Leben kann das dazu fiihren, dass schneller Reserven angesetzt werden.

Studien an Sduglingen, die wihrend des Holldndischen Hungerwinters (1944—1945) ge-
boren wurden, zeigen, dass maternale Untererndhrung zu einer verkleinerten Plazenta fiihrt,
wobei dieser Effekt bei Jungen stirker war als bei Mddchen (RoSEBOOM et al. 2011). AuBerdem
verdnderte sich bei Jungen, nicht aber bei Midchen, die Beziehung zwischen der Grofle der
Plazenta und dem spiteren Auftreten von Bluthochdruck. Dieser korrelierte bei normaler ma-
ternaler Erndhrung mit einer Verkleinerung der Plazenta, withrend der Hungersnot jedoch mit
einer VergroBerung der Plazenta (VAN ABEELEN et al. 2011).

Bisher gibt es erst wenige Studien, welche den Einfluss von ED auf die Plazenta unter-
suchten. Fiir BPA wurde unter anderem gezeigt, dass es die microRNA-Expression in Plazen-
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tazellen (AVISSAR et al. 2010) und geprigte Gene in der Plazenta von Miusen veréindert (Su-
SIARJO et al. 2013). TAKEDA et al. zeigen, dass die Plazenta die stirkste Estrogen-related re-
ceptor gamma (ERRvy)-Expression aller Fortpflanzungsgewebe im Menschen aufweist
(TAakEDA et al. 2009). Dieser Rezeptor bindet sehr stark an BPA und ist moglicherweise fiir
die Wirkung sowie die Akkumulation von BPA in der Plazenta verantwortlich.

4. Endokrine Disruptoren und geschlechtsspezifische Effekte

Da sich ménnliche und weibliche Feten in verschiedenen Aspekten unterscheiden, ist es
nicht iiberraschend, dass sie unterschiedlich auf ED oder andere Umwelteinfliisse reagieren.
Die Mechanismen, wie es zu Unterschieden zwischen den Geschlechtern kommt, sind jedoch
immer noch Gegenstand aktueller Forschung. Urspriinglich miissen alle Unterschiede auf
den Geschlechtschromosomen basieren, da diese der einzige Unterschied zwischen ménn-
lichen und weiblichen Zygoten sind. Mit der Identifikation des Sex Determining Region of
Y (SRY)-Gen hatte man 1990 diesen Faktor gefunden (SINCLAIR et al. 1990). SRY induziert
in Miénnchen die Bildung der Hoden, welche wiederum durch ihre Testosteronsekretion zur
Verminnlichung des Korpers fiihren. Wihrend man lange Zeit davon ausging, dass alle Ge-
schlechtsunterschiede auf den Geschlechtshormonen beruhen, hat man in den letzten Jahren
herausgefunden, dass neben dem SRY-Gen noch weitere geschlechtsspezifische Gene eine
Rolle spielen. So gibt es Studien in Miusen, die das sogenannte Four Core Genotypes
(FCG)-Modell verwenden, in dem das SRY-Gen auf ein Autosom verschoben wurde. Damit
wurde das Geschlecht unabhingig von den X- und Y-Chromosomen, es gab also vier ver-
schiedene Geschlechter: XX-Weibchen, XY-Weibchen, XX-Minnchen und XY-Minnchen
(Maspic und ToBET 2011). Wihrend sich in weiten Teilen die Bedeutung des SRY-Gens be-
stétigte, so gab es auch Merkmale, die nicht durch SRY, sondern durch andere Gene auf den
X- und Y-Chromosomen bestimmt wurden. Beispiele dafiir sind aggressives Verhalten,
Schmerzempfindung, Alkoholsucht und Genexpression (MCCARTHY und ARNOLD 2011).
Dies passt zu anderen Experimenten, in denen gezeigt wurde, dass es in ménnlichen und
weiblichen Gehirnen von Miusen bereits vor der Bildung der Gonaden differenziell expri-
mierte Gene gibt (DEWING et al. 2003). In einer anderen Studie wurde gefunden, dass die
Expression von einem Drittel aller Gene in bovinen Blastozysten vom Geschlecht abhiingt
(BERMEJO-ALVAREZ et al. 2010).

Fiir die Entwicklung des Gehirns spielen Hormone eine wichtige Rolle. Ostrogene im
Gehirn eines Fetus stammen entweder von der Mutter, den fetalen Nebennieren und Gonaden,
oder sie werden im Gehirn aus Testosteron synthetisiert. Die Expression von Ostrogenrezep-
toren sowie der P-450-Aromatase, welche Estradiol synthetisiert, sind wihrend der Fetalent-
wicklung und kurz nach der Geburt am héchsten und nehmen mit zunehmendem Alter ab
(McCartHY 2008). Estradiol reguliert unter anderem die Synaptogenese und die Apoptose
im Gehirn, wobei sie beides in einigen Regionen verstirkt und in anderen verhindert. Dies
ist einer der Griinde, weshalb sich die Gehirne von Minnchen und Weibchen unterschiedlich
entwickeln, z. B. beziiglich der Grofie einzelner Gehirnregionen. In Bezug auf das Verhalten
fiihrt Estradiol zu einer Maskulinisierung und einer Defeminisierung (MCCARTHY und AR-
NoLD 2011). Wie dies im Detail geschieht, wurde noch nicht geklirt. Es ist jedoch unwahr-
scheinlich, dass Ostradiol in Minnchen und Weibchen zur gleichen Zeit am gleichen Ort im
Gehirn wirkt (BAKKER und Brock 2010). Aufgrund dieser Komplexitit ist es schwierig vor-
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auszusagen, was fiir eine Wirkung ein ED auf das Gehirn hat. Jedoch ist es nicht iiberra-
schend, dass ED auf das Verhalten von Minnchen und Weibchen teils gegenteilige Wirkungen
haben.

In Menschen entwickeln sich ménnliche Feten von Beginn der Schwangerschaft an
schneller als weibliche (LUBCHENCO et al. 1963, ERIKSSON et al. 2010). In Miusen und
Rindern wurde gezeigt, dass sich XY-Blastozysten schneller teilen als XX-Blastozysten
(MrrTwocH 1993). In diesem Stadium gibt es bereits starke geschlechtsspezifische Expres-
sionsunterschiede. Neben diesen Unterschieden im Embryo scheint auch das Geschlecht der
Plazenta eine wichtige Rolle zu spielen. Obwohl es zu diesem Thema erst wenige Studien
gibt, deuten verschiedene Resultate darauf hin, dass das Geschlecht der Plazenta einen Ein-
fluss darauf hat, wie diese auf Umwelteinfliisse wie die maternale Erndhrung, Stress oder
ED reagiert. In Miusen wurde gezeigt, dass XY-Plazenten signifikant grofer sind als XX-
Plazenten, wobei dieser Effekt unabhiingig vom Geschlecht der Gonaden war (ISHIKAWA et
al. 2003). Eine mogliche Erkldrung ist die geschlechtsspezifische Genexpression, welche fiir
die Plazenta gezeigt wurde (GABORY et al. 2013). In Miusen hat man gefunden, dass Stress
wihrend der Schwangerschaft einen sexspezifischen Effekt auf die plazentale Genexpression
hat, wodurch der Transport von Wachstumsfaktoren und Néhrstoffen reguliert wird (GOEL
und BALE 2009). Ebenso wurde gefunden, dass die maternale Erndhrung auf die Genexpres-
sion in weiblichen Plazenten einen viel stirkeren Einfluss hat als auf die von ménnlichen
Plazenten (GABORY et al. 2012).

4.1 Gehirn und Verhalten

Eine Vielzahl an Studien hat negative Effekte von In-utero-Exposition von ED auf die Ent-
wicklung des Gehirnes festgestellt, wobei Bisphenol A der am meisten untersuchte ED ist
(Kunpakovic und CHAMPAGNE 2011). Viele dieser Studien finden Effekte bei BPA-Konzen-
trationen, die deutlich unter dem NOAEL (no observable adverse effect level = 50 mg/kg/Tag)
von BPA liegen, zum Teil sogar unterhalb des ADI (acceptable daily intake = 50 pg/kg/Tag)
(GEENS et al. 2012). Interessanterweise hat BPA oftmals unterschiedliche Auswirkungen auf
ménnliche und weibliche Nachkommen, wobei die geschlechtsspezifischen Unterschiede
meist verringert oder umgekehrt werden. Wir werden zuerst auf einige Studien an Ratten und
Maiusen eingehen und anschliefend die epidemiologische Literatur beim Menschen bespre-
chen.

KuBo et al. haben ICR/Jcl-Méusen wihrend der Schwangerschaft verschiedene Dosen von
BPA iiber das Trinkwasser verabreicht (30, 300 und 1500 pg/kg/Tag) (Kuso et al. 2001, 2003).
Dabei haben sie bei allen Konzentrationen festgestellt, dass sich der Locus caeruleus (LC) in
Minnchen vergroferte, wihrend er sich in Weibchen verkleinerte. Dadurch war der LC in den
behandelten Tieren bei den Médnnchen groBer, wihrend er in der Kontrollgruppe bei den Weib-
chen grofler war. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede in einem anderen Bereich des Ge-
hirns (SDN-POA) blieben jedoch erhalten. BPA hatte ebenfalls Auswirkungen auf das
Verhalten der Tiere. So zeigten die BPA-behandelten Tiere im Gegensatz zur Kontrollgruppe
keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Exploration im Open-Field-Test. Keine
Auswirkungen wurden hingegen auf die sexuelle Entwicklung bzw. das Verhalten gefunden.

In einer dhnlichen Studie haben RUBIN et al. CD-1-Méusen sehr geringe Dosen (25 und
250 ng/kg/Tag) von BPA wihrend der Schwangerschaft und Laktation subkutan verabreicht
(RUBIN et al. 2006). Dies fiihrte zu einer Verringerung der geschlechtsspezifischen Unter-
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schiede in der Anzahl an Tyrosin-Hydroxylase (TH)-Neuronen sowie dem Verhalten im Open-
Field-Test.

KunpAKoVIC et al. zeigen ebenfalls eine Umkehrung des geschlechtsspezifischen Verhal-
tens nach Gabe von BPA in BALB/c-Miusen (KuNDAKOVIC et al. 2013). In dieser Studie
wurde auch die Genexpression von Ostrogenrezeptoren (ERa, ERB und ERRY) im Gehirn
untersucht (Prifrontaler Cortex und Hypothalamus). Es zeigte sich, dass BPA zu starken Ex-
pressionsveridnderungen fiihrte, die in Midnnchen und Weibchen jeweils entgegengesetzt
waren. Auch die Dosis an BPA hatte einen groflen Effekt, wobei insbesondere im Hypotha-
lamus nicht monotone Veridnderungen gefunden wurden. Wihrend 2 und 20 u g/kg/Tag einen
Effekt zeigten, war dieser bei 200 p g/kg/Tag wieder aufgehoben. Die Verdnderungen der ER-
Expression korrelierten mit der Expression der DNA-Methyltransferasen (DNMT) 1 und 3A
sowie mit der Methylierung des ESR1-Gens. Dies deutet darauf hin, dass BPA iiber Verin-
derungen der DNA-Methylierung lang anhaltende Effekte im Gehirn produzieren kann. Ver-
schiedene andere Studien bestitigen, dass ED geschlechtsspezifische Effekte auf die
Organisation des Gehirns (TANDO et al. 2007, PATISAUL et al. 2006), die Ostrogenrezeptor-
Expression (Cao et al. 2012, Cao 2013) und das Verhalten haben (DESsI-FULGHERI et al.
2002, FunaBAsHI et al. 2004).

Lassen sich die Resultate der Studien in Ratten und Miusen auf Menschen iibertragen?
Dies ist naturgemdss schwierig zu beantworten, es gibt jedoch einige Hinweise fiir Zhnliche
Effekte beim Menschen. So gibt es beispielsweise Studien, welche den Zusammenhang zwi-
schen der BPA-Konzentration von schwangeren Frauen und dem geschlechtsspezifischen
Verhalten ihrer Kinder untersuchen. BRAUN et al. haben in einer Kohorte von 244 Frauen
und ihren Kindern die BPA-Exposition mittels Urinproben analysiert (BRAUN et al. 2011,
2009). Im Alter von 2 und 3 Jahren wurde das Verhalten der Kinder mittels standardisierter
Tests gemessen. Dabei zeigte sich, dass erhohte BPA-Konzentrationen wihrend der Schwan-
gerschaft mit einem hoheren Level an Angstlichkeit, Hyperaktivitiit, emotionaler Kontrolle
und Verhaltenshemmung assoziiert war. Dieser Effekt war bei Méddchen deutlich stirker zu
sehen als bei Knaben. Ebenfalls zeigten die BPA-Konzentrationen der Kinder wenig Einfluss
auf das Verhalten, was die Wichtigkeit der Schwangerschaft auf die Prigung unterstreicht.
Eine dhnliche Studie mit jedoch gegenteiligen Resultaten zeigte, dass erhohte BPA-Kon-
zentrationen bei Jungen positiv mit emotional reaktivem und aggressivem Verhalten korre-
lierte, wihrend bei Méddchen eine negative Korrelation mit aggressivem Verhalten und
Angstlichkeit festgestellt wurde (PERERA et al. 2012). Moglicherweise liegt der Grund fiir
die unterschiedlichen Resultate der beiden Studien an der Ethnizitiit bzw. dem sozialen Status
der beteiligten Familien. Es werden somit noch weitere Studien benétigt, um zu zeigen, ob
tatsichlich ein Zusammenhang zwischen BPA-Exposition und dem Verhalten von Kindern
besteht.

Weitere Studien haben den Einfluss von Polychlorierten Biphenylen (PCB), langlebigen
organischen Schadstoffen (POPs, persistent organic pollutants), Phtalataten und Dioxin auf
das Spielverhalten von Kindern untersucht. Wie bei den vorhergehenden Studien wurden dafiir
wihrend der Schwangerschaft genommene Proben (Urin, Blut oder Muttermilch) verwendet,
sowie standardisierte Fragebdgen, mit denen die Miitter das Verhalten ihrer Kinder beurteilten.
VREUGDENHIL et al. fanden, dass hohere prinatale PCB-Konzentrationen in Jungen mit weniger
maskulinem Spielen, in Middchen mit mehr maskulinem Spielen assoziiert waren (VREUGDEN-
HIL et al. 2002). Erhohte Dioxin-Konzentrationen waren hingegen sowohl bei Miadchen wie
Jungen mit femininerem Spielen verbunden. WINNEKE et al. kamen in einer anderen Studie
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zu dhnlichen, wenn auch nicht identischen Ergebnissen (WINNEKE et al. 2013). So fanden sie,
dass Dioxin- und PCB-Exposition in Jungen mit femininerem, in Mddchen mit weniger femi-
ninem Verhalten assoziiert war. Die Resultate im maskulinen Verhalten waren dhnlich wie bei
VREUGDENHIL et al., jedoch statistisch nicht signifikant. SWAN et al. zeigten, dass die prinatale
Exposition mit verschiedenen Phtalataten bei Jungen mit weniger maskulinem Spielen korre-
lierte (SwaN et al. 2010). Bei Middchen wurde hingegen kein Unterschied festgestellt. Tierische
Studien zeigen, dass Phtalatate wihrend der sexuellen Differenzierung des Fetus die Synthese
von Testosteron in den Leydig-Zellen inhibieren und damit die fetale Testosteronkonzentration
verringern (WELSH et al. 2008).

Zusammenfassend kann man sagen, dass es verschiedene Hinweise beziiglich des Einflus-
ses von ED auf das Verhalten von Kindern gibt. Ahnliche Effekte wurden auch in Tierstudien
gezeigt (KUNDAKOVIC und CHAMPAGNE 2011). Humane Studien liegen jedoch noch sehr limi-
tiert (besonders in der Anzahl der untersuchten Kinder) und teilweise widerspriichlich vor.

4.2 Kardiovaskuldres System

Gemail der von BARKER postulierten DOHaD (Developmental origins of health and disease)-
Theorie liegt die Ursache von gewissen im Erwachsenenalter auftretenden Krankheiten in einer
gestorten Fetalentwicklung (BARKER 2004). Die Grundlage fiir diese Theorie ist die Korrelation
von geringem Geburtsgewicht und dem spéteren Auftreten einer Vielzahl an Krankheiten, bei-
spielsweise von Bluthochdruck, koronaren Herzkrankheiten, Ubergewicht, Diabetes und
Schlaganfillen. Von vielen dieser Krankheiten sind deutlich mehr Ménner als Frauen betroffen.
Studien zeigen, dass die Ursache dafiir wohl nicht nur auf unterschiedlichen Lebensstilen be-
ruht, sondern dass es auch biologische Faktoren gibt, die bereits wihrend der Fetalentwicklung
einsetzen (GRIGORE et al. 2008). So fiihrte beispielsweise maternale Mangelernédhrung wihrend
der Praimplantationsperiode bei ménnlichen Ratten zu Bluthochdruck, nicht aber bei weiblichen
(KwONG et al. 2000). Andere Studien zeigen, dass bei Schafen nach einer préinatalen Exposition
mit Dexamethason, einem kiinstlichen Glucocorticoid, die médnnlichen Nachkommen viel stér-
ker von Bluthochdruck betroffen sind als die weiblichen (Dobic et al. 2002, 1998).

Von zentraler Bedeutung fiir die Entstehung von Bluthochdruck ist die Niere durch ihre
Funktionen im Natriumhaushalt und der Regulation des intravaskuldren Fliissigkeitsvolumens
(GuyToN et al. 1972). In Tierstudien wurde ein Zusammenhang zwischen geringem Geburts-
gewicht und einer verringerten Anzahl an Nephronen (funktionelle Untereinheiten der Niere)
gefunden, was iiber eine verringerte Natriumausscheidung zu Bluthochdruck fiihren konnte
(BRENNER et al. 1988).

Die abweichende Hiufigkeit von Bluthochdruck bei Ménnern und Frauen beruht mogli-
cherweise auf den unterschiedlichen Konzentrationen an Sexualhormonen. Wahrend erhohte
Testosteronspiegel Bluthochdruck begiinstigen, zeigen Ostrogene eine schiitzende Wirkung.
So werden beispielsweise ménnliche Tiere durch Kastration vor Bluthochdruck (als Folge
einer maternalen Mangelerndhrung) geschiitzt (OJEDA et al. 2007), wihrend in einem anderen
Modell Ovarektomie weibliche Tieren hierfiir anfilliger macht (HINOJOSA-LABORDE et al.
2004). Dies passt auch zu der Tatsache, dass Frauen nach der Menopause vermehrt unter Blut-
hochdruck leiden, wofiir eine reduzierte Funktion der Ovarien verantwortlich sein konnte
(SCHULMAN et al. 2006). Der genaue Mechanismus, mit dem Ostrogene und Testosteron den
Blutdruck veridndern, ist nicht bekannt, es wird aber vermutet, dass dies iiber eine Regulation
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems geschieht (GRIGORE et al. 2008).
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4.3 Wachstum, Gewichtsentwicklung und Korperzusammensetzung

Ein weiterer fundamentaler Unterschied zwischen Miannchen und Weibchen in vielen Spezies,
inklusive Mausen, Ratten und Menschen, besteht in der Somatropin (GH, Growth hormone)-
Sekretion durch die Hypophyse. Dieses Proteohormon reguliert u. a. das Knochenwachstum,
die Glukoseaufnahme, die Fettsdurenoxidation sowie den Abbau von Steroiden und Medika-
menten in der Leber. Wihrend die Somatropin-Sekretion in Weibchen relativ kontinuierlich
ist, geschieht sie in Ménnchen in zyklischen Pulsen etwa alle 3,5 Stunden (GABORY et al.
2009). Dieses Muster wird wihrend der neonatalen Entwicklung festgelegt. Als Folge davon
gibt es erhebliche geschlechtsspezifische Unterschiede im Lebermetabolismus. Die zyklischen
Somatropin-Pulse fiihren in Ménnchen zu einer Tyrosin-Phosphorylierung des Transkripti-
onsfaktors STATSDb (signal transducer and activator of transcription 5b) in der Leber, wodurch
dieser aktiviert wird und die geschlechtsspezifische Genexpression, z. B. von Cytochrom-
P450 (CYP)-Enzymen, reguliert. Bei verschiedenen ménnlich exprimierten Genen ist der Pro-
motor an bestimmten CpGs in Minnchen demethyliert, nicht aber in Weibchen. Es ist denkbar,
dass diese Methylierungsmuster durch ED verédndert werden, wobei man geschlechtsspezifi-
sche Effekte erwarten wiirde (GABORY et al. 2009).

Als ,,Obesogens* werden chemische Substanzen bezeichnet, denen man zu einem frithen
Entwicklungsstadium oder sein Leben lang ausgesetzt war, die den Fettstoffwechsel beein-
trichtigen und dadurch das Risiko fiir Ubergewicht erhéhen (GRUN und BLUMBERG 2006). Es
wurde bereits mehrfach gezeigt, dass hierzu auch verschiedene ED gehoren, welche das Kor-
pergewicht, die Adipozytenentwicklung und somit die Bildung von Fettgewebe beeinflussen.
In Tierstudien wurde nachgewiesen, dass eine pri- und postnatale Exposition zu einem ver-
dndertem Wachstum und einer erhohten Fettleibigkeit im Erwachsenenalter fithren kann (HEIN-
DEL und VoM SAAL 2009, JANESICK und BLUMBERG 2011, NEWBOLD et al. 2009). Fiir niedrige
Dosen an BPA zeigen Studien an Nagetieren, dass es zu einem verstirkten postnatalen Wachs-
tum und Fettleibigkeit kommt (HEINDEL und voM SAAL 2009). Ein Beispiel ist die Studie von
MiyawakI und Kollegen (M1YAwAKI et al. 2007). Sie fanden heraus, dass die kontinuierliche
Gabe an BPA bei minnlichen und weiblichen Nachkommen sowohl das Korpergewicht wie
auch das Gewicht des Fettgewebes erhohte. Interessanterweise konnten hier zum Teil auch
nichtmonotone Wirkungsweisen beobachtet werden, da in den weiblichen Nachkommen der
Effekt auf die Fettgewebsmenge und die Leptinkonzentration im Serum am stérksten in der
niedrigen BPA-Dosis auftrat (MIYAWAKI et al. 2007). Studien mit DES zeigen deutliche ge-
schlechtsspezifische und dosisabhédngige Wirkungen. So kam es bei den weiblichen Méusen
nach einer In-utero-Behandlung mit DES zu einem erhohten Korpergewicht und erh6htem
Fettanteil als Adulte. Bei den minnlichen Tieren hingegen wurde ein verringertes Korperge-
wicht festgestellt (NEWBOLD et al. 2009). Insgesamt zeigt sich, dass die Effekte von ED auf
Korpergewicht und Fettleibigkeit substanzspezifisch sind, aber auch von der Dosis und dem
Zeitpunkt der Exposition abhéngen.

In einer eigenen Studie an Schweinen wurde der Einfluss verschiedener Dosierungen von
E2 auch auf die Gewichtsentwicklung und die Korperzusammensetzung bestimmt (FURST et
al. 2012). Hintergrund dieser Studie ist, dass auch natiirliche Substanzen wie E2, die endogen
vorkommende wirksamste dstrogene Substanz, als ED wirken konnen. E2 eignet sich als
ostrogene Modellsubstanz, denn das Wirkspektrum ist sehr gut beschrieben. Um die Frage
nach Effekten von geringen Konzentrationen zu untersuchen, wurden zwei niedrige Dosie-
rungen verwendet. Einerseits eine Dosis nahe des fiir den Menschen bestimmten NOEL
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(10 pug/kg KG/Tag) und andererseits die Menge des aus dem NOEL errechneten ADI
(0,05 ug/kg KG/Tag) (JECFA 1999). Zudem wurde an eine weitere Gruppe von Tieren eine
vergleichsweise hohe Dosis (1000 ug/kg KG/Tag) verabreicht. Die Kontrollgruppe bekam nur
das Tragerlosungsmittel — Ethanol — gefiittert. Als Zeitfenster der Exposition wurde die Tréch-
tigkeit gewihlt und das Schwein als Modelltier, da im Gegensatz zu Nagetieren Schweine und
Menschen eine plazentire Ostrogensynthese besitzen (FURST et al. 2012). Dies ist wichtig, da
die Menge an endogen vorkommenden Ostrogenen einen Einfluss auf die Dosiswirkungsbe-
ziehung und somit auf die Effekte von ED haben kann (VANDENBERG et al. 2012). Somit wiire
es auch moglich, dass der Mensch aufgrund hoherer Ostrogenmengen wihrend der Schwan-
gerschaft weniger sensitiv gegeniiber exogenen Ostrogenen als Nagetiere ist (WITORSCH 2002).
In unserer eigenen Studie wurden Sauen iiber die gesamte Dauer der Trichtigkeit tiglich mit
E2 gefiittert und die weiblichen und minnlichen Nachkommen hinsichtlich vieler Merkmale
untersucht. Ein interessanter Befund war, dass E2 keine Auswirkungen auf das HOXA10-
Gen, und zwar weder auf die Expression noch auf die Methylierung, im Uterus bei den weib-
lichen Nachkommen hatte, obwohl solche Effekte in der Literatur bei Nagetieren mehrfach
beschrieben wurden (PISTEK et al. 2013). Dennoch wurden Veridnderungen sogar in der NOEL-
Dosis auf die Nachkommen gefunden, wie die Untersuchungen von FURST und Kollegen
(FursrT et al. 2012) gezeigt haben. Zum Zeitpunkt der Geburt war das Korpergewicht noch
unverindert, danach jedoch zeigte sich bei den minnlichen Ferkeln in der hochsten Behand-
lungsgruppe eine geringere Gewichtszunahme bis zum Zeitpunkt des Absetzens und bei den
weiblichen Tieren der ADI-Dosis ein geringeres Korpergewicht. Zum Schlachtzeitpunkt waren
diese Unterschiede nicht mehr vorhanden, auch wenn die méannlichen Tiere der hochsten Dosis
noch einen Trend zu einem geringeren Korpergewicht aufwiesen. Beziiglich der Korperzu-
sammensetzung wurden keine Verdnderungen bei den weiblichen Ferkeln gefunden, jedoch
wiesen die médnnlichen Tiere einen hoheren prozentualen Fettanteil auf, wenn sie in utero mit
der NOEL oder der hohen Dosis behandelt wurden. Somit konnten Effekte sogar der niedrigen
Dosen an E2 auf die Nachkommen gezeigt werden. Beziiglich der hormonellen Situation in
den Nachkommen, fanden sich im Blutplasma keine Unterschiede in der Konzentration an E2
und Testosteron, weder bei den Mannchen noch bei den Weibchen. Deshalb ist anzunehmen,
dass eine durch Ostrogene vermittelte epigenetische Programmierung der mesenchymalen
Stammzellen (MSC) wihrend der Fetalentwicklung stattgefunden haben konnte (FURST et al.
2012). Dabei konnten Ostrogene eine vermehrte Entwicklung in Richtung der Priadipozyten
statt Knochen- bzw. Muskelregenerierung stimuliert haben (JANESICK und BLUMBERG 2011).
Dies wurde fiir den Effekt von Tributylzinn und Rosaglitazon auf MSC aus weillem Fettge-
webe bereits gezeigt (KIRCHNER et al. 2010). Da die Regulation der Adipozyten in médnnlichen
Nachkommen iiber Testosteron und den Androgenrezeptor (AR), in weiblichen Nachkommen
indes iiber Ostrogene und die Ostrogenrezeptoren vorgenommen wird (BJORNTORP 1997), er-
scheint eine geschlechtsspezifische Ausprigung erklirbar. Uber eine mogliche Reduktion des
AR wihrend der Ostrogenexposition (CARDONE et al. 1998) in utero konnte es zu einer ver-
dnderten Adipogenese in den médnnlichen Nachkommen gefiihrt haben (FURST et al. 2012).
Als alternativer Mechanismus wird in den eigenen Studien derzeit iiberpriift, inwieweit
das sensitive Fenster der Exposition bereits wihrend der perikonzeptionellen Periode fiir die
Wirkung von Ostrogenen vorgelegen hat. Umfassende Charakterisierungen der in utero ex-
ponierten Embryonen und des uterinen Milieus sollen Aufschluss dariiber geben, ob wihrend
der Phase der niedrigsten endogen vorhandenen Ostrogene, die wihrend der friihen Trichtig-
keit vorliegt, die exogene Ostrogenexposition im Uterus zu Verinderungen des den Embryo
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umgebenden Milieus gefiihrt hat. Damit konnte der beobachtete Phinotyp durch eine direkte
Wirkung des Ostrogens am Embryo oder iiber die Beeinflussung des umgebenden Milieus
(des Histotrophen) zu einer adversen Konstellation gefiihrt haben. Inwieweit die Verinderun-
gen geschlechtsspezifisch aufgetreten sind, wird derzeit untersucht.

4.4 Knochen

Osteoporose durch im Alter auftretenden Verlust an Knochensubstanz stellt eine grofe 6ko-
nomische Belastung dar und kommt héufiger bei Frauen als bei Ménnern vor. Dies ist durch
die unterschiedlichen Verdnderungen der Hormonmengen im Korper bedingt, aber auch durch
generelle Unterschiede in Bezug auf die Knochen (RIGGS et al. 2002). Die geschlechtsspezi-
fischen Unterschiede in der Knochenmasse bilden sich vor allem in der Pubertit heraus. Dies
fiihrt dazu, dass Ménner groBere und stidrkere Knochen bekommen als Frauen. Nach der Ge-
burt wird das Knochenwachstum primér durch GH (Growth hormone) und IGF1 (Insulin-like
growth factor 1) gesteuert. Mit der Pubertidt kommen die Sexualsteroide als weitere wichtige
Faktoren hinzu (CALLEWAERT et al. 2010). Studien deuten darauf hin, dass das Osteoporose-
risiko abhdngig von der im frithen Erwachsenenalter erreichten Knochenmasse (,,peak bone
mass®) ist, weshalb es wichtig ist, die geschlechtsspezifische Knochenentwicklung zu verste-
hen. Beim Mann ist Testosteron sehr wichtig, aber auch Ostrogene sind beteiligt, wohingegen
bei Frauen Ostrogene entscheidend sind (SINGH et al. 2010). Am besten untersucht sind die
Mechanismen bei Miusen, wo bei miannlichen Tieren sowohl das Wachstum der trabekulédren
wie auch der kortikalen Knochenmasse tiber Testosteron und den Androgenrezeptor gesteuert
wird. Nach der Aromatisierung von Testosteron zu E2 wirkt dieses auch entscheidend an der
kortikalen Knochenentwicklung iiber den ESR1 mit. In weiblichen Méusen wird sowohl das
Wachstum der trabekulédren wie auch der kortikalen Knochenbereiche tiber E2 mittels der
Ostrogenrezeptoren moduliert (CALLEWAERT et al. 2010).

Viele Studien, tiberwiegend an Nagetieren, haben gezeigt, dass bereits pri- und postnatale
Exposition mit ED das Knochenwachstum beeinflussen kann. Deutlich zeigen sich substanz-
spezifische Effekte. Daneben finden sich zudem geschlechtsspezifische Unterschiede, Wir-
kungen abhidngig von dem untersuchten Knochen und der Knochenregion, und manchmal
auch nicht monotone Dosiswirkungsbeziehungen. Studien mit BPA zeigen nur wenige signi-
fikante Verdanderungen, wohingegen DES zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrte, wie zum
Teil zu einer erhohten Knochendichte in weiblichen Tieren (AGas et al. 2013). MIGLIACCHIO
und seine Mitarbeiter konnten zeigen, dass sowohl niedrige als auch hohe Mengen an DES,
in utero verabreicht, langfristig die Knochenmasse und die Menge an Kalzium in den Kno-
chen der weiblichen Méusen erhchten (MIGLIACCIO et al. 1996). Eine andere Studie hingegen
fand bei einer niedrigen Dosis an DES, welche ab dem 11. Tag der Trichtigkeit bis Tag 12
nach der Geburt gegeben wurde, dass der Bruchwiderstand des Knochens in den ménnlichen
und weiblichen Nachkommen verringert war (PELCH et al. 2012). Insgesamt zeigten sich
durch DES bei den minnlichen Tieren seltener positive Auswirkungen auf die verschiedenen
Knochenparameter (AGAS et al. 2013). Die Analyse von weiblichen Feten ergab, dass die Be-
handlung wéhrend der Tréchtigkeit bereits in utero zu einer erhohten Kalzifizierung des Ske-
letts fiihrte. In den erwachsenen weiblichen Nachkommen fanden sich neben der erh6hten
Knochenmasse auch Unterschiede im Knochenstoffwechsel, was auf epigenetische Verin-
derungen durch die Exposition in utero hinweist (MIGLIACCIO et al. 1996). Ein weiterer denk-
barer Mechanismus beruht auf langfristigen Verdnderungen des endokrinologischen Systems
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(KarLupserovic und WARD 2008). Studien an weiblichen Ratten, welche ihr Leben lang, be-
ginnend in der Trichtigkeit, entweder sojahaltige bzw. isoflavonreiche Nahrung oder ein Fut-
ter ohne diese Substanzen bekommen haben, zeigen, dass das dstrogenreiche Futter die
Knochenentwicklung fordert, jedoch zeitweise dann keine Unterschiede mehr zu sehen sind;
diese werden nach der Pubertit bzw. zu Beginn der Menopause wieder sichtbar (HERTRAMPF
et al. 2009, WUTTKE et al. 2008). Dies zeigt, wie wichtig auch der Zeitpunkt der Analyse ist.

Es gibt nur sehr wenige Studien an GrofBtieren oder Primaten, jedoch zeigen auch diese,
dass ein frither Kontakt mit ED sich langfristig auf verschiedene Knochenparameter auswirken
kann (HERMSEN et al. 2008, LUNDBERG et al. 2006). Die Analysen von CSAKVARY und Mitar-
beitern deuten zudem darauf hin, dass auch bei Kindern sich die E2-Konzentrationen im Blut
bereits priapubertir auf den Knochen auswirken, da sie mit der Knochendichte und dem Mi-
neralstoffgehalt sowie mit Markern des Knochenstoffwechsels korrelieren (CSAKVARY et al.
2013).

In der oben bereits erwihnten eigenen Studie an Schweinen (FURST et al. 2012), wurden
neben der Korperzusammensetzung und der Gewichtsentwicklung auch verschiedene Kno-
chenparameter bestimmt. Die Analysen (FLOTER et al. 2016) zeigen, dass in den prapubertiren
Nachkommen sowohl in den niedrigen wie auch in der hohen Dosierung nur wenige Kno-
chenparameter beeinflusst wurden. Dennoch fand sich z. B. in den ménnlichen Ferkeln hin-
sichtlich der Knochenstabilitét in der Gruppe mit der ADI-Dosis eine signifikante Reduktion.

5. Ausblick

Die unterschiedlichen beobachteten Effekte, die eine maternale Exposition gegeniiber ED auf
die Entwicklung der Nachkommen zeigen, treten in Form von nicht-monotonen Dosiswir-
kungsbeziehungen auf und zeigen eine gro3e Heterogenitit bei der Auspriagung, die zum Teil
oft geschlechtsspezifisch beobachtet werden kann. Die Heterogenitit der Beobachtungen ldsst
derzeit keine klare Vorhersage auf eine generelle Wirkung von prinataler ED-Exposition auf
die Nachkommen zu. Die wichtigste Erklidrung hierfiir ist vermutlich, dass die Effekte stark
mit dem Expositionsweg und der Methode der Applikation, dem Zeitfenster der Exposition,
der endokrinen Konstellation der betroffenen Spezies und den unterschiedlichen Wirkungs-
spektren der verschiedenen Substanzen sowie deren applizierter Dosen zusammenhidngen.
Daher sind sowohl longitudinale epidemiologische Studien als auch die Verwendung einer
Vielzahl von Modellorganismen zur grundlegenden Klidrung der mechanistischen Zusammen-
hinge zwischen maternaler Exposition gegeniiber ED und der Beeinflussung der postnatalen
Entwicklung notwendig.
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Der ,,gldserne Mensch* hat einen negativen Beigeschmack, das ,,gldserne Tier bisher —
noch? —nicht. Die Tierzucht will Tiere so ,,gldsern* wie moglich machen: zu Recht, denn
keine Industriegesellschaft kann ohne gute Landwirtschaft funktionieren. Der Band liefert
einen umfassenden Uberblick der Entwicklungen in der innovativen Tierzuchtforschung.
Eine wesentliche Voraussetzung ist die Entschliisselung der Genome. Genomsequenzie-
rung und Genomanalyse sind bei einigen Nutztieren nahezu vollstindig ausgefiihrt oder
bereits abgeschlossen. In wenigen Jahren wird voraussichtlich eine ausreichende Kenntnis
der Genome weiterer Arten erreicht sein. Die Verfiigbarkeit der vollstdndigen DNA-Se-
quenz einer Art ermoglicht es nicht nur, gezielt nach merkmalsbeeinflussenden Varianten
zu suchen, sondern auch effizienter, als dies zuvor moglich war, krankheitsverursachende
Merkmale zu identifizieren und zielgerichtet aus einer Population zu eliminieren. Diese
Kenntnisse, in Verbindung mit der Verfiigbarkeit sehr diverser Rassen, ermoglichen die
Auffindung wichtiger natiirlicher genetischer Potenziale und deren sinnvolle Nutzung
fiir eine effiziente zukiinftige Nahrungsmittelproduktion.
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Elternspezifische Genomreprogrammierung
in der Keimbahn und im friihen Embryo:
Konsequenzen fiir die Entwicklung und

das spitere Leben

Thomas HAAF (Wiirzburg)

Zusammenfassung

Bei Séugetieren finden in der Keimbahn und in der friilhen Embryogenese zwei genomweite epigenetische Repro-
grammierungswellen statt. Ei- und Samenzelle, die bei der Befruchtung zusammenkommen, tragen elternspezifische
epigenetische Modifikationen, welche die Entwicklung der Nachkommen im viterlichen bzw. miitterlichen Sinn be-
einflussen. Um Totipotenz der embryonalen Zellen herzustellen, muss ein , Interessenausgleich* stattfinden. Im frithen
Embryo werden fast alle Keimbahnmuster wieder geloscht und durch somatische Muster ersetzt, die auf beiden el-
terlichen Chromosomen identisch sind. Nur wenige geprigte Gene behalten ihre Keimbahnmuster und elternspezifi-
schen Aktivitdten wihrend der gesamten weiteren Entwicklung bei.

Stochastische und/oder durch Umweltfaktoren induzierte Fehler (Epimutationen) in diesem hochkoordinierten Prozess
konnen zu Krankheiten beitragen. Ein wichtiger Aspekt sind mogliche Effekte von assistierten Reproduktionstechniken
auf die Genomreprogrammierung in der Keimbahn und im friihen Embryo. Da die gewebespezifischen Epigenome eines
Individuums in frithen Entwicklungsphasen noch sehr viel plastischer sind als im spiteren Leben, kann der fetale Meta-
bolismus durch ungiinstige intrauterine Umweltfaktoren, z. B. miitterliche Uber- oder Unterernihrung, fehlerhaft einge-
stellt werden. Das Konzept der fetalen Programmierung geht davon aus, dass zahlreiche Volkskrankheiten ihren Ursprung
in der frithen Entwicklung haben (Developmental Origins of Health and Disease, DOHAD). Dies erfordert ein Umdenken
bei der Privention von metabolischen Krankheiten, die sich in vielen Industrieldndern epidemieartig ausbreiten.

Abstract

In mammals two genome-wide epigenetic reprogramming waves occur in the germline and early embryogenesis, re-
spectively. Oocyte and sperm that are combined at fertilization carry parent-specific epigenetic modifications, influ-
encing development of the offspring in the paternal versus maternal interest. To restore totipotency of embryonal
cells for somatic development, paternal and maternal interests must be balanced. Almost all germline patterns are
erased in the early embryo and replaced by somatic patterns which are identical on both parental chromosomes. Only
few imprinted genes maintain their germline patterns and parent-specific activities throughout further development.

Stochastic and/or environmentally induced errors (epimutations) in this highly coordinated process contribute to
disease. Possible effects of assisted reproductive technologies on genome reprogramming in the germline and early
embryo are one important aspect. Since the tissue-specific epigenomes of an individual are much more plastic during
early development than later in life, the setting of the fetal metabolism can be disturbed by adverse intrauterine factors,
such as maternal over- or undernutrition. The concept of fetal programming postulates that many civilization diseases
have their origin in early development (Developmental Origins of Health and Disease, DOHAD). This requires a
change of thinking to prevent the metabolic disease epidemics in developed countries.

1. Einleitung

Diploide Organismen haben einen véterlichen und einen miitterlichen Chromosomensatz. Durch
Vorkern-Transfer-Experimente in einzelligen Mausembryonen (BARTON et al. 1984, MCGRATH
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und SOLTER 1984) wissen wir, dass viterliches und miitterliches Genom bei Sdugetieren funk-
tionell nicht gleichwertig sind. Diploide Mausembryonen mit zwei viterlichen bzw. zwei miit-
terlichen Genomen zeigen sehr unterschiedliche Pathologien und gehen bereits in der frithen
Schwangerschaft verloren. Die miitterlichen Genaktivititen scheinen dabei eher fiir die Entwick-
lung des Embryonen/Feten und die véterlichen fiir die extraembryonalen Strukturen wichtig zu
sein. Unter genomischer Prigung (Imprinting) versteht man die elternspezifische Markierung
einer kleinen Gruppe, schitzungsweise 100-200 unserer >20000 Gene, die mit einer préiferen-
tiellen Expression (Aktivitit) eines der beiden elterlichen Allele einhergeht. Die elternspezifische
Markierung der beiden Allele erfolgt durch differentielle DNA- und/oder Chromatinmodifika-
tionen in der véterlichen bzw. miitterlichen Keimbahn (REIK et al. 2001, L1 2002). Geprigte Gene
sind wichtig fiir das fetale und plazentale Wachstum, die somatische Differenzierung, aber auch
fiir Verhalten, Hirnentwicklung und kognitive Funktionen (REIK et al. 2003, GREGG et al. 2010).

Die genomische Pragung ist in der Evolution der lebendgebérenden Sdugetiere, nach Abspal-
tung der eierlegenden Monotremata entstanden (MURPHY und JIRTLE 2003). Nach der ,,Geschlech-
terkonflikt-Hypothese* (MOORE und HAIG 1991) sind geprigte Gene die Waffen in einem Kampf
um die Verteilung der maternalen Ressourcen wihrend der intrauterinen Entwicklung und nach
der Geburt. Viterlich aktive Gene, wie z. B. der embryonale Wachstumsfaktor IGF2 (insulin-
like growth factor 2), versuchen die Uberlebensfihigkeit der eigenen Nachkommen zu steigern,
indem sie die maximalen miitterlichen Ressourcen ausschopfen. Miitterlich aktive Gene, wie
z.B. HI19, begrenzen das fetale und plazentale Wachstum und ermoglichen es so, die miitterlichen
Ressourcen auf verschiedene Schwangerschaften, unter Umstdnden von verschiedenen Vitern,
zu verteilen. Die Tatsache, dass IGF2 und H19 auf dem menschlichen Chromosom 11p11.5 und
der syntinen Region auf Mauschromosom 7 unmittelbar benachbart liegen (Abb. 1), ist ein ein-
drucksvolles Beispiel fiir die Austragung des Geschlechterkonfliktes im diploiden Sdugergenom.

Paternales
Chromosom

<o Differentielle IGF2 Hfg

** Methylierung

Maternales ; =
Chromosom Upstream- Imprinting- Downstream-

Enhancer kontrollregion Enhancer

Abb. 1 Die geprigte IGF2-HI9-Region als Beispiel fiir den ,,Geschlechterkonflikt* auf genomischer Ebene. Der
Wachstumsfaktor /GF2 (blauer Kasten) wird von dem viterlichen Allel exprimiert und steigert das fetale Wachstum.
Das miitterliche Allel, welches das benachbarte H/9-Gen (roter Kasten) exprimiert, verhindert iiber einen komplexen
Mechanismus (Enhancer Competition) die IGF2-Expression und begrenzt dadurch das fetale Wachstum. Die Expres-
sion beider Gene wird durch eine intergenische, stromaufwérts von H19 gelegene Imprintingkontrollregion reguliert,
die auf dem viterlichen Chromosom methyliert (schwarze Punkte) und auf dem miitterlichen Chromosom unmethyliert
(weille Punkte) vorliegt. Das viterliche /GF2-Allel interagiert mit dem Downstream-Enhancer (griine Ellipsen), der
fiir die Expression von /GF2 (blauer Pfeil zeigt in Transkriptionsrichtung) notwendig ist. Die unmethylierte Imprin-
tingkontrollregion auf dem miitterlichen Chromosom bindet das CTCF-Protein, welches die Interaktion von /GF2 mit
dem Downstream-Enhancer blockiert. Dies ermdglicht die Interaktion von H/9 mit dem Downstream-Enhancer und
die Expression dieser RNA (roter Pfeil in Transkriptionsrichtung). Im Gehirn kann /GF?2 auf beiden elterlichen Allelen
mit dem gewebespezifischen Upstream-Enhancer (gelbe Ellipse) interagieren und wird deshalb biallelisch exprimiert.
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Geprigte Gene sind oft in Clustern angeordnet und werden in der Regel nicht auf der Ebene
des einzelnen Gens, sondern durch iibergeordnete Imprintingkontrollregionen (ICRs) reguliert,
die in der médnnlichen bzw. weiblichen Keimbahn unterschiedlich methyliert werden (EDWARDS
und FERGUSON-SMITH 2007, HAAF 2012). Die ICR fiir die IGF2-H19-Region liegt stromaufwirts
von H19 und ist auf dem viterlichen Chromosom methyliert (Abb. 1). Auf dem viterlichen
Chromosom kann /GF2 mit Enhancer-Elementen stromabwirts von H19 interagieren und wird
deshalb exprimiert. Die unmethylierte ICR auf dem miitterlichen Chromosom bindet das
CTCF-Protein (CCCTC-binding factor) und blockiert diese Interaktion, so dass anstelle von
IGF2 die benachbarte H19-RNA exprimiert werden kann (Abb. 1). Methylierungsstorungen der
IGF2-H19-ICR sind mit reziproken Imprintingkrankheiten assoziiert. Eine Hypermethylierung
und die dadurch bedingte IGF2-Uberexpression (iiberschieBende viiterliche Aktivitit) geht mit
einem fetalen Riesenwuchs (Beckwith-Wiedemann-Syndrom [BWS]) einher, wihrend die Hy-
pomethylierung bzw. zu geringe /GF2-Expression (iiberschieende miitterliche Interessen) einen
primordialen Kleinwuchs (Silver-Russel-Syndrom) verursacht (JAcoB et al. 2013).

Die DNA-Methylierung (Abb. 2), genauer die Anheftung einer Methylgruppe an das Koh-
lenstoffatom 5 im Pyrimidinring von Cytosin durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs), ist
eine epigenetische Modifikation der DNA selbst, welche eine entscheidende Rolle bei der
zeitlich, ortlich und elternspezifisch hochkoordinierten Genregulation spielt. Die Methylierung
findet hauptsidchlich im Kontext von CpG (cytosine-phosphate-guanine)-Dinukleotiden statt,
die mit etwa 28 Millionen im menschlichen Genom unterreprisentiert sind (ROLLINS et al.
20006). Etwa 45 % der CpGs finden sich in repetitiven DNA-Elementen und sind methyliert,
um deren Retrotranspositionsaktivitit zu unterdriicken (YODER et al. 1997). Etwa 7 % der
CpGs sind in sogenannten CpG-Inseln angereichert, die als cis-regulatorische Sequenzen im
Promotorbereich von Genen und in ICRs fungieren. Die mit Promotoren assoziierten CpG-
Inseln sind in der Regel unmethyliert. Die Promotormethylierung bei Entwicklung, Differen-
zierung und Krankheitsprozessen bedingt eine kondensierte inaktive Chromatinstruktur (Abb.
2) und Abschaltung des so verpackten Gens (JAENISCH und BIRD 2003, WEBER et al. 2007).
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Abb.2 DNA-Methylierung und Chromatinstruktur. Bei der DNA-Methylierung wird durch DNA-Methyltransferasen
(DNMT) eine Methylgruppe von S-Adenosylmethionin auf das Kohlenstoffatom 5 im Cytosinring {ibertragen. Die
methylierte DNA bindet Methylcytosin-Bindeproteine, welche dann Histondeacetlyasen und Chromatinremodellie-
rungskomplexe rekrutieren. Dadurch entsteht eine kondensierte Chromatinstruktur, die von der Transkriptionsma-
schinerie nicht mehr abgelesen werden kann.
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Jeder der iiber 200 Zelltypen im Korper besitzt eine spezifische Kombination von aktiven
(etwa 5-10 %) und inaktiven Genen, die in der Ontogenese programmiert wird und dann (auf-
grund der symmetrischen Methylierung von CpG-Dinukleotiden im doppelstringigen DNA-
Molekiil) bei DNA-Replikation und Zellteilung stabil weitervererbt werden kann.
Beriicksichtigt man die verschiedenen Entwicklungsstadien eines Organismus von der Be-
fruchtung bis zum Tod, dann besitzt der Organismus zwar nur ein Genom (in jeder Korperzelle
ist dieselbe DNA-Sequenz vorhanden), aber weit iiber 1000 Epigenome. Die Summe aller epi-
genetischen Modifikationen einer Zelle (Epigenom) bestimmt deren Genaktivititen und damit
Struktur und Funktion. Die epigenetische Vererbung (von Genaktivititszustinden) beruht nicht
auf irreversiblen Verdnderungen (Mutationen) der Basenabfolge im DNA-Molekiil, sondern
auf reversiblen biochemischen Modifikationen. Sie unterliegt deshalb auch nicht den Men-
delschen Regeln.

2. Genomreprogrammierungszyklus

Wihrend Gametogenese und friiher Embryogenese laufen zwei genomweite Reprogrammie-
rungswellen mit Demethylierung und anschlieBender Remethylierung ab. In der Keimbahn
(erste Welle) werden viterliche und miitterliche Genome elternspezifisch programmiert (Abb.
3). Zu einem sehr frithen Zeitpunkt in der fetalen Entwicklung, wenn die primordialen Keim-
zellen in die Genitalleiste einwandern, werden zunichst alle (geprigten und somatischen)
DNA-Methylierungsmuster vorangegangener Generationen geldscht. Dies ist der einzige Zeit-
punkt in der Entwicklung, zu dem die Keimzellen beider Geschlechter epigenetisch (funktio-
nell) gleichwertig sind. Die elternspezifischen Methylierungsmuster werden dann wihrend
der Keimzellentwicklung in der ménnlich bzw. weiblichen Keimbahn etabliert (HAJKOVA et
al. 2002, ALLEGRUCCI et al. 2005). In der médnnlichen Keimbahn beginnt die Remethylierung
in den Prospermatogonien nach dem prinatalen mitotischen Arrest und ist dann in den Sper-
matozyten am Ende des Pachytinstadiums abgeschlossen (ROUSSEAUX et al. 2005, BOYANO
et al. 2008). In der weiblichen Keimbahn beginnt die Remethylierung mit dem Oozytenwachs-
tum (Ubergang von Primér- zu Sekundirfollikeln) und dauert bis zum Metaphase-I-Stadium
der Meiose (LUCIFERO et al. 2004, HIURA et al. 2006). Sowohl in ménnlichen als auch in weib-
lichen Keimzellen scheinen die Gene in einer spezifischen Reihenfolge methyliert zu werden.
Manche maternalen Methylierungsimprints sind méglicherweise erst nach Befruchtung voll-
standig etabliert (EL-MAARRI et al. 2001).

In der zweiten Reprogrammierungswelle nach der Befruchtung werden die meisten Keim-
bahnmuster wieder geloscht und somatische Methylierungsmuster fiir die Entwicklung des
neuen Individuums hergestellt (REIK et al. 2001, HAAF 2006). Die genomweite Demethylierung
des viterlichen und des miitterlichen Genoms in der Zygote und im frithen Embryo erfolgt
aktiv (durch DNA-Demethylasen) und/oder passiv (durch DNA-Replikation ohne DNA-Me-
thyltransferasen) und betrifft verschiedene repetitive und Einzelgensequenzen. Nur die ICRs
von geprigten Genen sind durch einen unbekannten Mechanismus vor dieser zweiten Deme-
thylierungswelle geschiitzt und behalten ihre Keimbahnmuster bei (Abb. 3). Die De-novo-
Methylierung erfolgt bevorzugt in der inneren Zellmasse des Blastozystenstadiums und dient
der Etablierung somatischer Methylierungsmuster in den Vorlduferzellen der verschiedenen
Keimblitter. Trophoblastzellen, die Vorldufer der extraembryonalen Gewebe, zeigen eine ver-
gleichsweise niedrige Methylierung (SANTOS und DEAN 2004).

142 Nova Acta Leopoldina NF /79, Nr. 404, 139-153 (2016)



Elternspezifische Genomreprogrammierung in der Keimbahn und im friihen Embryo

ARTs DOHAD DOHAD
Zygote Blastozyste
@ -
Genom- | AR
reprogammierung @ [Fetale
ARTs 1 \ Gonaden

Etabli d
Kei:m:f:];l;liu::er Ausléschung aller
epigenetischen Muster

Gameten \
@ @ Y% Imprinting
T T Somatische Muster

Primordiale Keimzellen

Abb. 3 Epigenetischer Reprogrammierungszyklus. In der fetalen Keimbahn werden alle DNA-Methylierungsmuster
komplett geloscht (graue Symbole) und in der Gametogenese paternale (blau) oder maternale (rot) DNA-Methylie-
rungsmuster etabliert. Die zwei Keimbahn-Epigenome, die bei der Befruchtung kombiniert werden, machen im frithen
Embryo eine elternspezifische Reprogrammierung durch, bei der die meisten Keimbahnmuster wieder geloscht und
durch somatische Muster (griin) ersetzt werden. Nur die geprigten Gene behalten ihre Keimbahnmuster wihrend der
Entwicklung des neuen Organismus bei. Assistierte Reproduktionstechniken (ARTs), die in sensitiven Phasen der
spiten Keimzellentwicklung und friithen Embryogenese einwirken, konnen die Genomreprogrammierung beeinflus-
sen. Nach der ,,Developmental Origins of Health and Disease (DOHAD)“-Hypothese konnen auch ungiinstige Um-
weltfaktoren, die in der friihen Entwicklung auf das Individuum einwirken, Krankheitsrisiken fiir das spitere Leben
programmieren.

Die postzygotische Methylierung bestimmt den Aktivitdtszustand von Gen-Sets bei Entwick-
lung und Differenzierung. Durch stochastische und/oder Umweltfaktoren bedingte Fehler bei
der Etablierung, Aufrechterhaltung und/oder Loschung von Methylierungsmustern kann es zu
Verinderungen der Genregulation kommen. Die Beitrdge von solchen Epimutationen, die
10-100-mal hiufiger sind als klassische genetische Mutationen (BENNETT-BAKER et al. 2003,
GovAL et al. 20006), zur phinotypischen Variation und Krankheitsentstehung wird bisher ge-
waltig unterschitzt (HORSTHEMKE 2006, EL HA1s und HAAF 2013).

3. Epigenetische Effekte von assistierten Reproduktionstechniken (ARTS)

Zahlreiche Studien im Maus- oder Grofitiermodell sowie epidemiologische Studien beim Men-
schen weisen darauf hin, dass verschiedene ARTs mit epigenetischen und phénotyischen Ver-
dnderungen assoziiert sind. Die In-vitro-Maturation und ovarielle Stimulation von Eizellen,
die physikalische Manipulation der Keimzellen bei In-vitro-Fertilisation (IVF) und intrazyto-
plasmatischer Spermieninjektion (ICSI) sowie die In-vitro-Kultur von Embryonen finden zu
sensitiven Zeitpunkten in der spiten Eizellentwicklung bzw. frilhen Embryogenese statt, in
denen das Genom elternspezifisch reprogrammiert wird (GRACE und SINCLAIR 2009, LAPRISE
2009, EL HAi und HAAF 2013). Da die Methylierungsreprogrammierung in den ménnlichen
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Keimzellen bereits vor der Spermiogenese abliuft, sollte das Spermienepigenom weniger an-
fallig fiir ART-induzierte Storungen sein als das von Eizellen. Abnormale Methylierungsmuster
in den Spermien sind mit schlechten Spermiogrammparametern (z. B. reduzierter Spermien-
zahl) und erniedrigten Schwangerschaftsraten nach ART assoziiert (MARQUES et al. 2008, Ko-
BAYASHI et al. 2009, EL HAs et al. 2011b) und hidngen wohl eher mit der ménnlichen Infertilitét
zusammen als mit der assistierten Reproduktion selbst.

Die ovarielle Stimulation mit exogenen Gonadotropinen (Superovulation) ist eine giingige
MaBnahme bei der Infertilitdtstherapie des Menschen und der Produktion von Labortieren,
um die Anzahl der ovulierten Eizellen fiir IVF/ICSI zu erhéhen. Im Mausmodell konnte ge-
zeigt werden, dass die Superovulation die Methylierung und Expression von Genen in Oozy-
ten, Embryonen, Fetus und Plazenta negativ beeinflusst (FORTIER et al. 2008, MARKET- VELKER
et al. 2010, FAUQUE 2013, LINKE et al. 2013). Dabei wurden in erster Linie geprigte Gene un-
tersucht, die aufgrund ihrer Rolle bei Entwicklung und Differenzierung ein gutes Modell zur
Analyse ART-induzierter Storungen darstellen (DENOMME und MANN 2012). Das Problem
scheint dabei weniger die Etablierung der Methylierungsimprints in der weiblichen Keimbahn
zu sein als deren Aufrechterhaltung nach der Befruchtung (EL Hau et al. 2011a). Unterstiitzt
wird diese Hypothese auch dadurch, dass die In-vitro-Kultur und Maturation von Eizellen,
die ohne Superovulation gewonnen wurden, in Maus (TRAPPHOFF et al. 2010), Rind (HEINZ-
MANN et al. 2011) und Mensch (KuHTz et al. 2014) nicht zu einer signifikanten Zunahme von
Methylierungsstorungen in den Oozyten fiihrt.

Der am besten untersuchte und wahrscheinlich bedeutsamste Umweltfaktor bei der assis-
tierten Reproduktion ist die Embryokultur (EL HAJy und HAAF 2013). Studien im Maus- (Do-
HERTY et al. 2000, KHOSLA et al. 2001, SCHWARZER et al. 2012) und Grofitiermodell (YOUNG
et al. 1998) zeigen eindrucksvoll, dass verschiedene Embryokulturbedingungen, insbesondere
die Zugabe von fetalem Kilberserum, zu aberranten Methylierungs- und Expressionsmustern
von geprigten Genen fiihren. Die Imprintingstorungen entstehen wahrscheinlich zwischen
Zweizell- und Blastozystenstadium und persistieren dann in verschiedenen Geweben, wobei
die plazentalen Gewebe storungsanfilliger zu sein scheinen als der Embryo/Fet selbst (MANN
et al. 2004, Rivera et al. 2008). Die Embryokultur beeinflusst dabei nicht nur die
embryonale/fetale Entwicklung, sondern auch den adulten Phidnotyp der Nachkommen. Sub-
optimale Embryokulturbedingungen wurden mit Organomegalie, Glukoseintoleranz, Subfer-
tilitdt, aber auch Verhaltensauffélligkeiten, Gedichtnisdefiziten und Entwicklungsstorungen
des Nervensystems assoziiert (ECKER et al. 2004, FERNANDEZ-GONZALES et al. 2004, CALLE et
al. 2012).

Die wenigen existierenden Daten an menschlichen Embryonen lassen vermuten, dass auch
hier Methylierungsstorungen in geprigten Genen nach ART vorkommen (CHEN et al. 2010,
IBALA-ROMDHANE et al. 2011). ART-Kinder haben ein leicht erhohtes Risiko (Faktor 1,3—1,4)
fiir angeborene Fehlbildungen (HANSEN et al. 2005), ein zwei- bis dreifach erhohtes Risiko
fiir niedriges und sehr niedriges Geburtsgewicht (SCHIEVE et al. 2002), vermehrt perinatale
Komplikationen (WISBORG et al. 2010), und ein moglicherweise deutlich (drei- bis neunfach)
erhohtes Risiko fiir einige sehr seltene Imprintingkrankheiten, wie BWS und Angelman-Syn-
drom (AS; HORSTHEMKE und LupwiG 2005, AMOR und HALLIDAY 2008). Das absolute Risiko
fiir ein ART-Kind mit BWS oder AS bleibt aber gering, so dass groflere populationsbasierte
Studien keine signifikant erhohten Inzidenzen von Imprintingkrankheiten nach ART nachwei-
sen konnten (BowDIN et al. 2007, DOORNBOS et al. 2007). Interessanterweise liegt sowohl bei
ART-Kindern mit BWS als auch mit AS eine abnormale Hypomethylierung des normalerweise
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methylierten miitterlichen Allels (LIT1 bzw. SNRPN) vor (HORSTHEMKE und LupwiG 2005).
Das ,,Large Offspring“-Syndrom, das bei der In-vitro-Produktion von Rindern und Schafen
gehduft auftritt und dem BWS beim Menschen dhnelt, wird ebenfalls durch aberrante Hypo-
methylierung eines geprigten Gens (/GF2R) erklért (YOUNG et al. 2001).

4. Fetale Programmierung

Es ist heute weithin akzeptiert, dass die intrauterine Umgebung die Entwicklung des Kindes
nachhaltig beeinflusst und den Gesundheitszustand im spiteren Leben mitbestimmt. Der bri-
tische Epidemiologe David BARKER hat bereits vor iiber 20 Jahren einen Zusammenhang zwi-
schen niedrigem Geburtsgewicht, einem Indikator fiir ungiinstige Umweltbedingungen
in utero, und einem lebenslang erhohten Risiko fiir kardiovaskulédre, metabolisch und andere
komplexe Krankheiten hergestellt (BARKER et al. 1993). Die Erkenntnis, dass Volkskrankheiten
ihren Ursprung in einer suboptimalen fetalen Entwicklung haben, wird heute als Barker-
Hypothese oder Developmental Origins of Health and Disease (DOHAD) bezeichnet (GILL-
MAN 2005). Eine ungiinstige intrauterine Umwelt kann zu persistierenden Fehlprogrammie-
rungen von Metabolismus, neuroendokrinen und anderen Funktionen des exponierten Feten
fiihren, die erhohte Krankheitsrisiken im spiteren Leben bedingen. Es ist wahrscheinlich, dass
epigenetische Mechanismen diesen Gen-Umwelt-Interaktionen zugrunde liegen. Obwohl die
gewebespezifischen Epigenome des Organismus das ganze Leben hindurch von Umweltfak-
toren modifiziert werden konnen, ist die epigenetische Plastizitit in frithen Entwicklungs-
stadien am hochsten (GLUCKMAN et al. 2009).

Tierexperimente belegen den enormen Einfluss von stochastischen und intrauterinen Um-
weltfaktoren, insbesondere der Verfiigbarkeit von Néhrstoffen auf das Epigenom und den Phi-
notyp der Nachkommen. Ein besonders dramatisches Beispiel liefert das Agouti viable yellow
(A%)-Mausmodell, bei dem die Insertion eines IAP'-Retrotransposons ein metastabiles Epiallel
generiert hat. Durch zufillige IAP-Methylierung in der frithen Embryogenese werden die Ex-
pression des A"-Epiallels und der A”-Phénotyp, der durch eine gelbe Fellfarbe und Prédis-
positionen fiir metabolische Krankheiten und Krebs charakterisiert ist, unterdriickt (MORGAN
etal. 1999). Die Supplementation der miitterlichen Diédt mit Methyldonoren erhoht die Wahr-
scheinlichkeit der IAP-Methylierung und damit den Anteil der Nachkommen mit Pseudo-
agouti- (dhnlich dem Wildtyp; vollstindige A"”-Methylierung) und geflecktem (mottled,
Mosaik-Methylierung) Phdnotyp (WATERLAND et al. 2003). Die Exposition mit Bisphenol A
oder Blei geht dagegen mit einer reduzierten Methylierung und einem erhohten Anteil von
A"-Phénotypen einher (ANDERSON et al. 2012).

Beim Menschen sind insbesondere die lebenslangen Auswirkungen von materno-fetaler
Untererndhrung gut dokumentiert. Die ,,holldndische Hungerwinter“-Kohorte umfasst mehr
als 2000 Geburten von 1943 bis 1947 in Amsterdam, wo schwangere Frauen wegen eines Em-
bargos der Nazis 1944 nur 400-800 kcal tdglich zur Verfiigung hatten. Der Gesundheitszustand
der heute 70-Jdhrigen wurde seit den 1990er Jahren systematisch untersucht. Individuen, die
in der frithen Schwangerschaft einer intrauterinen Mangelsituation ausgesetzt waren, haben
ein erhohtes Risiko fiir metabolische, kardiovaskuldre und andere Volkskrankheiten, Schizo-

1 IAP - intracisternal A-type particle.
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phrenie und vorzeitige kognitive Alterung (ROSEBOOM et al. 2006, ScHULZ 2010). Im Vergleich
zu ihren nicht-exponierten Geschwisterkindern findet man subtile, aber statistisch signifikante
Anderungen der DNA-Methylierung in einer Reihe von gepriigten (z. B. IGF2) und nicht-ge-
prigten (z. B. LEP, Leptin) Genen, die fiir Wachstum und Metabolismus relevant sind (HEJ-
MANS et al. 2008, TosI et al. 2009).

Das weitaus groBere Problem in den meisten Lindern weltweit ist heute die fetale Uber-
erndhrung. In hochentwickelten Lindern sind etwa 20 % der Schwangeren adipds oder sehr
adipds am Beginn der Schwangerschaft, und bis zu 10 % entwickeln einen Gestationsdiabetes
mellitus (GDM) in der Schwangerschaft (BEN-HAROUSH et al. 2004). Das Uberangebot an
Glukose und anderen Niahrstoffen bedingt einen fetalen Hyperinsulinismus (BUCHANAN und
XIANG 2005). Insulin als Wachstumsfaktor erkléart die Makrosomie der GDM-Kinder. Interes-
santerweise sind die Langzeitfolgen von fetaler Uber- und Unterernihrung dhnlich (U-férmige
Risikokurve). Auch die intrauterine GDM-Exposition erhoht die Wahrscheinlichkeit der Nach-
kommen fiir metabolische, kardiovaskulédre und eine Reihe von Krebserkrankungen (WRIGHT
et al. 2009, MOORE 2010, WU et al. 2012). Studien an diskordanten Geschwisterkindern, die
geboren wurden, bevor oder nachdem die Mutter einen Diabetes entwickelt hat, unterstiitzen
einen kausalen Zusammenhang zwischen intrauteriner Uberernihrung und den lebenslang er-
hohten Krankheitsrisiken (DABELEA et al. 2000).

Verschiedene Studien haben in Nabelschnurblut und/oder Plazenta von GDM-Kindern ver-
dnderte Methylierungsmuster in metabolischen Genen, u. a. LEP, ADIPOQ (Adiponectin),
ABCAI (ATP-binding cassette transporter A1), MEST/PEGI1 (mesoderm-specific transcript
homolog protein/paternally expressed gene 1) und NR3C1 (nuclear receptor subfamily 3,
group C, member 1; Glukokortikoidrezeptor), nachgewiesen (BOUCHARD et al. 2010, 2012,
EL Haur et al. 2013, HOUDE et al. 2013) (Abb. 4). Von besonderem Interesse ist dabei das ge-
prégte (viterlich exprimierte) MEST-Gen, das im Blut von iibergewichtigen Erwachsenen hy-
pomethyliert (EL Hass et al. 2013) und im Fettgewebe iiberexprimiert ist (KosAKkI et al. 2000).
Im Mausmodell fiihrt die Uberexpression von Mest zu einer VergroBerung der Adipozyten
und Fettexpansion (KAMEI et al. 2007). Die Mest-Expression spielt bei der Maus eine wichtige
Rolle bei der Entstehung der erndhrungsbedingten Adipositas (Koza et al. 2006, KozAk et al.
2010). Es scheint deshalb plausibel anzunehmen, dass die Hypomethylierung von MEST in
GDM-Kindern zu deren Préadisposition, im Lauf des Lebens eine Adipositas zu entwickeln,
beitrigt (Abb. 4). Es wird vermutet, dass die fetale Programmierung in der Evolution der Sdu-
getiere entstanden ist, um die Fitness der Mutter wihrend und nach der Schwangerschaft zu
erhohen (WELLS 2007). Viterlich aktive Gene wie MEST, die das Wachstum steigern, sind
Top-Kandidaten fiir die fetale Programmierung in einer intrauterinen Uberflusssituation, wiih-
rend miitterlich aktive Gene wie H19 das Wachstum begrenzen und wohl eher fiir die Anpas-
sung an eine Mangelsituation wichtiger sind.

Genomweite Analysen mit DNA-Methylierungsarrays (RUCHAT et al. 2013, EL HAy et al.
2014) zeigen in GDM-Kindern eine Anreicherung von differentiell methylierten Genen in
Stoffwechselwegen/Gen-Netzwerken, die mit metabolischen Krankheiten, kardiovaskulédren
Krankheiten und endokrinen Storungen assoziiert sind. Durch die intrauterine GDM-Exposi-
tion kommt es zu epigenetischen Veridnderungen in zahlreichen Genen, wobei die einzelnen
Veridnderungen alle von geringer Effektstirke (Methylierungsverinderungen im Prozentbe-
reich) sind. Dies ist nicht tiberraschend, wenn man bedenkt, dass Volkskrankheiten multifak-
toriell bedingt sind. Neben genetischen und Umweltfaktoren (z. B. physikalische Aktivitit
und Erndhrung), spielen auch der Zufall und Gen-Umwelt-Interaktionen (Epigenetik) eine
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Normale
intrauterine
Umwelt

Epigenetische
Veridnderungen,
z.B. Hypomethylierung
von ABCAI, LEP,
MEST und NR3CI

u Priidisposition fiir

Diabetische Adipositas und Diabetes
intrauterine

Umwelt Nicht-genetische Vererbung
des metabolischen Phiinotyps

Abb. 4 ,Teufelskreis” der metabolischen Programmierung. Durch eine ungiinstige, z. B. diabetische, intrauterine
Umgebung kommt es zu epigenetischen Verdnderungen in den Nachkommen, z. B. einer Hypomethylierung der Gene
ABCAI,LEP, MEST und NR3C1. Durch diese Fehlprogrammierung steigt das Risiko, im spéteren Leben Adipositas
und/oder Diabetes zu entwickeln. Ist die Mutter in der F1-Generation adips und/oder entwickelt einen GDM, kommt
es in utero zu einer Fehlprogrammierung der F2-Generation in dieselbe Richtung, d. h., der metabolische Phénotyp
wird nicht-genetisch weiter vererbt.

Rolle. Trotz enormer Forschungsanstrengungen und immer grofleren genomweiten Assozia-
tionsstudien erkldren die bisher gefundenen Genvarianten nur einen kleinen Teil der oft hohen
Heritabilitdt von Volkskrankheiten (MAHER 2008). Epigenetische Verdnderungen konnten in
erheblichem Umfang zu dieser ,,Missing Heritability* beitragen.

5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Bei der Befruchtung kommen zwei sehr unterschiedliche Keimbahn-Epigenome zusammen,
die in ein totipotentes embryonales Epigenom reprogrammiert werden. Durch Entwicklung
und Differenzierung entstehen daraus >1000 Gewebe- und Stadien-spezifische Epigenome.
Das bzw. die Epigenome eines Individuums sind enorm dynamisch und werden sowohl durch
stochastische als auch Umweltfaktoren beeinflusst (FAULK und DoLiNOY 2011, FEIL und FRAGA
2012). Diese Plastizitit ist in frithen, d. h. den embryonalen und fetalen, Entwicklungsphasen
sehr viel hoher als im spéteren Leben (GLUCKMAN et al. 2009, LEHNEN et al. 2013). Wenn
Volkskrankheiten ihren Ursprung zumindest teilweise in der frithen Entwicklung haben, dann
miissen wir zur Pravention von metabolischen und kardiovaskulidren Krankheiten dafiir sorgen,
dass perikonzeptionell und in utero optimale Umweltbedingungen vorliegen. Bisher wird eine

Nova Acta Leopoldina NF 779, Nr. 404, 139-153 (2016) 147



Thomas Haaf

erfolgreiche Schwangerschaft durch die Geburt eines gesunden Kindes definiert, wir sollten
in Zukunft aber auch die lebenslangen Krankheitsrisiken dieses Kindes mit beriicksichtigen.

Es gibt wohl kaum eine dramatischere Verdnderung der Umwelt als bei der assistierten
Reproduktion im Vergleich zur natiirlichen Konzeption. Was die medizinischen Risiken von
ARTs betrifft, werden bisher in erster Linie die leicht erhohte Fehlbildungsrate, die erhohte
perinatale Morbiditidt und einige seltene Imprintingkrankheiten diskutiert. Obwohl weltweit
mehrere Millionen Menschen durch ARTs gezeugt wurden, gibt es kaum aussagekriftige Un-
tersuchungen iiber mogliche Pridispositionen fiir komplexe Krankheiten im Erwachsenenalter.
Ahnlich der ,hollindischen Hungerwinter“-Geburtskohorte, welche die Bedeutung der peri-
konzeptionellen Periode fiir das lebenslange Krankheitsrisiko eindrucksvoll gezeigt hat (Ro-
SEBOOM et al. 2006, ScHULZ 2010), sind epidemiologische Langzeitstudien an den heute meist
noch jungen durch ART gezeugten Menschen dringend erforderlich. Ein systematischer Ver-
gleich der vielen verschiedenen ART-Protokolle ist schwierig, und es gibt deshalb keinen Kon-
sensus, was optimale Umweltbedingungen ,,im Reagenzglas® sind. Die Beobachtung, dass
Superovulation (PELINCK et al. 2010) und Embryokulturbedingungen (DUMOULIN et al. 2010,
NELISSEN et al. 2012) Einfluss auf das Geburtsgewicht haben, legt den Verdacht nahe, dass
ARTs: sich weit liber die Praimplantationsphase hinaus auf die Entwicklung auswirken. Studien
in Gambia, wo wihrend der Regenzeit eine Mangelsituation herrscht, haben gezeigt, dass die
Supplementation der miitterlichen Diidt um den Zeitpunkt der Befruchtung herum, mit epige-
netischen Veridnderungen bei den Nachkommen assoziiert ist, die zumindest bis in das Kin-
desalter persistieren konnen (COOPER et al. 2012, KHULAN et al. 2012). Wenn schon die
perikonzeptionelle maternale Erndhrung solch langanhaltende Effekte hat, dann trifft dies
wahrscheinlich erst recht fiir die verschiedenen Embryokulturmedien und ART-Protokolle zu.

Die epidemieartige Zunahme von metabolischen Krankheiten innerhalb nur einer Gene-
ration kann durch Uberernihrung und Bewegungsmangel allein kaum erklirt werden. Die fe-
tale Programmierung des Metabolismus konnte hier einen wichtigen Beitrag liefern (Abb. 4).
Ungiinstige Expositionen in utero, z. B. bei maternaler Adipositas und/oder GDM, fiihren zu
epigenetischen Verdnderungen bei den Nachkommen, die das Risiko fiir eine metabolische
Erkrankung im Lauf des Lebens erhohen. Sind die Schwangeren der néchsten Generation dann
wiederum adipds oder diabetisch, wird die ungiinstige intrauterine Umwelt an die iibernichste
Generation weitergegeben und der metabolische Phinotyp nicht-genetisch vererbt. Nach dem
Konzept der fetalen Programmierung (DOHAD) sind zur Pridvention von Volkskrankheiten
MaBnahmen zur Normalisierung der intrauterinen Umwelt sehr viel wirksamer als Verdnde-
rungen der Lebensweise im Jugend- und Erwachsenenalter, wenn die epigenetische Plastizitéit
bereits sehr viel geringer ist. Studien an Geschwisterkindern von Schwangerschaften vor und
nach einer (chirurgischen) Gewichtsreduktion der Mutter haben gezeigt, dass die nach Ge-
wichtsabnahme der Mutter ausgetragenen Kinder ein erniedrigtes Risiko fiir Adipositas und
metabolische Krankheiten haben (KrAL et al. 2006, SMITH et al. 2009). Bei maternaler Adi-
positas ist eine Gewichtsabnahme vor der Schwangerschaft also empfehlenswert, aber wahr-
scheinlich oft nur schwer zu erreichen. Auf jeden Fall sollte bei allen Schwangeren,
insbesondere den Adipdsen und solchen mit familidrer Belastung fiir Diabetes, der Blutzu-
ckerspiegel regelmiBig kontrolliert und ein Glukosetoleranztest durchgefiihrt werden. Ein sich
entwickelnder GDM muss durch didtetische MaBBnahmen (ohne Hungern) und gegebenenfalls
Insulin behandelt werden.

Epigenetische Verdnderungen sind im Prinzip reversibel. Die Pridispositionen fiir meta-
bolische und andere komplexe Krankheiten bei ungiinstigen Expositionen in utero, kénnen
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moglicherweise durch pharmakologische, didtetische und VerhaltensmaB3nahmen nach der Ge-
burt normalisiert werden (LEHNEN et al. 2013). Im Rattenmodel konnten die Langzeitfolgen
einer fetalen Untererndhrung durch verschiedene postnatale Interventionen, z. B. eine Lep-
tin-Behandlung der Neugeborenen (VICKERS et al. 2005), eine Gabe von Wachstumshormon
in der Stillperiode (GRAY et al. 2013) oder eine Folsidure-Behandlung im jugendlichen Stadium
(BURDGE et al. 2009), verhindert werden. Da der Mensch im Vergleich zu anderen Sdugetieren
relativ unreif geboren wird, kann man davon ausgehen, dass die Plastizitdt des Epigenoms
auch nach der Geburt noch hoch ist und ein sensitives Zeitfenster zur Privention von Volks-
krankheiten im spiteren Leben besteht. Forschung in dieser Richtung ist dringend notwendig.
Ein erster Schritt wire die Entwicklung von epigenetischen Markern zur Abschidtzung des
Ausmalfes der metabolischen Fehlprogrammierung in utero und zur Verlaufskontrolle nach
der Geburt.
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Es gibt nur wenige Fragen, welche die Menschheit seit Beginn ihrer geistigen Auseinan-
dersetzung mit sich selbst und der sie umgebenden Welt unaufhorlich begleitet haben.
»Was ist Leben?* zihlt zu diesen Grundfragen des menschlichen Daseins. Angesichts
der beeindruckenden Erfolge der empirischen Forschung an Lebewesen wird die Schwie-
rigkeit immer offenkundiger, eine allgemein iiberzeugende Antwort auf die Frage nach
den grundlegenden Eigenschaften derjenigen Systeme zu geben, die wir ,,lebendig* nen-
nen. Diese Ritselhaftigkeit fasziniert Natur-, Geistes- und Kulturwissenschaftler und
bringt sie dazu, gemeinsam das Wesen des Lebens zu erkunden. In dem Band behandeln
hervorragende Vertreter der unterschiedlichsten Wissenschaftsdisziplinen den noch nicht
zufriedenstellend geklirten Ursprung des Lebens. Sie untersuchen das neue, umfassende
Verstdndnis der molekularen Grundlagen von Lebensprozessen aus der Sicht der Genom-
forschung und beschreiben die Moglichkeiten, Leben in Analogie zu Maschinen zu mo-
dellieren. Sie behandeln die ungeheure Vielfalt des Lebens, die Beeinflussbarkeit des
Lebens durch menschliche Eingriffe und die Grenzen des Lebens aus biologischer, psy-
chologischer und philosophischer Sicht. Dabei wird deutlich, wie hartnickig sich die
Frage nach dem Leben durch die Wissenschaftsgeschichte, ja durch die ganze Geistes-
geschichte zieht und welche Brisanz sie angesichts aktueller Forschungsergebnisse er-
halten hat.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Genetisches Imprinting fiir Muskelmasse und
Fettansatz bei der Maus

Gudrun A. BROCKMANN und Stefan KARST (Berlin)

Zusammenfassung

Die aufgefiihrten Beispiele demonstrieren, dass sich mittels quantitativ genetischer Verfahren Parent-of-Origin-
Effekte im Genom identifizieren lassen. Strukturierte Populationen aus Inzucht- oder Auszuchtpopulationen, die
unter kontrollierten Umweltbedingungen gehalten werden, sind dafiir gut geeignet. Wir konnten zeigen, dass Par-
ent-of-Origin-Effekte auch vorhanden sein konnen, wenn an den identifizierten Loci keine direkten additiv oder
dominanten Effekte wirken. Parent-of-Origin-Effekte sind bis zu einem unterschiedlichen juvenilen oder friihen
adulten Lebensalter als phianotypische Effekte sichtbar. Neben bekannten genetischen Imprintingeffekten konnen
tiber die strukturierte genomweite Suche neue Imprintingeffekte identifiziert werden. Wahrscheinlich werden Par-
ent-of-Origin-Effekte iiber mehrere Generationen vererbt. Abschlielend soll jedoch unterstrichen werden, dass die
identifizierten Parent-of-Origin-Effekte moglicherweise durch wirkende maternale Effekte beeinflusst und von
maternalen Imprintingeffekten nicht unterschieden werden konnen.

Abstract

The documented examples demonstrate the power of quantitative genetic approaches for the identification of par-
ent-of-origin effects in the genome. Structured populations from inbred or outbred populations, which are main-
tained under controlled environmental conditions, are well suited for mapping parent-of-origin effects. We could
show that parent-of-origin effects can be present at genomic loci even when no direct additive or dominant effects
act at these loci. Parent-of-origin effects are visible as phenotypic effects until different juvenile or early adult ages.
Besides known genetic imprinting effects, additional imprinting effects can be identified via structured genome
wide screens. Probably, parent-of-origin effects are passed on over several generations. Eventually, identified par-
ent-of-origin effects could be influenced by acting maternal effects which cannot be distinguished from maternal
imprinting effects.

1. Einleitung

Im vorliegenden Beitrag mochten wir Antworten auf zwei Fragen geben:

— Wie kann genetisches Imprinting quantitativ nachgewiesen werden?
— Welche messbaren Effekte kann Imprinting haben?

Bei der Beantwortung der Fragen werden vor allem Ergebnisse aus eigenen Untersuchungen
von Mausmodellen verwendet.

Zu den Faktoren, die die Merkmalsausprigung beeinflussen, gehoren Genetik, Epige-
netik sowie die Umwelt. Zu den genetischen Faktoren zédhlen die direkten additiven und
dominanten Genwirkungen, die bereits MENDEL aufgedeckt und ausfiihrlich beschrieben
hat, die Epistasie, die die Gen-Gen-Wechselwirkung erfasst, die Pleiotropie, die ausdriickt,

155



Gudrun A. Brockmann und Stefan Kiirst

dass ein Gen mehrere Merkmale beeinflusst, und das Geschlecht, dessen Wirkung auf
die Sex-Chromosomen und Mitochondrien zuriickzufiihren ist. Daneben wirken epigene-
tische Faktoren. Die Ursachen fiir epigenetische Beeinflussung der Merkmalsausprigung
liegen in chemischen Modifikationen wie Methylierungen der DNA und Acetylierungen
der DNA-Bindungsproteine sowie in Interaktionen von kleinen RNAs mit anderen RNAs
oder der DNA. Methylierungen der DNA an CpG-Dinukleotiden und Acetylierung von His-
tonen fiihren zur dichten Packung von DNA, so dass die Transkription des betroffenen
Gens gestort ist und Nachbargene hiufig co-reguliert werden. Die bekanntesten epigeneti-
schen Effekte sind genetisches Imprinting, ontogenetisches Imprinting und metabolisches
Imprinting.

Unter genetischem Imprinting verstehen wir die Beobachtung, dass ein und dasselbe Allel
in Abhingigkeit davon, ob es vom Vater oder von der Mutter vererbt wird, bei den Nach-
kommen eine unterschiedliche Merkmalsauspriagung hervorruft. Das genetische Imprinting
wird auch als parentales Imprinting oder Parent-of-Origin-Effekt bezeichnet. Die Verwen-
dung des Begriffs ,,Parent-of-Origin® beriicksichtigt, dass die durch die maternalen Gameten
verursachten Effekte nicht vollstindig von den durch die Mutter wihrend der Tréachtigkeit
und Sdugeperiode hervorgerufenen maternalen Effekten getrennt werden kénnen. Das onto-
genetische Imprinting bezieht sich auf die Beeinflussung der Genaktivitéit durch epigenetische
Effekte im Laufe der Individualentwicklung in Abhéngigkeit davon, ob Gene fiir das Wachs-
tum und die Differenzierung benétigt werden oder nicht. Das metabolische Imprinting ist das
am besten untersuchte Imprinting in Wechselwirkung auf unterschiedliche Erndhrung als
Spezialfall des Einflusses von Umweltfaktoren. Erwihnt werden soll an dieser Stelle auch,
dass die Entstehung verschiedener Krebsarten mit anomalen epigenetischen DNA-Mustern
von Zellen in Verbindung gebracht wird.

2. Quantitativer Nachweis von genetischem Imprinting

Fiir die Identifizierung von genomischen Loci, die genetisches Imprinting beeinflussen, eignen
sich sehr gut strukturierte Populationen. In Kreuzungen zwischen verschiedenen Inzuchtlinien
konnen in einer F,-Generation die Genotypen AA, Aa und aa an einem Markerlocus unter-
schieden werden. Um das genetische Imprinting untersuchen zu konnen, muss die Moglichkeit
bestehen, von den heterozygoten Tieren die Ubertragung sowohl des viiterlichen als auch des
miitterlichen Allels genau zuordnen zu konnen. Deshalb ist es notwendig, ausgehend von der
Kreuzung von Inzuchtlinien mindestens eine F;-Generation zu produzieren. In der F;-Gene-
ration lassen sich dann die heterozygoten Tiere in die beiden Genotypenklassen Aa und aA
einordnen, wobei das erste Allel paternaler und das zweite Allel maternaler Herkunft ist. Die
Differenz der Mittelwerte zwischen diesen beiden heterozygoten Genotypenklassen ist der
doppelte genetische Imprintingeffekt (2i). Die Indexbewertung fiir additive (a), dominante (d)
und Imprintingeffekte (i) an jedem Markerlocus in jedem Tier einer F;-Generation erfolgt
nach folgendem Prinzip (MANTEY et al. 2005):

AA 1 1 0 07yr
Aa {1 0o 1 1]]a [1]
A 1 0 1 —-1|]d
aa 1 -1 0 olli
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AA, Aa, aA und aa reprisentieren die vier Genotypen, r ist der Mittelwert zwischen beiden
homozygoten Genotypenklassen, a zeigt den additiv genetischen Effekt, d. h. die Hilfte der
Differenz zwischen den Mittelwerten beider homozygoten Klassen, d gibt den dominanten
genetischen Effekt an, d.h. die Differenz zwischen dem Mittelwert aller Heterozygoten und
dem Mittelwert beider homozygoten Genotypenklassen, i bezeichnet den Imprintwert, d.h.
die Hilfte der Differenz zwischen den Mittelwerten beiden heterozygoten Klassen. Fiir die
Schitzwerte der Parameter ergibt sich folgende Matrix:

AA | aa
_+_
2 2
r A @
a — 2 2 [2]
d Aa [ aA AA aa
o I Ee
l 2 2 2
Aa  aA
2 2

Ein statistischer Test auf phinotypische Unterschiede zwischen den beiden Heterozygoten-
klassen Aa und aA an einem Markerlocus gibt schlieBlich den Hinweis auf Imprintingeffekte
in der mit dem genotypisierten Marker gekoppelten Ort im Genom. Wird das gesamte Genom
mit genetischen Markern abgedeckt (etwa 150 gleichmifig verteilte Marker fiir das Maus-
genom und eine F5-Population), kann das gesamte Genom systematisch auf Imprintingeffekte
abgesucht werden.

Im Fall von Auszuchtpopulationen ist fiir die Identifizierung von Imprintingeffekten keine
Erzeugung von F;-Populationen notwendig. Da in Auszuchtpopulationen mehr als zwei Allele
segregieren konnen und alle Tiere in der Regel an vielen Orten im Genom heterozygot sind,
lassen sich schon in der ersten Nachkommengeneration paternale und maternale Allele bei
den Nachkommen zuordnen. Der Nachteil von Auszuchtpopulationen besteht jedoch darin,
dass der genetische Hintergrund sehr heterogen ist, was das statistisch sichere Auffinden von
Imprintingeffekten erschwert.

3. Beispiele fiir Imprintingeffekte aus Experimenten mit der Maus

3.1 Imprintingeffekte auf Korperzusammensetzung in der Kreuzung DU6xDUKs

Die Mauslinien DU6 und DUKSs sind Auszuchtlinien. In der Kreuzung zwischen beiden Linien
stammt die Linie DU6 aus der Selektion auf hohe Korpermasse am 42. Lebenstag, die Linie
DUKSs ist die Kontrolllinie aus dem Selektionsexperiment. Beide Linien unterscheiden sich
um das 2,2-fache in der Koérpermasse, um das 1,7-fache im Proteingehalt und um das 3,2-
fache im Fettgehalt. Die Imprintingeffekte wurden in einer F,-Nachkommenschaft getestet
(Abb. 1).

Da beide Kreuzungspartner Auszuchtlinien sind, kann die Ubertragung des paternalen und
des maternalen Allels von den F;-Tieren auf die F,-Tiere zugeordnet werden. Im Ergebnis der
Genomweiten Untersuchungen wurden signifikante (p < 0,05) Imprintingeffekte in der Nihe
des Zentromers auf dem Chromosom 11 fiir das Lebergewicht und fiir das Milzgewicht ge-
funden (Abb. 2).
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v patemal geerbt
P Genotypen: maternal geerbt
Anpaarung: Ménnchen | X |We|bchsn |

Abb. 1 Schematische Darstellung der Kreuzung zweier Inzuchtlinien. A und a sind alternative Allele. In der F;-Ge-
neration werden vier Genotypen erwartet: AA, Aa, aA, und aa. Die Positionen bedeuten in dieser Darstellung, dass
das erste Allel paternal und das zweite maternal libertragen worden ist. Aa/aA bedeutet, dass der Alleliibertragungsweg
unbekannt und beides moglich ist. In diesem Beispiel kénnen erst in der Fy-Population paternale und maternale Uber-
tragung differenziert, die Heterozygoten in zwei Klassen unterschieden und so Parent-of-Origin-Effekte untersucht
und QTL fiir Imprinting lokalisiert werden.
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Abb. 2 F-Werte-Profil fiir einen Parent-of-Origin-Effekt (FIMP) auf Chromosom 11. Sowohl fiir Lebergewicht (links)
als auch fiir Milzgewicht (rechts) konnten signifikante Imprintingeffekte nachgewiesen werden. Die durchgezogene
Kurve zeigt das F-Werte-Profil iber das gesamte Chromosom. Die horizontale Linie gibt die genomweite Signifi-
kanzschwelle von p = 0,05 an. Dariiber liegende F-Werte sind signifikant. Die gestrichelte Linie représentiert den In-
formationsgehalt der Marker fiir den Test auf Imprinting (MANTEY et al. 2005).

Der Locus ist fiir beide Effekte paternal imprintet und maternal exprimiert. Das Allel aus der
auf hohes Wachstum selektierten Linie DUG fiihrt bei paternaler Vererbung zu einer htheren
Masse von Leber und Milz (Tab. 1).
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Tab. 1 Durchschnittliche Abweichung der vier QTL-Genotypen vom Familienmittelwert an den genomischen Posi-
tionen mit signifikanten Imprintingeffekten (MANTEY et al. 2005)

Phinotypische Abweichung der Genotypen vom Familienmittelwert'”!
Chromosom Position Merkmal! gg-a  ¢Qd-05i Qqd+05i QQ+a Imprintingmuster
(cM) des Q Allels
11 1 LW (2) -0,063 -0,134 0,106 0,063 Paternal stillgelegt
11 1 SW (g) -0,004 -0,011 0,015 0,004 Paternal stillgelegt
14 25 BW(g) -0527 0.866 -1,760 0,527 Maternal stillgelegt
14 23 LW (g  -0052 0,076 -0,108 0,052 Maternal stillgelegt
14 32 KW (g -0015 0,019 -0,025 0,015 Maternal stillgelegt
3 5 AFP (%) 0,071 0,076 -0,218 -0,071 Paternal stillgelegt
5 48 SWi(g  -0,005 0,009 -0,009 0,005 Maternal stillgelegt
X 30 LW (g) 0,014 0,311 -0,071 -0,014 Paternal stillgelegt

[1] AFP — abdominaler Fettprozentsatz; BW-Korpermasse; KW-Nierengewicht; LW-Lebergewicht; SW- Milzge-
wicht

[2] qund Q reprisentieren groBelterliche Allele. q reprisentiert das DUKs-Allel, Q das DU6-Allele. Das erste Allel
des Genotyps wurde paternal vererbt.

Weitere Imprintingeffekte fiir Leber- und Milzgewichte sowie fiir Korpermasse wurden auf
dem Chromosom 14 gefunden. Diese Effekte sind maternal imprintet. Dariiber hinaus wurden
Imprintingeffekte fiir den abdominalen Fettgehalt auf Chromosom 3, fiir Milzgewicht auf
Chromosom 5 und Lebergewicht auf Chromosom X nachgewiesen.

3.2 Imprintingeffekte auf Korpermasseentwicklung in der Kreuzung DU6ix DBA/2J

Die Linie DUGi ist eine Inzuchtlinie, die aus der oben genannten selektierten Auszuchtlinie
DUG6 erzeugt wurde. Die Linie DBA/2]J ist eine kommerzielle Inzuchtlinie, die als Kontrolle
verwendet wurde. Beide Linien unterscheiden sich in der Kérpermasse um das 3,7-fache, in
der Muskelmasse um das 2,6-fache und in der abdominalen Fettmasse um das 7,5-fache. In
der F,-Population, die zur Kartierung von additiven, dominanten und epistatischen Effekten
verwendet wurde, sind quantitative Merkmalsloci (Quantitative Trait Loci — QTL) auf nahezu
allen Chromosomen fiir das Wachstum, die Korperzusammensetzung und physiologische
Merkmale wie Serumspiegel von Leptin, Insulin, IGF1 und IGFBP3 gefunden worden
(BROCKMANN et al. 2000, 2001).

Die direkten additiven und dominanten Effekte erkldrten etwa 30 % der phinotypischen
Varianz in der F,-Population, und die epistatischen Wechselwirkungen zwischen verschiedenen
genomischen Loci trugen zur Aufkldrung von weiteren 30 % der phénotypischen Varianz bei.
Da die Effekte auf den einzelnen Chromosomen klein waren, wurden in einem nachfolgenden
Experiment Chromosomen-Substitutionslinien erzeugt. Chromosomen-Substitutionslinien
sind Mauslinien, die auf dem Hintergrund eines Rezipientenstammes jeweils ein Chromosom
aus einer anderen Linie enthalten. Solche Linien werden durch Marker-gestiitzte Selektion
wihrend wiederholter Riickkreuzungen auf den Rezipientenstamm geschaffen (Abb. 3).
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Kreuzung von Inzuchtlinien Erzeugung von Kreuzung zur Analyse von Parent-of-Origin-Effekten
DBAZJ DUS Chromosomen-Substitutionslinien

qq Ménnchen Weibchen Mannchen Weibchen

- -0 WO -
B/ T

@

Markerassistierie wiederholte

Riickkreuzung zur Linie gq Vergleich von Qg vs. qQ

Abb. 3 Ubertragung des Zielchromosoms (schwarz) wihrend der Erzeugung von Chromosomen-Substitutionslinien.
Da wihrend der wiederholten Riickkreuzungen jeweils heterozygote DU6i-Chromosomentrdger an homozygote
DBA/2J-Rezipienten zuriickgekreuzt werden, ist die Ubertragung des DU6i-Chromosoms an die Nachkommen durch
den Vater oder durch die Mutter eindeutig identifizierbar.

In unserem Fall wurden einzelne Chromosomen aus der auf hohes Wachstum selektierten und
ingeziichteten Linie DUG6i auf die Rezipientenlinie DBA/2J iibertragen. Im Ergebnis wurden
19 Chromosomen-Substitutionslinien fiir jedes Autosom der Linie DUG6i generiert. Wahrend
der Erzeugung dieser Chromosomen-Substitutionslinien wurden jeweils heterozygote Tiere,
die eine Kopie des Zielchromosoms tragen, mit den homozygoten DBA/2J-Rezipiententieren
verpaart. Da bekannt war, ob das heterozygote Tier als Vater oder Mutter angepaart wurde,
kann in jedem Falle exakt verfolgt werden, ob das DU6i-Chromosom paternal oder maternal
vererbt wurde. Dadurch konnen die beiden heterozygoten Genotypenklassen Aa und aA un-
terschieden werden, und es kann getestet werden, ob die beiden Genotypenklassen in der phé-
notypischen Merkmalsausprigung signifikant voneinander verschieden sind. Im Ergebnis
wurden auf mehreren Chromosomen Parent-of-Origin-Effekte fiir die Korpermasse am 21.,
42.und 63. Lebenstag nachgewiesen (Abb. 4). Besonders auffillig waren die Chromosomen
1,2,3,9,10, 11,15, 16 und 17. Die Imprintingeffekte einzelner Chromosomen waren in ver-
schiedenen Lebensaltern unterschiedlich hoch. Die Effekte auf den meisten Chromosomen
waren im Alter von 6 Wochen am stidrksten nachweisbar. Der grof3ite und signifikanteste Effekt
wurde auf Chromosom 11 gefunden. Der Effekt ist paternal imprintet (BEVOVA et al. 2006).
Auf dem Maus-Chromosom 11 wurden sowohl in der Kreuzung DU6xDUKSs als auch in
den Chromosomen-Substitutionslinien der Linie DU6i auf dem Hintergrund der Linie DBA/2J
Imprintingeffekte nachgewiesen. Die zentromire Region von Chromosom 11 ist dafiir bekannt,
dass sie ein Cluster von imprinteten Genen enthélt. Chromosom 11 ist eins von 16 Mauschro-
mosomen, fiir die wiederholt maternal und paternal ingeprintete Gene nachgewiesen wurden
(WILLIAMSON et al. 2011). In der zentromédren Region vom Chromosom 11 liegen die Gene Ddc
(Dopa decarboxylase), Megl/Grb10 (Growth factor receptor bound protein 10), Cobl (Cordon-
bleu WH?2 repeat, Repeat-protein, interagiert mit Aktin-Zytoskelett, Dendritenentwicklung), Zrsr1
(Zinc finger, CCCH type, RNA binding motif and serine/arginine rich 1) und Commd1l (COMM
domain containing 1), von denen Ddc und Zrsr1 paternal und die anderen Gene maternal im-
printet sind. Von zentraler Bedeutung sind das Gen Meg1/Grb10, das eine Imprinting-Kontroll-
region enthilt (SHIURA et al. 2009), und die beidseitigen benachbarten Gene Cobl und Ddc.
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Abb. 4 Imprintingeffekte einzelner Chromosomen der Maus. Dargestellt sind die Signifikanz (Farbintensitét) und
die GroBe (Durchmesser des Kreises) von Imprintingeffekten als Summeneffekt eines ganzen Chromosoms. Die Ef-
fekte wurden in einer Population von Méusen untersucht, die fiir die Erzeugung von Chromosomen-Substitutionslinien
genutzt wurden. Die Chromosomenzahlen auf der linken Seite geben die von der Linie DBA/2J durch die Linie DU6i
substituierten Chromosomen an. Die Imprintingeffekte wurden fiir die Kérpermasse am 21., 42. und 63. Lebenstag
sowie fiir die Korpermassezunahme zwischen dem 21. und 42. sowie 42. und 63. Lebenstag untersucht. Das Sper-
mien- und das Oozyten-Symbol reprisentieren paternale beziehungsweise maternale Effekte. D gibt an, ob der Un-
terschied zwischen paternalem und maternalem Effekt signifikant ist. Die Darstellung beruht auf den exakten Werten
in BEvova et al. (2006).

Das maternale Meg1/Grb10-Allel enthilt eine Imprinting-Kontrollregion, die methyliert ist,
was dazu fiihrt, dass ein langes Typ-I-Transkript gebildet wird. Gleichzeitig wird das Cobl-
Allel exprimiert und die Expression von zwei verschiedenen Transkripten im Ddc-Gen redu-
ziert. Im paternalen Allel fehlt die Methylierung im Meg1/Grb10-Locus, was zu einem kurzen
Typ-II-Transkript fiihrt. Gleichzeitig wird die Expression des Cobl-Gens unterdriickt und die
Expression von Ddc verstidrkt. Deletionsvarianten, in denen die Methylierungsstelle im
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Megl/Grb10 deletiert ist, zeigen das maternale Expressionsmuster in den benachbarten Genen
Cobl und Ddc (SHIURA et al. 2009). Die Deletionsmutanten weisen ein reduziertes Wachstum
der Embryonen auf, das bis zum adulten Tier erhalten bleibt.

3.3 Imprintingeffekte auf Muskelmerkmale in der Kreuzung BMMIS06x BMMI816

Die Linien BMMI806 und BMMI816 sind Inzuchtlinien, die ausgehend von einem heterogenen
Pool von Miusen, die urspriinglich aus verschiedenen Zoohandlungen gekauft und anschlie-
Bend auf hohe Muskelmasse selektiert wurden, entstanden sind. Die Linien unterscheiden sich
signifikant im intramuskuldren Fettgehalt und im Wasserbindevermogen der beiden Muskel-
gruppen M. quadrizeps und M. longissimus. Die Kreuzungen wurden benutzt, um genomische
Loci zu finden, die diese Muskelqualititsmerkmale beeinflussen. Um die Chromosomenregio-
nen auf moglichst wenige Gene zu reduzieren, die fiir einen genetischen Effekt verantwortlich
sein konnen, wurden in diesem Experiment reziproke F;-Populationen erzeugt (KARST et al.
2011). In der F;-Population konnen die vier Genotypenklassen AA, Aa, aA und aa unterschieden
werden. Alle Tiere wurden iiber das gesamte Genom mit genetischen Markern genotypisiert
und im Alter von 10 Wochen hinsichtlich Kérpermasse, Kérperzusammensetzung und ver-
schiedenen Muskelqualitdtsmerkmalen phénotypisiert. Zu den Muskelmerkmalen, die unter-
sucht wurden, zdhlen der intramuskulidre Fettgehalt, das Wasserbindevermogen sowie der
pH-Wert nach 1 und 24 Stunden und der Glykogen- und Lactatgehalt im Muskel. Sowohl bei
den minnlichen als auch bei den weiblichen Tieren korrelierten das Wasserbindevermogen und
der pH-Wert nach 24 Stunden sowie der Glykogengehalt stark (0,22 <r < 0,37,p <0,01).

Diese Beziehung stimmt mit Beobachtungen am Muskel von landwirtschaftlichen Nutztie-
ren iiberein. Mittels der Kopplungsanalysen wurden auf mehreren Chromosomen direkte Ef-
fekte fiir die untersuchten Phinotypen gefunden. Daneben waren Imprintingeffekte fiir
Korpermasse auf Chromosom 12 und fiir das glykolytische Potenzial sowie den Glykogengehalt
auf Chromosom 19 signifikant (p < 0,01) (Abb. 5). Obwohl auf Chromosom 12 das fiir den
Callipyge-Phénotyp beim Schaf liegende Imprintingcluster Dlk1/Meg3 (Delta-like 1 homolog,
Maternally expressed 3) liegt, befindet sich die neu identifizierte Imprintingregion in einer
davon unabhiingigen Region im proximalen Bereich des Chromosoms. Auch auf Chromosom
19 liegt die identifizierte Imprintingregion im proximalen Chromosomenbereich weit entfernt
von den angenommenen bekannten Imprintinggenen Tbc1d12 (TBC1 domain family, member
12) und Ins1 (Insulin 1) am Telomerende (DESBUQUOIS et al. 2013). Das Muster der von uns
identifizierten Imprintingeffekte entspricht einer bipolaren Expression. Die Imprintingeffekte
auf Chromosom 12 und 19 erkldren 4,6 % bzw. 4,7 % der phénotypischen Varianz in der F;-
Population. Der informative Haplotypenblock, der die Imprintingregion enthélt, umfasst ca.
34 Mb auf Chromosom 12 und ca. 18 Mb auf Chromosom 19 (KARST et al. 2012).

In der Region auf Chromosom 12 hat man in Hirngewebe zwei Gene im Zusammenhang
mit Imprinting in einem uniparentalen Expressionsmuster gefunden: Kidins220 (Kinase D-
interacting substrate 220) und Pcnxl14 (Pecanex-like 4) (GREGG et al. 2010).

In der Region auf Chromosom 19 sind mindestens fiinf Gene bekannt, die paternal oder
maternal imprintet sein konnen (GREGG et al., 2010). Das sind die Gene Ak3 (Adenylate kinase
3), CO30046E11Rik (RIKEN cDNA C030046E11 gene), Atadl (ATPase family, AAA domain
containing 1), Ppplr3c (Protein phosphatase 1, regulatory [inhibitor] subunit 3C), Btafl (B-
TFIID transcription factor-associated) und Lgil (Leucine-rich repeat LGI family, member I)
(GREGG et al. 2010).
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Abb. 5 Bipolare Imprintingmuster. Imprintingmuster der QTL fiir Kérpergewicht auf Chromosom 12 und Glyco-
gengehalt / Glycolytisches Potenzial auf Chromosom 19. Das Muster des Imprintingeffekts ist in diesen Fillen biploar
(KARST et al. 2012).
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Die bipolare Expression ist eine von fiinf moglichen phédnotypischen genomischen Imprin-
tingmustern (WOLF et al. 2008). Die bipolare Expression kann durch das Vorhandensein von
zwei eng benachbarten Genen, die beide an der Merkmalsauspragung beteiligt sind, verursacht
sein. Dabei konnte Gen 1 eine erhohende und Gen 2 eine gleich grofle reduzierende Wirkung
auf den Phénotyp haben, deren Summeneffekt Null ist. Dadurch unterscheiden sich die beiden
homozygoten Klassen AA und aa phénotypisch nicht. Im Falle des paternalen Imprints von
Gen 1 wird nur das Gen 2 exprimiert und ist dadurch in seiner Aktivitit als Phanotyp in der
Genotypenklasse aA sichtbar. Im Falle des maternalen Imprints wird Gen 2 inaktiviert, wo-
durch nur die Aktivitdt von Gen 1 sichtbar ist.

3.4 Imprintingeffekte auf Korperfettmasse in der Kreuzung BFMIS60xC57BL/6NCrl

Die Linie BFMI860 ist eine von mehreren Inzuchtlinien, die aus einem heterogenen Pool von
Tieren erzeugt wurde, die in verschiedenen Zoohandlungen gekauft und anschlieend auf
hohen Fettgehalt selektiert wurden, bevor sie ingeziichtet wurden. Die Linie C57BL/6NCrl
(B6N) ist eine kommerzielle Inzuchtlinie. In komplexen reziproken Kreuzungen zwischen
beiden Linien zur Erzeugung von F,- und F,-Populationen, die unter verschiedenen Ernih-
rungsbedingungen gehalten wurden, sind iiber 1800 Tiere untersucht worden. Dabei wurde
gefunden, dass sich die F,-Tiere, die iiber 10 Wochen mit energiereicher Diit gefiittert wurden
(45 % der Energie aus Fett), hinsichtlich der Abstammung vom Grofvater signifikant in der
Korpermasse und im Fettansatz unterscheiden. Wenn der GroBvater aus der fetten Linie
BFMI860 stammte, waren méannliche F,-Tiere im Alter von 10 Wochen schwerer und enthiel-
ten mehr Korperfett als méinnliche Tiere, die vom BON-Grof3vater abstammten (p < 0,05). In
der Tendenz waren auch weibliche Tiere schwerer und fetter, wenn sie vom BFMI860-Grof3-
vater abstammten, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (personliche Daten, un-
verdffentlicht). Das fiihrt zu der Hypothese, dass Parent-of-Origin-Effekte iiber mehrere
Generationen erhalten bleiben und an die Nachkommen iibertragen werden konnen. Dazu sind
weitere Untersuchungen erforderlich.
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Neue Einblicke in die embryonale Genomaktivierung
durch Allel-spezifische Genexpressionsanalysen

Eckhard WoLF ML, kMA OAW," Alexander GRAF,' Stefan KREBS,'
Valeri ZAKHARTCHENKO? und Helmut BLum!

Zusammenfassung

Wihrend der frithen Embryonalentwicklung werden maternale RNAs und Proteine, die in der Eizelle gespeichert sind,
graduell abgebaut, wihrend die Transkription des embryonalen Genoms schrittweise aktiviert wird. Dieser Prozess wird
in der englisch-sprachigen Literatur unter dem Begriff Embryonic-to-Maternal Transition (MET) zusammengefasst.
Erste Einblicke in den zeitlichen Ablauf der embryonalen Genomaktivierung (EGA) konnten durch autoradiographische
Analysen von Embryonen, die wihrend der Kultur [°H]-Uridin aufgenommen und eingebaut hatten, gewonnen werden.
Diese Studien zeigten, dass bei Rinderembryonen die Hauptwelle der embryonalen Genomaktivierung im 8- bis 16-Zell-
Stadium erfolgt, transkriptionelle Aktivitit jedoch auch schon im Einzell-Stadium nachzuweisen ist. Nachfolgende Stu-
dien verglichen die Transkriptomprofile von unbehandelten Embryonen mit denen von Embryonen, die mit dem
Transkriptionsinhibitor o-Amanitin behandelt worden waren, um so Transkripte embryonalen Ursprungs zu identifizieren.
Zudem wurden Kandidatengen-basierte sowie holistische Genexpressionsuntersuchungen an verschiedenen Stadien der
priimplantativen Embryonalentwicklung durchgefiihrt und stadienspezifisch charakteristische Transkriptomprofile iden-
tifiziert. Allerdings konnte in diesen Studien der Beginn der embryonalen Transkription nur fiir solche Gene nachgewiesen
werden, die nicht in Eizellen exprimiert werden, da anderenfalls nicht zwischen bereits vorhandenen maternalen und neu
entstandenen embryonalen Transkripten unterschieden werden konnte. Mittels RNA-Sequenzierung haben wir holistische
Transkriptomanalysen an bovinen Eizellen im Germinalvesikel- bzw. im Metaphase-II-Stadium sowie an Embryonen
im 4-Zell-, 8-Zell-, 16-Zell- und Blastozysten-Stadium durchgefiihrt und den bislang umfangreichsten Transkriptom-
datensatz fiir die Eizell- und frithe Embryonalentwicklung beim Rind erstellt. Dabei wurde der Ablauf der EGA mittels
verschiedener Strategien untersucht: (a) durch den Nachweis von embryonalen Transkripten, die nicht in Eizellen vor-
kommen; (b) durch den Nachweis von Transkripten der viterlichen Allele; und (¢) durch das Auftreten von ungereiften
Transkripten, die Intronsequenzen enthalten. Mit diesen drei Ansitzen konnten wir fiir fast 7400 Gene den Beginn der
embryonalen Expression bestimmen. Damit steht eine neue Informationsebene fiir zukiinftige Untersuchungen zu St6-
rungen der friithen Embryonalentwicklung durch genetische, epigenetische und Umweltfaktoren zur Verfiigung.

Abstract

Maternal-to-embryonic transition (MET) is the period in early embryonic development when maternal RNAs and
proteins stored in the oocyte are gradually degraded and transcription of the embryonic genome is activated. First in-
sights into the timing of embryonic genome activation (EGA) came from autoradiographic analyses of embryos fol-
lowing incorporation of [*H]-uridine in culture. First low transcriptional activity was detected in one-cell embryos,
followed by major EGA of bovine embryos at the 8- to 16-cell stage. Subsequent studies revealed active transcription
in embryos by comparing transcriptome profiles of untreated control embryos with those of embryos cultured in the
presence of the transcription inhibitor a-amanitin. In addition, candidate gene-based and global gene expression stud-
ies over several stages of early development were performed and characteristic stage-specific transcriptome profiles
were revealed. However, the onset of embryonic transcription was obscured by the presence of maternal transcripts
and could only be determined for genes which are not expressed in oocytes. Using RNA sequencing of bovine germinal

1 Laboratorium fiir funktionale Genomanalyse (LAFUGA).
2 Lehrstuhl fiir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie, Genzentrum der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen.
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vesicle and metaphase II oocytes, and of 4-cell, 8-cell, 16-cell and blastocyst stage embryos, we established the most
comprehensive transcriptome data set of bovine oocyte maturation and early development. EGA was analyzed by (a)
detection of embryonic transcripts which are not present in oocytes; (b) detection of transcripts from the paternal al-
leles; and (c¢) detection of primary transcripts with intronic sequences. Using these approaches we were able to map
the onset of embryonic transcription for almost 7,400 genes, providing a new layer of information for detecting dis-
turbances of early development due to genetic, epigenetic, and environmental factors.

1. Einleitung

Die frithe Embryonalentwicklung wird durch maternale Transkripte und Proteine gesteuert,
die wihrend der Entwicklung der Eizelle gebildet und gespeichert werden (Ubersicht in
TADROS und LipsHITZ 2009). Im Modellorganismus Maus wurde eine Reihe sogenannter Ma-
ternal-effect-Gene entdeckt, die wihrend der Oogenese exprimiert werden. Die Produkte dieser
Gene sind an der Prozessierung des paternalen Genoms nach der Befruchtung, der Degradation
maternaler RNAs und Proteine sowie an der in die Aktivierung des embryonalen Genoms be-
teiligt (Ubersicht in L1 et al. 2010). Wihrend der weiteren Entwicklung geht die Kontrolle von
maternalen auf embryonale Transkripte und Proteine iiber. Fiir diesen entscheidenden Prozess
der frithen Entwicklung wurde in der englischsprachigen Literatur der Begriff Maternal-to-
Embryonic Transition (MET) geprigt. Dabei spielen in der Eizelle gespeicherte Faktoren, wel-
che die Chromatinstruktur beeinflussen, eine essentielle Rolle (OsTRUP et al. 2013).
Epigenetische Modifikationen der DNA und der Histonproteine in frithen Embryonen (DEAN
et al. 2001, SANTOS et al. 2003, LEPIKHOV et al. 2008, WossIDLO et al. 2011) beeinflussen die
Aktivierung der embryonalen Genexpression.

Auch wenn allgemein angenommen wird, dass die Mechanismen der embryonalen Genom-
aktivierung (Embryonic Genome Activation — EGA) bei den Sidugern konserviert sind, zeigen
sich doch Unterschiede im zeitlichen Ablauf. So erfolgt die Hauptwelle der EGA (Major-EGA)
bei der Maus im 2-Zell-Stadium (Ubersicht in SIRARD 2012), bei Mensch (BRAUDE et al. 1988)
und Schwein im 4- bis 8-Zell-Stadium (Ubersicht in SIRARD 2012) sowie bei Rind und Kanin-
chen im 8- bis 16-Zell-Stadium (SIRARD 2012, TELFORD et al. 1990). Der Hauptwelle der em-
bryonalen Genomaktivierung geht eine sogenannte Minor-EGA voraus. Genexpressionsstudien
wihrend der pridimplantativen Embryonalentwicklung bei der Maus zeigten drei aufeinander-
folgende, iiberlappende Wellen der embryonalen Genomaktivierung: die Minor-EGA im Ein-
zell-Stadium, die Major-EGA im 2- bis 4-Zell-Stadium und eine sogenannte ,,mid-preimplan-
tation“-EGA im 4- bis 8-Zell-Stadium. Nachfolgende Wellen der Genexpression waren mit der
Kompaktierung der Morula sowie der Kavitation der Blastozyste assoziiert (Ubersicht in WANG
und DEY 2006). Gene, die fiir die Zellproliferation, die Regulation der Transkription sowie fiir
den DNA- und Proteinmetabolismus eine Rolle spielen, wurden in der frithen Phase der Em-
bryonalentwicklung exprimiert (KANKA et al. 2012). Auch wenn die spezifischen Mechanismen
der Initiation der embryonalen Genomaktivierung nicht vollstindig geklirt sind, sind einige
wichtige Faktoren bekannt. Dazu gehoren beispielsweise maternales Cyclin A2 (CCNA2), Re-
tinoblastoma-Protein (RB1), die katalytische Untereinheit des SWI/SNF related chromatin re-
modeling complex (BRG1) und sex determining region Y-box2 (SOX2), wie kiirzlich in einem
Modell der EGA bei der Maus gezeigt wurde (KANKA et al. 2012).

Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass in Rinderembryonen die Major-EGA im 8-
bis 16-Zell-Stadium stattfindet. Die ersten Hinweise kamen aus Studien, in denen autoradio-
graphisch der Einbau von [*H]-Uridin in friihe Rinderembryonen untersucht wurde (CAMOUS
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et al. 1986, FrEI et al. 1989). In diesem Stadium konnten auch grofere Veridnderungen der
Struktur der Nukleoli in den embryonalen Zellen beobachtet werden. Die sogenannten Nucleo-
lus Precursor Bodies (NPBs), elektronendichte sphérische Massen von dicht gepackten Fibril-
len, entwickelten sich in einen fibrillo-granuldren Nukleolus mit priméren exzentrischen und
sekundiren peripheren Vakuolen (Ubersicht in SVARCOVA et al. 2007). Nach lingerer [*H]-Uri-
din-Exposition von Rinderembryonen konnte transkriptionelle Aktivitit jedoch bereits im 2-
bis 4-Zell-Stadium (VIUFFE et al. 1996, HYTTEL et al. 1996, MEMILI et al. 1998) bzw. sogar im
Einzell-Stadium nachgewiesen werden (MEMILI and FIRST 1999). Die Transkription von ribo-
somaler RNA wurde erstmals in 4-Zell-Embryonen vom Rind durch eine Kombination von
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und Silberfiarbung nachgewiesen (VIUFF et al. 1998).

Nachfolgende Studien zur Charakterisierung der Genomaktivierung in Rinderembryonen
nutzten experimentelle Ansitze, in denen die Embryonen in Abwesenheit oder Anwesenheit
des Transkriptionsinhibitors o.-Amanitin kultiviert und anschlieBend mittels Reverse-Tran-
skriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) oder Array-basierten Verfahren hinsichtlich
ihres Transkriptionsprofils untersucht wurden.

2. Einblicke in die embryonale Genomaktivierung durch RT-PCR und Microarray-
Studien

Zur detaillierten Untersuchung des Beginns der embryonalen Genomaktivierung wurden Rin-
derembryonen vom Einzell-Stadium bis zum Stadium der expandierten bzw. geschliipften
Blastozyste fiir 4—12 h in Abwesenheit oder Anwesenheit von a-Amanitin kultiviert. Anschlie-
Bend wurden stadienspezifische a-Amanitin-abhingige Transkripte mittels differential display
(DD)-RT-PCR erfasst (NATALE et al. 2000). Allerdings konnten damals nur wenige der diffe-
renziellen PCR-Banden aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu humanen copy DNA (cDNA)-Sequen-
zen identifiziert werden.

Eine weitere Studie nutzte Affymetrix Bovine Midi euk2v3 Genome Arrays,um die Tran-
skriptomprofile boviner 8-Zell-Embryonen, die ohne oder mit o-Amanitin kultiviert worden
waren, zu erfassen (MISIRLIOGLU et al. 2006). Von den 24 072 Probensets auf diesem Array
zeigten 1490 bei den unbehandelten Embryonen ein signifikant stirkeres Hybridisierungssi-
gnal als bei den o.-Amanitin-behandelten Embryonen. Von den signifikanten Probensets waren
233 spezifisch fiir Gene, die iiberwiegend den Gene Ontology (GO)-Klassen ,,Regulation der
Transkription®, ,,Zelladhdsion®, ,,Apoptose/Zelltod*, ,,Proteinfaltung®, ,, Transport*“, ,,Meta-
bolismus® und ,, Immunantwort* zuzuordnen waren (MISIRLIOGLU et al. 2006).

Andere Ansitze zur Charakterisierung der Genomaktivierung in Rinderembryonen basier-
ten auf vergleichenden Genexpressionsuntersuchungen verschiedener Entwicklungsstadien.
In einer Studie von VALLEE und Mitarbeitern (VALLEE et al. 2009) wurden die Transkriptom-
profile von Eizellen im Germinalvesikel-Stadium sowie von ex vivo gewonnenen Embryonen
im 2-Zell-, 8-Zell- und Blastozysten-Stadium mit einem cDNA-Microarray (1153 cDNAs)
auf der Basis von vier verschiedenen subtraktiven cDNA-Banken aus Eizellen und frithen
Embryonalstadien verglichen. In einem paarweisen Vergleich aller untersuchten Entwick-
lungsstadien wurden die grofiten Unterschiede im Genexpressionsprofil zwischen Eizellen
und Blastozysten gefunden. Der grofite Teil der differenziell exprimierten Gene lief sich —
abhiingig von der stadienspezifischen Anderung der Transkriptabundanz — drei Clustern zu-
ordnen: (a) Gene mit der hochsten Transkriptabundanz in Eizellen und einer niedrigeren Tran-
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skriptabundanz in allen untersuchten Embryonalstadien (72 % der differenziell exprimierten
Gene); (b) Gene mit einem Expressionsprofil wie in Cluster (a), aber mit einer weiter vermin-
derten Transkriptabundanz in Blastozysten (17 % der differenziell exprimierten Gene); und
(c) Gene mit einem Expressionsprofil wie in Cluster (a), aber mit einer vermehrten Transkript-
abundanz in Blastozysten (10 % der differenziell exprimierten Gene). Die Autoren schluss-
folgerten, dass die ersten beiden Cluster vor allem maternale Transkripte beinhalten, wihrend
der dritte Cluster die embryonale Genomaktivierung reprisentiert (VALLEE et al. 2009). Aller-
dings wurde in dieser Studie aufgrund des Microarray-Designs nur ein kleiner Teil der tat-
sdchlich wihrend der frithen Entwicklung von Rinderembryonen exprimierten Gene erfasst.

Um dieses Problem zu umgehen, verwendete eine andere Studie zur Charakterisierung der
Genexpression wihrend der frithen Entwicklung von Rinderembryonen Affymetrix GeneChip
Bovine Genome Arrays mit Probensets fiir 23000 Transkripte (KUEs et al. 2008). Die Zahlen
der unterschiedlich abundanten Transkripte in den untersuchten Stadien (Metaphase-II-Eizelle,
Zygote, 2-Zell-Embryo, 4-Zell-Embryo, 8-Zell-Embryo, Morula, Blastozyste) lagen zwischen
12,0 und 14,4 x 10°. In einem paarweisen Vergleich der Profile aufeinanderfolgender Ent-
wicklungsstadien wurde die grofite Zahl differenziell exprimierter Gene zwischen dem 8-Zell-
und dem 4-Zell-Stadium gefunden. Diese Beobachtung ist konsistent mit der Hauptwelle der
embryonalen Genomaktivierung im 8-Zell-Stadium. Allerdings konnte diese Studie nicht zwi-
schen maternalen Transkripten aus der Eizelle und De-novo-Transkripten, die durch den Em-
bryo synthetisiert wurden, unterscheiden. Gleiches gilt fiir eine Vielzahl von Studien, die
entwicklungsabhingige Expressionsprofile von Kandidatengenen mittels semiquantitativer
oder quantitativer RT-PCR analysierten (Ubersicht in WRENZYCKI et al. 2005). Eine Aussage
zur embryonalen Aktivierung eines Gens war nur moglich, wenn in den Eizellen keine Tran-
skripte dieses Gens nachweisbar waren.

3. RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) zur Untersuchung der friihen Entwicklung von
Rinderembryonen

Im Vergleich zu Technologien, die auf Hybridisierung basieren und nur relative Transkript-
abundanzen bestimmen, hat RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) eine Reihe von Vorteilen (Uber-
sicht in WANG et al. 2009). RNA-Seq erlaubt die direkte Bestimmung von cDNA-Sequenzen
aus Millionen von kurzen Fragmenten und somit Transkriptomanalysen mit der Auflosung
einzelner Nukleotide. Dies fiihrt im Vergleich zu hybridisierungsbasierten Techniken zu einer
hoheren Sensitivitit, einem hoheren dynamischen Bereich und weniger Problemen mit un-
spezifischen Hybridisierungen bei Arrays (WANG et al. 2009). Ein besonders wichtiger Vorteil
ist, dass RNA-Seq die Unterscheidung von maternalen und paternalen Transkripten auf der
Basis von Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms = SNPs) und
anderen genetischen Markern ermoglicht.

Wir haben eine RNA-Seq-Studie von bovinen Eizellen im GV- und im MII-Stadium sowie
von in vitro produzierten Rinderembryonen im 4-Zell-, 8-Zell-, 16-Zell- und Blastozysten-
Stadium durchgefiihrt (GRAF et al. 2014b). Die Embryonen wurden durch In-vitro-Befruchtung
von Eizellen der Rasse Deutsches Fleckvieh (Bos taurus taurus) mit Spermien eines einzigen
Bullen der genetisch entfernten Rasse Brahman (Bos taurus indicus) erzeugt. Durch diese ge-
netische Distanz sollte eine grofle Zahl von SNPs fiir die Identifizierung der elterlichen Her-
kunft der Transkripte zur Verfiigung stehen. Zudem wurden die RNA-Seq-Bibliotheken ohne
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polyA*-Selektion hergestellt. Dadurch werden neben reifen mRNAs auch de novo syntheti-
sierte, nicht vollstindig gereifte mRNA-Spezies erfasst, die noch Intronsequenzen enthalten
(AMEUR et al. 2011). Dies ermoglicht die Unterscheidung zwischen den iiberwiegend voll-
stdndig gespleiBten maternalen Transkripten aus der Eizelle und den aktiv transkribierten em-
bryonalen RNA-Spezies (GRAF et al. 2014b). In den untersuchten Entwicklungsstadien wurden
Transkripte von 12,4 bis 13,7 x 10° unterschiedlichen Genen detektiert, was sich gut mit den
Ergebnissen einer fritheren Microarray-Studie (KUEs et al. 2008) deckt. In unserer Studie
waren zwischen Eizellen im GV- bzw. MII-Stadium sowie zwischen MII-Eizellen und 4-Zell-
Embryonen nur vergleichsweise wenige differenziell abundante Transkripte zu finden. Ein
starker Anstieg der Zahl differenziell exprimierter Gene war jedoch zwischen dem 8-Zell- und
dem 4-Zell-Stadium sowie auch zwischen spiteren Stadien zu verzeichnen, was fiir eine
Hauptwelle der embryonalen Genomaktivierung im 8-Zell-Stadium spricht. Der Anteil diffe-
renziell exprimierter Gene mit verminderter Abundanz zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Entwicklungsstadien war in der frithen Entwicklung gering (17 % zwischen 4-Zell-Embryo
und MII-Eizelle), stieg jedoch auf 55 % zwischen 16-Zell- und 8-Zell-Embryonen an. Dies
kann als Hinweis auf die Degradation maternaler Transkripte interpretiert werden (Abb. 1).

. e Herkunft der Transkripte
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Abb. 1 Modell zur Analyse der Genomaktivierung in Rinderembryonen mittels RNA-Seq. Analysiert wurden Eizellen
im Germinalvesikel (GV)- und Metaphase II (MII)-Stadium sowie Embryonen im 4-Zell-, 8-Zell-, 16-Zell- und Blasto-
zysten-Stadium. Die Embryonen wurden durch /n-vitro-Befruchtung von Eizellen der Rasse Deutsches Fleckvieh (Bos
taurus taurus) mit Spermien eines Bullen der Rasse Brahman (Bos taurus indicus) erzeugt. Die Zahlen der in den jewei-
ligen Stadien nachweisbaren Transkripte von verschiedenen Genen sind in schwarz angegeben. Die Zahlen der zwischen
aufeinander folgenden Stadien differenziell abundanten Transkripte sind farbig angegeben (griin = vermehrte Abundanz,
rot = verminderte Abundanz der Transkripte im nachfolgenden gegeniiber dem vorherigen Stadium) (GRAF et al. 2014b).

4. Strategien zur Charakterisierung der embryonalen Genomaktivierung mittels
RNA-Sequenzierung

In unserer Studie wurden drei verschiedene Strategien zur Charakterisierung der embryonalen
Genomaktivierung verwendet (GRAF et al. 2014b): (a) der Nachweis von embryonalen Tran-
skripten, die nicht in Eizellen nachweisbar waren, (b) der Nachweis von paternalen Transkrip-
ten auf der Basis spezifischer SNPs und (c¢) der Nachweis unvollstindig gespleifiter Transkripte
als Beleg einer De-novo-Transkription.

Der erste Untersuchungsansatz ist dadurch limitiert, dass sowohl in Eizellen als auch in
frithen embryonalen Stadien eine grofle Zahl von RNA-Spezies vorhanden ist. Zudem sind
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die Transkriptomprofile aller untersuchten Entwicklungsstadien sehr dhnlich. So konnten wir
mit diesem Ansatz nur fiir eine vergleichsweise geringe Zahl von Genen den Beginn der em-
bryonalen Expression bestimmen: fiir 8 Gene im 4-Zell-Stadium, 129 Gene im 8-Zell-Stadium,
36 Gene im 16-Zell-Stadium sowie 47 Gene im Blastozysten-Stadium.

Das Kreuzungsschema (Bos t. taurus x Bos t. indicus), das zur Herstellung der Embryonen
fiir unsere Studie verwendet wurde, ermdoglicht einen detaillierten Einblick in die Genom-
aktivierung iiber das Auftauchen von Transkripten mit paternalen SNPs. Dafiir wurden pater-
nale (Brahman-spezifische) SNPs genomweit identifiziert und SNPs in den kodierenden
Regionen der Gene in die Analyse einbezogen. Ein SNP wurde als paternal erachtet, wenn er
weder in Eizellen von Bos t. taurus, noch in Bos t. taurus x Bos t. taurus-Kreuzungsembryonen
(Jersey x Deutsches Fleckvieh) gefunden wurde. Auf der Basis dieser Kriterien konnten fiir
rund ein Fiinftel der etwa 20000 bekannten bovinen Gene paternale SNPs nachgewiesen und
fiir die Untersuchung der embryonalen Genomaktivierung genutzt werden. Anhand dieser
Daten erfolgte die Aktivierung von 16 Genen im 4-Zell-Stadium, von 395 Genen im 8-Zell-
Stadium, von 314 Genen im 16-Zell-Stadium sowie von 212 Genen im Blastozysten-Stadium.

Weitaus effizienter fiir die Untersuchung der embryonalen Genaktivierung erwies sich je-
doch die Erfassung von Intronsequenzen als Beweis fiir de novo transkribierte, unvollstindig
gespleiite pri-mRNAs. Dieser Ansatz ermoglichte den Nachweis der embryonalen Aktivie-
rung fiir eine grofe Zahl von Genen: fiir 390 Gene im 4-Zell-Stadium, fiir 3965 Gene im 8-
Zell-Stadium, fiir 628 Gene im 16-Zell-Stadium und fiir 1865 Gene im Blastozysten-Stadium.
Der starke Anstieg von Primirtranskripten im 8-Zell-Stadium deckt sich mit der Major-EGA
beim Rind in diesem Stadium. Interessanterweise nahm der intronische Anteil fiir lingere
Gene vom 8-Zell- bis zum Blastozysten-Stadium weiter zu (GRAF et al. 2014b). Eine Ursache
konnte sein, dass sehr grole Gene wihrend der kurzen Zellzyklen in der frithen Embryonal-
entwicklung nicht vollstdndig transkribiert werden kénnen (SWINBURNE und SILVER 2008). Al-
ternativ konnte ein weniger effizientes Spleiflen von langen Transkripten fiir den erhohten
Anteil intronischer Sequenzen nach dem 8-Zell-Stadium verantwortlich sein.

5. Funktionsklassen der wihrend der friihen Embryonalentwicklung aktivierten Gene

In einer funktionellen Klassifizierung der 414 Gene, die im 4-Zell-Stadium aktiviert wurden,
waren die Gene-ontology (GO)-Kategorien ,,RNA-Prozessierung®, ,, Translation und ,, Trans-
port™ am stirksten vertreten (Abb. 2) (GRAF et al. 2014b). Unter den friih aktivierten Genen
befand sich HNRNPA2BI (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1), dessen Produkt
mit dem Pluripotenz-Transkriptionsfaktor SOX2 interagiert (FANG et al. 2011). Ein weiteres
friih aktiviertes Gen ist KLF17,das den Transkriptionsaktivator Kriippel-like factor 17 kodiert
(VAN VLIET et al. 2006). Das mit Pluripotenz assoziierte Gen KLF17 wurde wihrend des Uber-
gangs von Epiblast-Zellen humaner Blastozysten in primédre embryonale Stammzellen (ES-
Zellen) als herunterreguliert gefunden (YAN et al. 2013). Obwohl entsprechende Transkripte
bereits in Eizellen vorhanden waren, konnte die embryonale Aktivierung im 4-Zell-Stadium
auch fiir die Gene H2AFZ (H2A histone family, member Z), EPCAM (epithelial cell adhesion
molecule), MLL2 (histone-lysine N-methyltransferase) und YESI (Yamaguchi sarcoma viral
oncogene homolog 1) durch den Nachweis von unreifen, intronhaltigen Primértranskripten
erfasst werden. Die Histon-Variante H2AFZ beeinflusst die Chromatinstruktur, fordert die Ex-
pression von Pluripotenz-Genen und ist allgemein an der Regulation der Genexpression, Chro-
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mosomen-Segregation und X-Chromosom-Inaktivierung beteiligt. Eine homozygote Inakti-
vierung von H2afz in Mausembryonen fiihrte zu einer gestdrten Entwicklung der Inneren Zell-
masse und zu frither embryonaler Letalitiit (FAAST et al. 2001). Knockdown-Experimente von
H2afz in murinen ES-Zellen zeigten, dass H2AFZ sowohl fiir die Selbsterneuerung als auch
fiir die Differenzierung erforderlich ist (Hu et al. 2013). Die genetische Inaktivierung von
Epcam im Mausmodell fiihrte zu einer verzogerten Embryonalentwicklung, prominenten Ver-
dnderungen der Plazenta sowie zu einem Absterben der Embryonen um den Entwicklungstag
12,5 (NAGAO et al. 2009). Diese Befunde sprechen gegen eine essenzielle Rolle dieses Gens
wihrend der prdimplantativen Embryonalentwicklung. Allerdings zeigten Knockdown-Expe-
rimente in murinen ES-Zellen, dass EPCAM fiir deren Selbsterneuerung notwendig ist (GON-
zALEZ et al. 2009). Die Histon-Lysin-N-Methyltransferase MLL2 reguliert die Transkription
tiber Histon-Modifikationen und ist entscheidend fiir die friilhe Embryonalentwicklung.
MII2”"-Mausembryonen zeigen ab dem Embryonaltag 6,5 Wachstums- und Entwicklungsver-
zogerungen und starben vor dem Entwicklungstag 11,5 (GLASER et al. 2006). Konditionale
MI12-Knockout-Experimente im Mausmodell zeigten jedoch, dass MLL2 nach dem Embryo-
naltag 11,5 nicht mehr fiir die Entwicklung essenziell ist (GLASER et al. 2009). Wihrend die
Inaktivierung des YesI-Gens in der Maus keine offensichtlichen phdnotypischen Konsequen-
zen hatte (STEIN et al. 1994), spielt YESI1 fiir die Selbsterneuerung von ES-Zellen sowie als
Regulator der Pluripotenz-Gene Pou5f1/Oct4 und Nanog eine Rolle (TamM et al. 2011).
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Abb. 2 Funktionsontologien der Gene, die im 4-Zell-Stadium von Rinderembryonen aktiviert werden (GRAF et al.
2014b).

Wihrend der Zeitpunkt der Major-EGA in 8-Zell-Embryonen beim Rind bereits bekannt war,
konnten wir in unserer Studie die Aktivierung von 4489 spezifischen Genen in diesem Em-
bryonalstadium erfassen. In einer GO-Klassifizierung dieser Gene waren die Kategorien
,,DNA-abhingige Transkription, ,,Purin-Nukleotid-Metabolismus*, ,,Protein-Ubiquitinie-
rung*, ,,Initiation der Tanslation* und vor allem ,,RNA-Metabolismus* am stédrksten iiberre-
priasentiert (Abb. 3). Diese Funktionsgruppen von Genen spiegeln den Beginn von
Transkription und Translation zum Zeitpunkt der Major-EGA sowie die Degradation mater-
naler Transkripte und Proteine zu diesem Zeitpunkt wider.
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Unter der grolen Zahl von Genen, die im 8-Zell-Stadium aktiviert wurden, fanden sich Gene,
die fiir die Erhaltung pluripotenter Zellen in frithen Embryonalstadien bzw. in ES-Zellen re-
levant sind. Ein Beispiel ist SALL4 (sal-like 4 [Drosophila]). Im Maus-Modell wurde gezeigt,
dass SALL4 wichtig fiir die Regulation der Pou5f1/Oct4-Expression und die Erhaltung der
Pluripotenz in der Inneren Zellmasse von Blastozysten ist (ZHANG et al. 2006). Das Proto-On-
kogen MYC wurde ebenfalls im 8-Zell-Rinderembryo aktiviert. Eine kiirzlich publizierte Stu-
die von Mausembryonen zeigte, dass die MY C-Konzentrationen in Epiblast-Zellen heterogen
sind und dass eine Selektion von Epiblast-Zellen stattfindet, indem Zellen mit niedriger MYC-
Expression eliminiert werden (CLAVERIA et al. 2013). Weitere im 8-Zell-Rinderembryo akti-
vierte Gene sind TBX3 (T-box 3) und KLF4 (Kriippel-like factor 4). Bei der Maus wurden
niedrige Konzentrationen von 7hx3-Transkripten in MII-Eizellen sowie in 2-Zell- und 4-Zell-
Embryonen, hohere Konzentrationen in 8-Zell-Embryonen und Morulae, die hochsten Kon-
zentrationen aber in Blastozysten gefunden (Guo et al. 2010). Der Transkriptionsfaktor TBX3
ist fiir die Selbsterneuerung von murinen embryonalen Stammzellen sowie fiir deren Diffe-
renzierung in extraembryonales Endoderm essentiell (Lu et al. 2011). KLF4 verhindert die
Differenzierung von murinen ES-Zellen und reguliert die Expression von Nanog (ZHANG et
al. 2010). Allerdings scheint KLLF4 nicht fiir die frilhe Embryonalentwicklung essentiell zu
sein, da sich KIf4-Mausembryonen bis zur Geburt entwickeln. Danach sterben sie allerdings
aufgrund von Hautdefekten und den dadurch verursachten Fliissigkeitsverlusten (KArz et al.
2002). Wihrend SALL4-, MYC-, TBX3- und KLF4-Transkripte bereits in bovinen Eizellen
vorhanden waren, wurde NANOG (Nanog-Homeobox)-mRNA — im Einklang mit einem frii-
heren Bericht (KHAN et al. 2012) — zum ersten Mal in 8-Zell-Embryonen nachgewiesen.
NANOG ist essentiell fiir die friihe Embryonalentwicklung, da Mausembryonen mit einem
homozygoten Defekt des Nanog-Gens eine gestorte Entwicklung der embryonalen und extra-
embryonalen Gewebe zeigen und zwischen Embryonaltag 3,5 und 5,5 absterben (MiTsuI et
al. 2003). Depletionsexperimente von POUSF1/OCT4, SALL4 und NANOG in frithen Maus-
embryonen zeigten die Notwendigkeit eines integrierten PouSf1/Oct4-Sall4-Nanog-Netzwerks
fiir die Steuerung der frithen Embryonalentwicklung (TAN et al. 2013). Weitere Gruppen von
Genen, die im 8-Zell-Rinderembryo aktiviert werden, beinhalten Untereinheiten des eukaryo-
tischen Translationsinitiationsfaktor 3 (EIF3)-Komplexes, die Familie der DDBI and CULA4-
associated factors (DCAFs), Untereinheiten der mitochondrialen ATP-Synthase sowie Gene,
die fiir DNA-Methylierung und Chromatinstruktur relevant sind (GRAF et al. 2014a). Beispiele
fiir letztere Gruppe sind DNMT3B (DNA [cytosine-5-[-methyltransferase 3 beta), MTA2 (me-
tastasis tumor antigen 2) sowie SMARCA4 (SWI/SNF related, matrix associated, actin depen-
dent regulator of chromatin, subfamily a, member 4).

Die 978 Gene, deren Aktivierung im 16-Zell-Stadium nachgewiesen wurde, gehoren zum
groflen Teil zu den GO-Funktionsklassen ,,RNA-Spleilen®, ,,Regulation der Glykolyse®,
- ATP-Biosynthese*, ,,Negative Regulation der Transkription®, ,,5S-Klasse-rRNA-Transkrip-
tion vom RNA-Polymerase-III-Typ- 1-Promotor*, ,,Zytosolische Kalziumionen-Homdoostase*
und ,,Initiation/Elongation der Transkription vom RNA-Polymerase-II-Promotor*, wobei vor
allem die Initiation metabolischer Prozesse auffallend ist. Eine detaillierte Diskussion einzelner
Gene, die im 16-Zell-Rinderembryo aktiviert werden, findet sich bei GRAF et al. (2014a).

Wihrend der weiteren Entwicklung differenziert die Morula zur Blastozyste, mit den Zel-
len des Trophektoderm und der Inneren Zellmasse. In der GO-Analyse der 2214 Gene, die
zwischen dem 16-Zell- und dem Blastozysten-Stadium der bovinen Embryogenese aktiviert
wurden, waren Terme wie ,,Intrazelluldrer Transport®, ,,Regulation eines multizelluldren Or-
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ganismus®, ,,Metabolismus Nukleobasen-enthaltender Verbindungen* sowie ,,Negative Re-
gulation der Antwort auf einen Stimulus® iiberreprésentiert. Diese GO-Terme sind konsistent
mit den ersten Differenzierungsprozessen wihrend der frithen Embryonalentwicklung. Ein
Beispiel fiir ein relativ spit aktiviertes Gen ist CDX2 (homeobox protein CDX-2). Studien an
murinen ES-Zellen zeigten, dass CDX2 die Expression von Pou5f1/Oct4 unterdriickt und
damit die Differenzierung in Richtung Trophektoderm induziert (N1wa et al. 2005). Fiir Rin-
derembryonen wurde gezeigt, dass CDX2 ebenfalls fiir die Trophektoderm-Linie wichtig ist,
allerdings keinen Effekt auf die POUSF1/OCT4-Spiegel hat (BERG et al. 2011). Diese Befunde
legen den Schluss nahe, dass die Bedeutung von CDX2 fiir die Embryonalentwicklung bei
Maus und Rind unterschiedlich ist. Weitere zwischen dem 16-Zell- und Blastozysten-Stadium
der bovinen Embryogenese aktivierte Gene werden von GRAF et al. (2014a) diskutiert.

6. Relevanz und Ausblick

In unserer Studie (GRAF et al. 2014b) wurden RNA-Seq-Analysen an Pools von in vitro pro-
duzierten Rinderembryonen durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass diese ein geringeres Entwick-
lungspotenzial als in vivo generierte Embryonen haben (Ubersicht in LONERGAN und FAIR
2008). Es wiire daher sehr interessant, die RNA-Seq-Experimente an ex vivo gewonnenen Em-
bryonen zu wiederholen, um so neue Einblicke in die unterschiedliche Entwicklung von in
vitro produzierten versus ex vivo gespiilten Embryonen gewinnen zu konnen. Eine weitere in-
teressante Frage wire, wie unterschiedliche Kulturbedingungen den Zeitpunkt der embryo-
nalen Genomaktivierung beeinflussen und ob es Auswirkungen auf die spitere Entwicklung
gibt. Eine kiirzlich publizierte Studie zeigte, dass Rinderembryonen um den Zeitpunkt der
Major-EGA besonders sensitiv gegeniiber Verdnderungen ihrer Umgebung sind (GAD et al.
2012). Unser Ansatz zum Nachweis der Aktivierung individueller Gene auf der Basis von
RNA-Seq-Daten konnte zur Klidrung der Frage beitragen, ob eine Verdnderung der Kultur-
bedingungen die embryonale Genomaktivierung insgesamt verschiebt oder ob einzelne Gene
besonders betroffen sind.

In unserer ersten RNA-Seq-Studie (GRAF et al. 2014b) haben wir fiir jedes Entwicklungs-
stadium drei Pools von jeweils zehn Eizellen bzw. Embryonen analysiert. Der Grund dafiir
lag in der Tatsache, dass frithe Embryonalstadien zu einem betrdchtlichen Anteil zytogeneti-
sche Veridnderungen aufweisen konnen (DEMYDA-PEYRAS et al. 2013), die sich moglicherweise
auf das Genexpressionsprofil auswirken. Dennoch ist inzwischen die RNA-Seq-Analyse ein-
zelner Embryonen (CHITWOOD et al. 2013) oder sogar einzelner embryonaler Zellen (TANG et
al. 2009, XUE et al. 2013) technisch machbar. Dadurch konnen neue Einblicke in die Variabi-
litdt der Genexpressionsprofile einzelner Embryonen desselben Stadiums sowie in die Tran-
skriptomverdnderungen erfasst werden, die mit den ersten Differenzierungsschritten in frithen
embryonalen Stadien assoziiert sind. RNA-Seq wurde bereits fiir Expressionsanalysen ein-
zelner Zellen aus humanen und murinen Embryonen verwendet, wodurch transkriptionelle
Module, die bei entscheidenden Schritten der Entwicklung aktiviert werden, identifiziert wer-
den konnten (XUE et al. 2013, YAN et al. 2013). Zukiinftige Untersuchungen werden zeigen,
ob diese Module in der Entwicklung von Rinderembryonen bzw. Embryonen anderer Nutz-
tierarten konserviert sind.

Ein anderer interessanter Aspekt ist die Erfassung von Allel-spezifischer Transkription in
frithen Embryonalstadien. Auch wenn autosomale Gene im Allgemeinen biallelisch exprimiert
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werden, wird bei bestimmten Genen nur ein zuféllig ausgewihltes Allel exprimiert (allelic
exclusion) (Ubersicht in DENG et al. 2014). Zudem wird fiir etwa 1 % der autosomalen Gene
eine elternabhingige, monoallelische Expression (genomic imprinting) angenommen (Uber-
sicht in REIK und WALTER 2001). Eine kiirzlich publizierte RNA-Seq-Analyse der allelischen
Genexpression in einzelnen Zellen aus murinen Praimplantationsembryonen (CAST/EiJ x
C57BL/6J) ergab 12 bis 24 % monoallelische Expression bei den autosomalen Genen, wobei
eine groBe Varianz auch zwischen benachbarten Zellen zu beobachten war (DENG et al. 2014).
Mit dem Bos t. taurus x Bos t. indicus-Kreuzungsdesign unserer Studie (GRAF et al. 2014b)
sind solche Analysen auch beim Rind méglich.

Die von uns und anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrten RNA-Seq-Analysen lieferten
neue Einblicke in die embryonale Genomaktivierung, in die allelische Expression von Genen
sowie in transkriptionelle Netzwerke, welche die frilhe Embryonalentwicklung bestimmen.
RNA-Seq-Daten sind eine wichtige Grundlage fiir die Embryo-Biosystem-Forschung, ein-
schlieBlich genetischer, epigenetischer und umweltbedingter Storungen der frithen Entwick-
lung.
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Bedeutung der genomischen Prigung fiir
landwirtschaftlich wichtige Eigenschaften
bei Rind und Schwein

Norbert REINSCH (Dummerstorf)

Zusammenfassung

Bei Nutztieren ist das Ausmaf} der Expression der beiden Allele bei einer Anzahl von Genen, die hiufig mit frithen
Wachstumsprozessen verbunden sind, ungleich und unterliegt dem systematischen Einfluss der elterlichen Herkuntt.
Es ist moglich, dass entweder das viterliche oder miitterliche Allel deaktiviert wird (Imprinting). Der Beitrag stellt
einen Versuch zur Modellierung der additiv-genetischen Varianz unter Einbeziehung von Imprinting vor.

Abstract

In farm animals, the expression of the two alleles for a number of genes frequently connected to early growth processes
is unequal and subject to the systematic influence of parental origin. It is possible that either the paternal or the ma-
ternal allele are deactivated (imprinting). This paper presents an attempt to model the additive-genetic variance taking
imprinting into account.

1. Einfiihrung

An einem genomisch geprédgten Locus ist das AusmaB der Expression der beiden Allele un-
gleich und unterliegt dem systematischen Einfluss der elterlichen Herkunft. Entscheidend ist
dabei das Geschlecht eines Elternteils (parent-of-origin effect). Im Falle der paternalen Pri-
gung (Imprinting) ist das viterliche Allel eines Nachkommen epigenetisch deaktiviert, wih-
rend das miitterliche Allel aktiv bleibt, beim maternalen Imprinting verhilt es sich umgekehrt.
Diese wihrend der Bildung von Spermien und Eizellen in spezifischer Weise neu verankerte
Markierung eines Allels — etwa durch Methylierung — iiberdauert die spétere allgemeine epi-
genetische Reprogrammierung wihrend der Embryonalphase eines Nachkommens. Die Vari-
ante einer abgeschwichten Expression (partielle Priagung) ist wohl eher die hiufigere Variante
im Vergleich zur volligen Stilllegung eines elterlichen Allels. Ferner kann im spiteren Ent-
wicklungsverlauf eine wihrend frither Stadien existente Prigung abgebaut werden (z. B.
GouLD und PFEIFFER 1998; developmentally regulated imprinting). In weiteren Fillen besteht
sie nur lokal in bestimmten Organen (z. B. LEE et al. 1997, tissue specific imprinting), wihrend
im Restorganismus beide elterlichen Allele ein gleiches Aktivititsniveau aufweisen.

Die Gesamtanzahl der genomisch geprigten Loci beim Sduger liegt in der Groenordnung
von ca. 100 (siche die Ubersicht von REIK und WALTER 2001). Das macht, bezogen auf die
Anzahl aller Gene, einen relativen Genomanteil von unter einem Promille aus. Die geprigten
Loci sind im Genom in etwa einem Dutzend verschiedener Imprintingcluster organisiert. Ver-

179



Norbert Reinsch

mutlich hat sich evolutionir die genomische Prigung als Mittel zur bestméglichen Verteilung
der miitterlichen Ressourcen auf eine grofere Anzahl von Nachkommen etabliert (MOORE und
HAIG 1991). Dabei werden eher kurzfristige, einen einzelnen Wurf betreffende Aspekte mit
langfristigen und die Gesamtnachkommenschaft eines Muttertieres betreffenden Aspekten
ausbalanciert. Nach dieser Vorstellung fordern véterlich aktive Allele iiblicherweise das fotale
Wachstum der aktuellen Wurfgeschwister, moglicherweise auf Kosten spéterer Nachkommen
von anderen Vitern. Im Gegensatz dazu fiihrt eine miitterlicherseits induzierte Verlangsamung
des fotalen Wachstums aktuell zu einer Schonung der miitterlichen Ressourcen zu Gunsten
ihrer eigenen Nachkommen aus spiteren Wiirfen. Sollte diese Deutung des Prigungsphéno-
mens zutreffen, wire demzufolge vor allem mit einer Beeinflussung von Merkmalen des frii-
hen Wachstums durch genomisch geprigte Loci zu rechnen.

Fiir die genetische Variation konnen naturgemif nur polymorphe geprigte Loci eine Rolle
spielen. Angesichts ihrer nach heutigem Wissen geringen Anzahl und ihrer vermuteten evolu-
tiondr begriindeten ,,Zustindigkeit™ fiir friihes Wachstum und Entwicklung stellt sich die
grundsitzliche Frage: Existieren fiir landwirtschaftlich wichtige Eigenschaften — mit typi-
scherweise polygener Vererbung und meist erst nach der Geschlechtsreife abgeschlossenen
Merkmalsausbildung — nennenswerte Anteile der genetischen Variation, die geprigten Loci
zugeschrieben werden konnen?

2. Forschungslinien

Die Frage nach der Existenz von geprigten Genen mit einem Beitrag zur genetischen Variation
bei Nutztieren wurde bisher auf verschiedenen Wegen untersucht. Zu nennen sind eine Reihe
von Versuchen zur Kartierung von genomisch geprigten Quantitative Trait Loci (QTL) bzw.
Hauptgenen, vornehmlich beim Schwein. Genomisch geprigte QTL mit Einfluss auf Gewe-
beanteile im Schlachtkorper, Fleischqualitit, Wachstum und reproduktive Merkmale wurden
in F,-Kreuzungsexperimenten kartiert (DE KONING et al. 2000, 2001a, b). Beim Nutztier be-
kannt gewordene gepridgte Hauptgene sind /IGF2 beim Schwein (JEON et al. 1999, NEZER et
al. 1999, VAN LAERE et al. 2003) und Callipyge beim Schaf (COCKETT et al. 1994, Smit et al.
2003), beide mit Auswirkungen auf die Korperzusammensetzung und das Wachstum von
Masttieren. Obwohl urspriinglich genomische Priagung innerhalb des Tierreiches nur bei Sdu-
gern vermutet wurde, konnten in einem Kreuzungsexperiment beim Huhn geprigte QTL kar-
tiert werden (TuiSKULA-HAAVISTO et al. 1994). Noch jiingeren Datums bei Nutztieren sind
Expressionsstudien mittels Next Generation Sequencing (PINTO 2014).

Einen eigenen Forschungsansatz stellt die Schitzung von genetischen Varianzkomponenten
dar. Hierfiir wird von einer Aufteilung der genetischen Varianz in verschiedene Komponenten
ausgegangen, die dann zur Beschreibung der Ahnlichkeit von Verwandten unterschiedlichen
Grades und zur Schitzung dieser Varianzanteile mittels genetisch-statistischer Modelle genutzt
werden konnen. Im Ergebnis kann dann das Gesamtausmalf} der genetischen Variation in einer
Population und die Beitrige von Teilkomponenten (wie z. B. additiv autosomal, Y-chromoso-
mal oder mitochondrial) quantifiziert werden. Fiir Ziichtungszwecke wird meist allein die ad-
ditiv-genetische Varianz betrachtet, wihrend nicht-additive Komponenten (FISHER 1918,
COCKERHAM 1954) vernachlissigt werden. Zum Nachweis von Prigungseffekten benttigt man
mehrere additive Varianzkomponenten (HiLL und KEITHLY 1988), deren Existenz mittels ge-
eigneter statistischer Tests tiberpriift werden kann und die Auskunft iiber das Ausmaf} des Va-
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rianzbeitrages geprégter Loci geben. Beginnend mit der Studie von DE VRIES et al. (1994)
wurden eine Reihe solcher Untersuchungen bei Rind und Schwein durchgefiihrt. Wie bereits
von SCHAEFFER et al. (1989) und spéter von TIER und SOLKNER (1993) vorgeschlagen, bestand
das Prinzip der Analyse darin, neben einem additiv-genetischen Effekt fiir jedes Tier zusitzlich
entweder einen hiervon unabhingigen viterlichen oder miitterlichen Gameteneffekt mit eige-
ner Varianzkomponente in das Modell aufzunehmen. Dieser Gameteneffekt repréisentiert die
gesamte Wirkung aller rein viterlich bzw. rein miitterlich aktiven Loci. Die entsprechende Va-
rianzkomponente kann dementsprechend als genetische Imprintingvarianz bzw. Teil davon
interpretiert werden. Im Ergebnis ordneten DE VRIES et al. (1994) rund 10 % der phénotypi-
schen Varianz fiir Riickenspeckdicke und Wachstumsrate dieser elternspezifischen gameti-
schen Variation zu. Mit Hilfe des gleichen Ansatzes schitzten ENGELLANDT und TIER (2001)
signifikante viterliche gametische Varianzen fiir Beckenfett (14 % der phédnotypischen Varia-
tion), Nierenfett (16 %) und Fleischanteil im Schlachtkorper (15 %) bei Mastbullen der Rasse
Gelbvieh. Aus einem Vergleich von nacheinander ausgefiihrten Varianzschitzungen leiteten
EssL und VoitH (2002) den Einfluss von Imprinting auf den Eiweilgehalt, die Milchmenge,
die Persistenz der Milchleistung und die Nutzungsdauer von Osterreichischen Fleckviehkiihen
ab. Alle genannten Studien weisen die Gemeinsamkeit auf, dass sich der Imprintinganteil im
Modell nur auf jeweils eine Art von vollstindiger Prigung — entweder viterliche oder miitter-
liche — beschrinkt. Schitzungen der viterlichen bzw. miitterlichen Imprintingvarianz entstam-
men also nacheinander ausgefiihrten, getrennten Analysen mit unterschiedlichen Modellen
und nicht, wie erstrebenswert, einer einheitlichen Schitzung mit einem umfassenden Modell.
Ein solches Modell sollte ermdglichen, sowohl viterliche als auch miitterliche Pragung gleich-
zeitig zu beriicksichtigen und dariiber hinaus auch in der Lage sein, die verschiedenen oben
genannten Varianten der Prigung — partiell, gewebespezifisch, entwicklungsgesteuert — mit
abzubilden. Als Ergebnis sollte ferner ein zusammenfassender Schitzwert fiir die von allen
geprigten Loci gemeinsam verursachte Imprintingvarianz zur Verfiigung stehen.

3. Modellierung der additiv-genetischen Varianz unter Einbeziehung von Imprinting

Ausgangspunkt fiir die am FBN neu entwickelte Imprintinganalyse war der Vorschlag von
HiLL und KEIGHTLY (1988) zur Modellierung der additiv-genetischen Varianz. IThm liegt die
Annahme zu Grunde, dass gleichzeitig nicht geprigte (biparental exprimierte), vollstindig vi-
terlich geprigte (rein maternal exprimierte) und vollstindig miitterlich geprégte (rein paternal
exprimierte) Loci ein quantitatives Merkmal beeinflussen. Dann wird der Phinotyp jedes In-
dividuums durch drei entsprechende Beitrige genetisch bestimmt, deren Varianzen sich nach
HiLL und KEIGHTLY (1988) in der folgenden Matrix zusammenfassen lassen:

o, 0 0

2
0 o 0 [1]
0 0 o

Die gesamte genetische Varianz ergibt sich dann als Summe dieser drei Komponenten. Es
wird ferner angenommen, dass keine Kovarianzen zwischen diesen drei Beitrdgen bestehen,
weshalb alle Nebendiagonalelemente dieser Matrix gleich Null sind. Die Erweiterung dieser
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Matrix ermoglicht es nun, dieses einfache Grundmodell so anzupassen, dass alle weiteren be-
kannten Formen der genomischen Prigung mit abgedeckt werden.

Die verschiedenen Prigungsvarianten lassen sich in bleibende und verédnderliche Grund-
formen einteilen. Im bleibenden Fall ist bei der rein paternalen Priagung das véterliche (miit-
terliche) Allel jeweils vollstindig stillgelegt, wihrend ausschlieBlich das miitterliche
(viterliche) Allel aktiv ist. Eine Mischform stellt die partielle Pragung dar, wobei sich zwar
die Expressionsstirke in Abhingigkeit von der elterlichen Herkunft unterscheidet, aber beide
Allele Aktivitit aufweisen (Fall a). Verdnderliche Formen ergeben sich, wenn wihrend frither
Entwicklungsstadien zunéchst eine vollige oder teilweise Stilllegung nach einem der genann-
ten Muster erfolgt, spiter aber eine Entfernung der Prigung stattfindet (developmentally re-
gulated imprinting) und in Folge dessen eine biparentale Expression (Flle b und c). Ahnlich
kann Priagung in bestimmten Geweben vorhanden sein, in anderen hingegen nicht (tissue spe-
cific imprinting, ebenfalls b und c¢). SchlieBlich kann eine partielle Prigung spéter aufgehoben
werden (Fall d).

Fiir die genetisch-statistische Analyse ist die Unterscheidung dieser Formen deshalb von
Bedeutung, weil sich fiir jede dieser Varianten (a) bis (d) eine locusspezifische gametische
Kovarianzmatrix angeben ldsst, die eine fiir den jeweiligen Fall passende Abwandlung der
von KEITHLY und HiLL (1988) angegebenen Matrix darstellt:

0 o0 0 o, o,, O
a)| 0 o? O pm [2] b) Thp Gs 0 [3]
0 o,, on 0 0 0
I O-lf O O-b,m | I O-lf O-b,p o-b,m
ol 0 0 0 (4] d|o,, o2 o,,]| 5]
2 2
_O-b,m O o-m B _O-b,m O-p,m O-m

Um die genetische Kovarianz zwischen Individuen auf der Grundlage aller dieser moglichen
Fille zu modellieren, konnen die sechs Parameter der dargestellten elementaren Kovarianz-
matrizen jeweils aggregiert und in einer gemeinsamen Matrix zusammengefasst werden, so
dass alle elementar auftretenden Varianzen und Kovarianzen enthalten sind. Im Unterschied
zu den elementaren Matrizen tragen nun allerdings potentiell mehrere Loci auf unterschiedli-
che Weise zu den verschiedenen (Ko-)Varianzen bei:

o-b b,p Gb,m
2
O-b,p Gp p.m [6]
2
O-b,m p.m O-m

4. Ein umfassendes Modell

Die dargelegte Beschreibung der genetischen (Ko-)Varianzkomponenten lédsst sich in dieser
Form allerdings nicht unmittelbar fiir praktische Analysen nutzen. Dies zeigt ein Blick auf die
gametische Verwandtschaftsmatrix (SCHAEFFER et al. 1989), die aus Abstammungsdaten ab-
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geleitet und bei geeigneter Anordnung ihrer Zeilen und Spalten prinzipiell in drei unterschied-
liche Teilmatrizen zerlegt werden kann:

G G
G- '11 12 [7]
G, G,

Die Zerlegung zeigt, dass nur drei verschiedene Dimensionen in Form von Kovarianzmatrizen
fiir die Schétzung von (Ko-)-Varianzkomponenten zur Verfiigung stehen. Diese sind: Gy, die
Verwandtschaft aller viterlichen Gameten untereinander, G,,, die gegenseitige Verwandtschaft
aller miitterlichen Gameten, und schlieBlich G,, welche die Verwandtschaft zwischen véter-
lichen und miitterlichen Gameten beschreibt. In Konsequenz kénnen nur drei verschiedene
Kovarianzparameter geschitzt werden, wovon jeweils eine mit einer der drei Teilmatrizen von
G assoziiert ist.

Es zeigt sich, dass die folgenden Summen der sechs zuvor definierten Varianzen und Ko-
varianzen schitzbar sind:

2 2 2
o, =0, +0p+20bp [8]
2 2 2
o,=0,+0o, +20,, [9]
2
Oy =0, +Opy +0o,, 0, [10]
Zusammengefasst in einer Matrix S:
ol o
s=| 7 [11]
o o

d

Diese Varianzkomponenten lassen sich nun genetisch interpretieren als Kovarianzmatrix
zweier verschiedener additiv-genetischer Effekte, welche jedem Individuum — gleich ob ménn-
lich oder weiblich — zugeschrieben werden. Der Effekt ,,als Vater* beeinflusst die Nachkom-
men auf andere Weise als der Effekt ,,als Mutter. Der Unterschied wird durch die
unterschiedlichen elternspezifischen Priagungsmuster hervorgerufen, bei Gleichheit auf DNA-
Ebene. Existiert keine genomische Prigung an polymorphen Loci, so sind beide genetischen
Effekte identisch. Die Elemente in der Matrix S sind in diesem Falle alle gleich, was genutzt
werden kann, um einen Signifikanztest fiir den Einfluss von genomischer Prigung auf ein
Merkmal vorzunehmen.

So wie die genetischen Effekte der gleichen Art zwischen den Individuen einer Population
variieren, so variiert auch die Differenz zwischen den beiden verschiedenen Effekten jedes
Tieres in der Gesamtpopulation. Die Varianz dieser Differenz ist mit der Imprintingvarianz
identisch. Das Verschwinden dieser Varianz ist gleichbedeutend mit der Identitét beider Arten
von additiv-genetischen Effekten und damit dem Fehlen von Imprintingeffekten.

Demgemif ergibt sich die Imprintingvarianz als die Varianz einer Differenz

2

_ 2 2_o9
o, =0, +0y o

[12]

sd !

die bei Gleichheit aller Elemente in der Matrix S zu Null wird. Die gesamte genetische Varianz
ist die Summe

cl=cl+o]. [13]
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SchlieBlich ldsst sich die genetische Varianz ohne Imprintinganteil (Mendelsche Varianz) be-
rechnen als

M=0,—0.. [14]

5. Praktische Anwendung: Imprintinganalyse fiir Videodaten von Schlachtkorpern

Als praktisches Anwendungsbeispiel des neu entwickelten Modells soll eine Analyse von 25
Merkmalen der Schlachtkdrperzusammensetzung und des Wachstums von Mastbullen der
Rasse Fleckvieh skizziert werden (NEUGEBAUER et al. 2010b), die auf Daten von ca. 65000
Tieren aufbaut. Von diesen auf Schlachthsfen erfassten Merkmalen wurden 22 mittels Video-
technik gemessen (Abb. 1).

Abb. 1 Videobild einer Rinderhilfte am Schlachtband. Die Kriimmung der Lichtstreifen enthilt Informationen zur
Ausbildung wertvoller Teilstiicke und Muskelpartien im Schlachtkorper. Zusitzlich ist das Gewicht der Hilfte bekannt
(Bild: E+V Technology GmbH, 16515 Oranienburg, Deutschland).
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Beispiele fiir Videomerkmale der Schlachtkorperzusammensetzung sind Filetgewicht, Roast-
beefgewicht und Keulengewicht, wihrend das Wachstum durch die Nettozunahme (Schlacht-
gewicht geteilt durch Lebensalter) beschrieben wird. Die Abstammungsdaten der Mastbullen
umfassen ca. 357000 Vorfahren. Das Modell fiir die Beobachtungen y enthielt im Vektor f§
eine Alterskorrektur und die Einfliisse der unterschiedlichen Herkunftsbetriebe, sowie als ge-
netische Einflussgrofien die Zuchtwerte a, der Viter und a, der Miitter der Mastbullen in ihren
jeweiligen geschlechtsspezifischen Auspriagungen. Bei X, Z, und Z, handelt es sich um die
zu den Effekten gehorenden Designmatrizen und e ist der Vektor der Residuen:

y=Xp+Za +Z,a,6 +e [15]

Die Kovarianz der zufilligen Effekte ist

a, 1/2Ac6? 12Ac0, O
Var|a, |=|1/2Ac, 1/2Ac; O |. [16]
e 0 0 W

Hierbei ist A die Verwandtschaftsmatrix fiir die Vorfahren der Mastbullen und W eine Diago-
nalmatrix mit Elementen

_ Y202 (1-F,)+1/20; (1-F, )+ 0!

w,
1/20'32+1/20'dz+0'e2

[17]

die zur Gewichtung der einzelnen Beobachtungen in Abhéngigkeit von den Inzuchtkoeffizien-
ten der Eltern (Fg, F;) unter Beriicksichtigung der Restvarianz O'e2 dienen. Die Mischmodell-
gleichungen lauten dann

X'W'X X'W'Z, X'wW'z, B X'Wly
Z2W'X Z2W'Z +Ava, ZZW'Z,+Ava, ||a, |=|2 W'y |, [18]
ZW'X ZW'Z +A'a, Z'W'Z,+A"a, ||a, z' W'y
wobei

a, a,] 1 2

O o

N ey D [19]

*, & 20, |0y O
ist.

Insgesamt zehn von allen untersuchten Merkmalen wiesen eine signifikante Imprintingvarianz
auf. Die GroBenordung lag etwa im Bereich von 10 % bis 20 % der gesamten additiv-geneti-
schen Varianz (Tab. 1). Die genetischen Korrelationen fiir die beiden Arten von genetischen
Effekten lagen im hohen Bereich von ca. 0,8 bis 0,9 — wie bei einem vorherrschenden Einfluss
nicht geprégter Gene zu erwarten ist. Jedoch wird sichtbar, dass zur Imprintingvarianz nicht
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nur unterschiedliche Variabilititen der viterlichen und miitterlichen genetischen Effekte bei-
tragen, sondern auch ihre von 1 verschiedenen Korrelationen.

Tab. 1 Detaillierte Ergebnisse fiir alle Merkmale mit signifikanter Imprintingvarianz. Die relative Imprintingvarianz
ist der Anteil der Imprintingvarianz an der gesamten additiv-genetischen Varianz. In Spalte fiinf stehen die Korrela-
tionen zwischen den genetischen Effekten ,,als Vater* und ,,als Mutter. Die Angaben zur Y-chromosomalen und mi-
tochondrialen Varianz sind Anteile an der gesamten phénotypischen Varianz.

Merkmal (Einheit) Genetische Relative ~ Heritabilitit Korrelation y-chromo- Mitochondriale
Standard-  Imprinting- somale Varianz
abweichung varianz Varianz (%)
(%) (%)
Fleischklasse (1-15) 0,74 10,75 0,28 0,89 0,00 0,46
Fleischanteil (%) 0,43 18,67 0,26 0,81 0,04 0,08
Roastbeefgewicht (kg) 0,43 11,87 0,22 0,88 0,00 1,78
Keulengewicht (kg) 2,96 7,82 0,24 0,92 0,00 1,97
Keulengewicht warm (kg) 2,26 7,76 0,24 0,92 0,00 1,97
Oberschalengewicht (kg) 1,31 11,53 0,21 0,89 0,00 1,44
Filetgewicht (kg) 1,17 11,91 0,20 0,88 0,00 1,58
Blumengewicht (kg) 0,16 11,66 0,24 0,88 0,00 1,96
Ausschlachtung (%) 1,07 24,56 0,20 0,76 0,00 0,32
Fettklasse (1-15 Scores) 0,67 24,77 0,21 0,78 0,00 1,23

Fiir alle Eltern der Schlachttiere und ihre weiteren Vorfahren konnen Schitzwerte fiir ihre Im-
printingeffekte mit der dazugehorigen Schitzgenauigkeit angegeben werden. Jeder Imprin-
tingeffekt ist die Differenz zwischen den beiden fiir ein Individuum geschitzten Zuchtwerten
»als Vater” und ,,als Mutter*. Abbildung 2 veranschaulicht fiir vier Merkmale die Streuung
aller geschitzten Imprintingeffekte. Die volle Streuung iiber den positiven und negativen Be-
reich wird erst ab einer gewissen Mindestgenauigkeit erreicht, die z. B. fiir das Merkmal Aus-
schlachtung (Abb. 2A) bei einem Wert von ca. 2 fiir die logarithmierte Prézision liegt. Im
darunterliegenden Bereich der Abbildungen streuen mit abnehmender Prézision die Schitz-
werte zunehmend weniger um den Nullwert. Fiir Tiere aus diesem Bereich mit eingeschrénkter
Streuung enthilt der Datensatz weniger Informationen zur Schitzung der Imprintingeffekte,
beispielsweise weil sie in der Ahnenreihe weiter entfernt stehen von den Schlachttieren mit
eigenen Merkmalswerten.

Ergebnisse aus dem beschriebenen Modell liegen bisher aus vier Studien vor. Neben der
oben dargestellten Analyse von Rinderdaten fanden NEUGEBAUER et al. (2010a) fiir 19 Merk-
male der Mast- und Schlachtleistung beim Schwein signifikante Imprintingvarianzen zwischen
5 % und 10 % der additiv genetischen Varianz. TIER und MEYER (2012) ermittelten mit einem
dquivalenten Modell einen Durchschnitt von 28 % fiir Merkmale der Korperzusammensetzung
(Ultraschallmessungen) bei australischen Fleischrindern. In den gleichen Populationen fanden
MEYER und TIER (2012) viiterliche bzw. miitterliche Beitrdge zur Imprintingvarianz, die fiir
Wachstumsmerkmale bis zu 11 % der phénotypischen Varianz ausmachten.
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Abb. 2 Individuelle Imprintingeffekte (geschétzt als Differenz der genetischen Effekte ,,als Vater und ,,als Mutter)
und ihre logarithmierten Prizisionen. Die Merkmale sind Ausschlachtung (A), Nettozunahme (B), Fettklasse (C) und
Fleischklasse (D). Daten aus BLUNK et al. 2016.

6. Diskussion und Ausblick

Die geschitzten Anteile der Imprintingvarianz an der gesamten additiven Variabilitit liegen
deutlich hoher als die bisher bekannte Anzahl bekannter gepréigter Gene beim Séduger in Re-
lation zur Gesamtgrofle des Genoms. Moglicherweise tiberhohte Werte fiir die Imprintingva-
rianz konnten durch andere genetische Faktoren hervorgerufen werden. Jedoch wurde einige
Miihe darauf verwendet, solche Einfliisse auszuschalten. Dies gilt fiir Y-chromosomale Vari-
anzanteile ebenso wie fiir mitochondrial verursachte, die in mehreren Untersuchungen keine
Relevanz fiir Mast- und Schlachtleistungsmerkmale zeigten (REINSCH et al. 1999, NEUGEBAUER
etal. 2010a, b). Diese Effekte besitzen eine eigene Kovarianzstruktur, die sich von derjenigen
der Imprintingeffekte unterscheidet. Bei ausreichender Tiefe der verfiigbaren Abstammungs-
daten lassen sich ihre Einfliisse deshalb von dem der genomischen Prigung trennen.
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Wie auch durch die Beispiele der /IGF2- und der Callipyge-Mutationen bestitigt, konnen ge-
priagte Loci nicht nur auf das frithe Wachstum Einfluss nehmen, vielmehr wirken sich friih
gestellte Weichen — etwa was die Entwicklung der Muskulatur angeht — auch auf die erst spiter
festzustellenden Eigenschaften von Masttieren aus.

Das Wachstum wihrend der Mast und die Zusammensetzung von Schlachtkdrpern standen
bisher im Fokus der Untersuchungen. Dies gilt nicht nur fiir Schdtzungen von Varianzkompo-
nenten, sondern auch fiir Versuche zur Kartierung von gepridgten QTL. Im Gegensatz dazu lie-
gen fiir andere Merkmalskomplexe bisher noch keine oder kaum Ergebnisse vor — insbesondere
zu Milchleistung, Fruchtbarkeit und funktionalen Merkmalen. Nachdem grundsétzliche me-
thodische Fragen als geklirt angesehen werden kénnen, gilt es nun, diese Wissensliicken durch
entsprechende Arbeiten weiter zu fiillen.

Die entwickelte Auswertungsmethodik ldsst sich im Prinzip direkt in die Zuchtwertschét-
zung und Ziichtungspraxis umsetzen. Fiir alle von der genomischen Priagung mitbeeinflussten
Merkmale hiitte dies den Vorteil eines realistischeren Modells fiir die Zuchtwertschitzung und
Selektion. Dabei scheint es schwierig zu sein, bei der Auswahl von noch jungen Zuchttieren
eine moglichst vollstindige Ausnutzung der insgesamt vorhandenen additiv-genetischen Streu-
ung zu erreichen, also der Summe aus Mendelscher genetischer Varianz und Imprintingvarianz.
Bei Bullen l4sst sich der Zuchtwert ,,als Vater* aus Nachkommen direkt ermitteln, sein Zucht-
wert ,,als Mutter” kommt zeitlich verzogert erst bei den Nachkommen seiner Tochter zum Tra-
gen, und dies, wegen des geringeren Verwandtschaftsgrades zu seinen Enkeln, nur in
,.verdiinnter” Form. Die Differenz zwischen den beiden Zuchtwerten des Bullen ldsst sich also
erst spit feststellen. Zudem wird iiber den Zuchteinsatz von Bullen kaum noch am Ende einer
Nachkommenschaftspriifung entschieden, vielmehr geschieht dies in zunehmendem Maf3e be-
reits in sehr jungem Alter auf Grundlage von Markerdaten und ihrer genomischen Zuchtwerte.
Mit Hilfe von genetischen Markern fiir geprigte Genombereiche konnte es gelingen, Imprin-
tingeffekte in die genomische Zuchtwertschitzung einzubeziehen und fiir frithe Selektionsent-
scheidungen nutzbar zu machen. Die beim Schwein bekannt gewordene Mutation im geprigten
IGF2-Gen ist ein Beispiel, wo dies bereits in Populationen praktiziert wird, in denen beide Va-
rianten auftreten. Insgesamt sind aber noch weitere Entwicklungsarbeiten auch bei anderen
Spezies und fiir weitere Merkmale notig. Die beschriebenen, aus dem Dummerstorfer Modell
abgeleiteten individuellen Imprintingeffekte konnten dabei eine wertvolle Rolle fiir die Schiit-
zung von Markereffekten spielen, wenn sie als abhéngige Variablen in Assoziationsstudien ein-
gehen und als sogenannte Pseudophénotypen (GARRICK et al. 2009) alle Informationen zum
Prigungseinfluss auf die Nachkommen eines Tieres in einer Grofle zusammenfassen.
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