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Nachruf
fiir Prof. Dipl.-Ing. agr. Dr. agr. Dr agr. h. c.
Dr. med. vet. h. c. Horst KrauBlich

Kurz nach dem Symposium ,,Das gldserne Tier*, am 16. April 2010, ist der Nestor der deutsch-
sprachigen Tierzucht, Prof. em. Dr. Dr. h. c. mult. Horst KRAUSSLICH verstorben. Seine bereits
stark angeschlagene Gesundheit hatte ihn daran gehindert, am Symposium teilzunehmen. Wir
gedenken an dieser Stelle seiner, denn ohne sein Wirken hitte die Forschungsrichtung, die
beim Symposium behandelt wurde, in Deutschland nicht die bekannte Entwicklung genom-
men und Bedeutung erhalten.

Horst KRAUSSLICH wurde am 2. August 1926 in Fiirth am Berg geboren. Dort besuchte
er von 1933 bis 1937 die Volksschule und anschliefend in Neustadt (bei Coburg) bis 1944
die Realschule und Oberrealschule. Nach Kriegsdienst und Gefangenschaft schloss er 1947
eine landwirtschaftliche Lehre mit der Gehilfenpriifung ab und besuchte dann die Land-
wirtschaftsschule in Coburg. Von 1948 bis 1951 folgte ein Studium der Landwirtschaft an
der Technischen Universitdt Miinchen, Fakultit fiir Landwirtschaft in Weihenstephan, das
er als Diplom-Landwirt abschloss. Von 1951 bis 1954 war er Referendar im Bayerischen
Landwirtschaftlichen Staats- und Tierzuchtdienst und anschliefend bis 1959 Tierzuchtasses-
sor am Tierzuchtamt Passau. Im Jahr 1956 promovierte er an der Technischen Universitit
Miinchen mit einer Arbeit iiber die Merinozucht (,,Erbwertermittlung in Woll- und Ko&rper-
eigenschaften an Stammbdocken der bayerischen Merinolandschafzucht). 1959 wechselte er
ins Landwirtschaftsministerium in Miinchen, wo er sowohl als Referent fiir Schweine- als
auch fiir Rinderzucht titig war und Geschéftsfiihrer diverser einschldgiger Verbidnde und
Arbeitsgemeinschaften wurde. 1970 wurde er, duflerst ungewohnlich fiir einen Ministerial-
beamten, ohne Habilitation auf den Lehrstuhl fiir Tierzucht der Ludwig-Maximilians-Uni-
versitit (LMU) in Miinchen berufen und mit der Leitung des Lehr- und Versuchsgutes in
Oberschleiheim beauftragt.

Ich erinnere mich gut an seine Schilderung seines akademischen Werdeganges. Er wollte
habilitieren, aber die Veterinirmedizinische Fakultit der LMU, an die er sich gewandt hatte,
wollte das nicht. Das hatte, wie sich bald zeigte, nichts mit ihm personlich zu tun, sondern
war eine hochschulpolitische Aktion, die mit dem potenziellen Habilvater in Zusammenhang
stand. Dass man Horst KRAUSSLICH personlich durchaus wollte, zeigte sich unmittelbar,
nachdem das Ordinariat altersbedingt frei und neu besetzbar geworden war: Die Veterinar-
medizinische Fakultit hat ihn, sozusagen ,,freihdndig®, aus seiner Position als Referent fiir
Rinderzucht am Bayerischen Staatsministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten
direkt als Ordinarius an die LMU geholt.



Gottfried Brem

Ein absoluter Gliicksfall einer Berufung. Professor KRAUsSLICH wurde ein Vorstand, der sich,
unbelastet von iiberstandenen universitiren Grabenkdmpfen, ganz auf seine Vision fokussi-
erte: durch Forschung und Entwicklung neue Grundlagen fiir die Tierzucht zu erarbeiten. Und
in diesem Sinne lief3 er uns arbeiten, hat uns angeleitet und begleitet, war offen fiir unsere Sor-
gen und Note, hat fiir uns finanzielle Mittel und administrative Wege gesucht und gefunden,
uns unterstiitzt, ohne uns zu protegieren, kurz und gut, er hat alles fiir uns im UbermaB getan.

Horst KrRAUSSLICH hat erstmals in Deutschland, aufbauend auf eigenen Untersuchungen
und den Erfahrungen von Alan ROBERTSON, den er besucht hatte, eine Zuchtwertschétzung
auf Milchleistungsmerkmale mit einem abgewandelten Contemporary-Comparison-Ver-
fahren entwickelt. Daraus entstand das Bayerische Besamungszuchtprogramm mit gezielten
Paarungen, das in seinen Grundfesten seit mehr als einem halben Jahrhundert Bestand hat.

Von aullerordentlicher Bedeutung war sein Beitrag zur Zusammenfiihrung von Tiermedi-
zin und Tierzucht. Er hat es in aulergewohnlicher Weise geschafft, beide Disziplinen in
fruchtbarer Zusammenarbeit zu vereinen. Dabei waren die Biotechniken der Reproduktion,
denen er sich gewidmet hatte, sein zentrales Thema, nicht als Selbstzweck, sondern in ihrer
Bedeutung fiir die gegenwirtige und zukiinftige Forderung der Tierzuchtwissenschaft und
ziichterischen Praxis. Deshalb war ihm die Entwicklung des Embryotransfers und der damit
assoziierten Techniken ein besonderes Anliegen. Niemand sonst in Tierzuchtkreisen hat die
Bedeutung der Reproduktionstechniken beim weiblichen Zuchttier fiir die Tierzuchtwissen-
schaften so friihzeitig und umfassend erkannt wie er.

Neben der Reproduktion war er aber auch allen anderen Aspekten der Tiergesundheit
verbunden und hat Wegweisendes initiiert. Ob es sich um Klauengesundheit, Fitness, Stoff-
wechselkrankheiten, Mastitis, Resistenz und vieles andere handelte, sein Ansatz fiir die ziich-
terische Beeinflussung dieser Merkmale war immer konsequent und folgerichtig und deshalb
am Ende auch erfolgreich.

Die Zeit ist nicht stehen geblieben, und vieles von dem, was wir auf diesem Gebiet heute
in Deutschland beobachten konnen, resultiert aus seiner weitblickenden Entscheidung, ein
Thema, lange bevor es fiir viele ein Thema geworden war, aufzugreifen und auszubauen.
Gentransfer, Klonierung durch Kerntransfer, SNP-Analytik und genomische Selektion wur-
den von Horst KrRAUSSLICH fiir die Tierzucht angedacht und angeschoben. Er hitte dieses
Symposium genossen.

Sein Credo war es, theoretische Weiterentwicklungen zur Grundlage praktischer Anwen-
dungen in der Nutztierzucht zu machen. Das hat auch viele Zweifler und Ungldubige auf den
richtigen Weg gebracht. Die deutschsprachige Tierzucht, insbesondere aber die bayerische
Tierzucht, wire ohne sein Wirken nicht zu dem geworden, was sie ist. Professor KRAUSSLICH
war ein Hochschullehrer, wie man ihn sich nicht besser wiinschen konnte.

Sein Weitblick war auch fiir seine Mitarbeiter und Schiiler enorm hilfreich. Er hat uns
gefordert, ohne uns zu tragen. Wir als seine Schiiler sind sehr dankbar, dass er uns auf un-
seren eigenen wissenschaftlich akademischen Weg gebracht hat. Ohne seine Forderung und
Unterstiitzung, seine allzeit gewihrte freundliche Hingabe fiir unsere Sorgen und Note, seine
beispiellose Bereitschaft, uns auf unserem Weg an- und weiterzuleiten, wiren wir nicht ge-
worden, was wir sind. Er war uns ein wirklicher akademischer Vater, ein Lehrer im hervor-
ragenden Sinn, kein Besserwisser-Lehrmeister, sondern ein ruhiger, giitiger und verstiandiger
und vor allem verstdndnisvoller Betreuer.

Wir haben von ihm gelernt, wie wichtig es ist, den Nachwuchs zu fordern und zu fordern.
Er hat 6 habilitierte Schiiler und konnte sich iiber 12 akademische Enkel und viele akade-
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Nachruf fiir Prof. Dipl.-Ing. agr. Dr. agr. Dr agr. h. c. Dr. med. vet. h. c. Horst Krduflich

mische Urenkel freuen. Diese arbeiten und lehren an fast allen wichtigen einschlidgigen Uni-
versititen in Deutschland, Osterreich und der Schweiz.

Horst KRAUSSLICH war selbst nicht Mitglied der Leopoldina, aber neben seinem eigenen
Sohn, Prof. Dr. Hans-Georg KRAUSSLICH, sind 5 seiner Schiiler und Enkel Leopoldiner.

Die LMU hat Professor KRAUSSLICH in Wertschitzung seiner wissenschaftlichen Arbeit
1991 zum Dr. honoris causa veterinariae promoviert. Ein Jahr zuvor hatte ihm die Agrarwis-
senschaftliche Fakultét in Godollo in Ungarn das Ehrendoktorat fiir Landwirtschaft verliehen.

Auch mit Eintritt in seinen beruflichen Ruhestand hat er weiter wissenschaftlich publiziert,
mitunter genau so erfolgreich wie manch einer seiner noch im Berufsleben stehenden Kolle-
gen. Seine Aktivititen in dieser Zeit waren einerseits im Umfeld seiner fritheren Arbeit begriin-
det, aber auch neuen Themen gewidmet. So hat er sich in dieser Zeit mit neuen Entwicklungen
beim Rechtsschutz und der Patentierung auseinandergesetzt. Nach seiner Emeritierung suchte
er den Weg zuriick in die angewandte Tierzucht und vereinte Wissenschaft, Verbandstitig-
keit und dorfliche Herkunft. Er war nie Theoretiker, sondern ein Tierzuchtenthusiast, der die
Bedeutung und die Chancen sich neu entwickelnder wissenschaftlicher Disziplinen friih und
hellsichtig erkannte und dann konsequent, auch gegen Widerstinde, nutzte.

Professor KRAUSSLICH war mit der Philosophie vertraut, Immanuel KANT schitzte er be-
sonders. Ein Zitat von KANT kennzeichnet die Person Horst KRAUSSLICH in idealer Weise:
,Die Weisheit geht auf das Gute, die Klugheit auf das Niitzliche.*

Dieser Tagungsband ist dem ehrenvollen Gedenken an Horst KRAUSSLICH gewidmet.

Gottfried BREM ML, kMOAW (Wien)
Im Namen seiner Schiiler

Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 911 (2012) 11
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Eroffnung

Wolf-Dietrich voN FIrRcks (Wien)

Rektor der Veterindrmedizinischen Universitit Wien

Sehr geehrte Damen und Herrn,
insbesondere sehr geehrter Herr Prof. BREM,
sehr geehrter Herr Prof. STINGL,

sehr geehrter Herr Prof. WINNACKER und
sehr geehrter Herr Dr. HAAS,

ich begriile Sie heute hier recht herzlich im Namen der Veterindrmedizinischen Universitit
Wien und im eigenen Namen. Es freut mich ganz besonders, dass es dem tatkriftigen En-
gagement von Herrn Prof. Dr. BREM wieder gelungen ist, eine gemeinsame Tagung von Leo-
poldina, der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften, Gesundheitsministerium und
Veterindrmedizinischer Universitit Wien zu einem aktuellen Thema mit internationaler Fach-
kompetenz auszurichten.

Wenn der plakative Titel vom ,,,Gldsernen® Tier: Ein- und Ausblicke in Genome und Gene
von Haustieren® durchaus dngstliche Assoziationen weckt, weil eine Gleichsetzung mit dem
Bedrohungspotential des ,,Gldsernen Menschen* erfolgt, durch welchen wir jeder Intim-
sphire beraubt wiren, so wiirde ich dem nachhaltig entgegentreten. Ich selbst habe schon
immer den Standpunkt vertreten, dass Geheimniskrdmerei nur zur Forderung von Geheim-
diensten und Spionagetitigkeit fiihrt und der Wissenschaftsbetrieb insbesondere von grofiter
Transparenz und Offenheit lebt. Das gesamte Publikationswesen mit externer Begutachtung
hat nur deshalb das heutige hohe Niveau erreicht, weil der Gedanke der Nachvollziehbarkeit
und tiber die individuelle innere Erfahrung hinausgehenden Verallgemeinerungsfahigkeit als
qualitative Merkmale objektiver Erkenntnis inzwischen anerkannt sind.

Generationen von Botanikerinnen und Botanikern sowie Zoologinnen und Zoologen
wiren froh, wenn ihnen fiir die Erstellung von Verwandtschaftsbeziehungen und Abstam-
mungsgeschichten die heutigen Instrumente der Genomanalyse zur Verfiigung gestanden hit-
ten. Das miihsame Nachvollziehen Linnéscher Kategorisierungen anhand duflerer Merkmale
und Reproduktionsmoglichkeiten ist dadurch mit objektiven Werkzeugen ergénzt, teilweise
ersetzt worden. Auch nicht einordenbare Tierarten, wie z. B. das Schnabeltier, lassen sich
heute in dem Stammbaum der Entwicklung sinnvoll abbilden, und die Evolutionstheorie
DARWINS hat ein nicht mehr zu erschiitterndes Fundament erhalten. Selbst groBte Ahnlich-
keiten, wie zwischen den Augen des Tintenfisches und denen der Menschen, bei gleichzeitig
ganz anderer Entwicklungsgeschichte lassen sich plausibel zuriickverfolgen. Und dieses ist
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Wolf-Dietrich von Fircks

nicht ein Spiel im Elfenbeinturm, sondern hat auch ganz praktischen Nutzen und Konsequen-
zen, sowohl wenn es um die Aufkldrung von Erbkrankheiten als auch bessere Zuchterfolge
bei Nutztieren geht.

Im Gegensatz zu friiher ist die Zucht im Hinblick auf bestimmte angestrebte Merkmale
sehr gezielt moglich. Anstatt ein ganzes Feld zu ernten, wenn man eine Blume sucht, kann
diese nun direkt gepfliickt werden oder (wenn unerwiinschte Effekte vermieden werden sol-
len), statt den Heuhaufen mit der Lupe nach der Stecknadel zu durchsuchen, benutzen wir
den Hochleistungsmagneten.

Entgegen den weitverbreiteten Angsten vor der Gentechnologie gilt es festzuhalten: der
Effekt ist derselbe, nur schneller und Ressourcen schonender, woran gerade auch im Interesse
des Tierschutzes (und jede der Methoden ist als Tierversuch einzustufen, trotz unterschiedli-
cher Bewertung im Gesetz) ein ethisches Interesse bestehen sollte. Hinzu kommen die im
Interesse von Mensch und Tier liegende Moglichkeit der Produktion von Medikamenten iiber
den Einsatz von Bakterien bis hin zur Milchkuh; letztlich im ganzen Bereich der Kompara-
tiven Medizin.

Ich bin somit sicher, dass auch diese Tagung dazu beitragen wird, dass mit wissenschaftli-
chen Methoden bessere Losungen zum Wohle von Mensch, Tier und Umwelt gefunden
werden. Ich wiinsche Thnen einen guten Verlauf.

Wolf-Dietrich voN FIRCKS
Veterindrmedizinische Universitidt Wien
Veterinirplatz 1

A-1210 Wien

Osterreich
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GruBwort

Georg STINGL ML, wMOAW (Wien)

Prisident der mathematisch-naturwissenschaftlichen Klasse der OAW

Sehr geehrte Damen und Herren,

namens der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften mochte ich Sie sehr herzlich zum
Symposium ,,Das ,gldserne‘ Tier — Ein- und Ausblicke in Genome und Gene von Haustieren*
begriiBen. Dieses von der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina und der Oster-
reichischen Akademie der Wissenschaften gemeinsam veranstaltete Symposium ist eine wei-
tere hochkaritige wissenschaftliche Veranstaltung, mit der die beiden Akademien ein hoch-
aktuelles Thema von groBer gesellschaftlicher sowie auch politischer Relevanz aufgreifen.

Fiihrende internationale Experten werden die neuesten Forschungsergebnisse zum Thema
vorstellen und deren Bedeutung fiir einen verantwortungsvollen Einsatz diskutieren. Mit der
Organisation dieser Tagung kommen die Leopoldina und die OAW einer ihrer ganz wesentli-
chen Rollen nach: dem Aufgreifen wichtiger Themen der Gegenwart und deren Diskussion
im gesellschaftlichen und gesellschaftspolitischen Kontext. Was ist der Status quo, welche
Herausforderungen kommen auf uns zu, und welche Entscheidungen sind zu treffen?

Bereits mehrfach haben die beiden Akademien Themen am Puls der Zeit in den Mit-
telpunkt der breiten wissenschaftlichen Diskussion gestellt und sowohl der interessierten
Offentlichkeit als auch den politischen Entscheidungstriigern hoch qualifizierte Informa-
tionen zur Verfiigung gestellt.

Zweimal haben sich beispielsweise Symposien mit dem Thema ,,Bovine Spongiforme
Enzephalopathie (BSE)* befasst: 2001 hat man in der Tagung ,,BSE — Wahnsinn und Wirklich-
keit* internationales Fachwissen iiber BSE aus verschiedenen Fachdisziplinen zusammen-
gefiihrt. Im Juli 2005 trafen sich erneut internationale BSE-Experten in Wien um Bilanz iiber
die Entwicklungen in der biowissenschaftlichen Grundlagenforschung, der Epidemiologie,
der Veterindrmedizin, der Nachweismethodik und der Umsetzung der bis dahin erlassenen
Bestimmungen zu ziehen. Thema jenes Symposiums war ,,BSE — Status quo und Quo vadis*.
Im Rahmen dieser Veranstaltung wurden neben grundlegenden Aussagen zur Prion-Hypo-
these, zu Pathogenesemodellen und genetischen Komponenten auch Ansitze zu medizinisch-
therapeutischen Aspekten und Fragen zur Nahrungs- und Futtermittelkette vorgestellt und
diskutiert. Ebenfalls Thema waren BSE-Tests. Gastgeberin bei beiden Symposien war die
Veterindrmedizinische Universitdt Wien.

Ein weiteres gemeinsames Symposium der beiden Akademien fand im Janner 2006 unter
dem Titel ,,Symposium on Autoimmunity** statt. Diesmal im Festsaal der Osterreichischen
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Akademie der Wissenschaften. Es setzte sich mit den grundsitzlichen Mechanismen der Au-
toimmunitdt und neuen systemischen Ansétzen, die zu einem besseren Verstindnis dieser
Mechanismen beitragen sollen, auseinander. Neue Entstehungsmodelle einzelner organspe-
zifischer Autoimmunkrankheiten wurden dabei vorgestellt. Darauf basierend wurden neue
Therapieansétze diskutiert.

Zuletzt widmete sich im Oktober 2008 ein gemeinsames Symposium der beiden Aka-
demien dem Thema ,,Individuelle und globale Erndhrungssituation — gibt es (noch) eine Lo-
sung?*. Experten und Expertinnen aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz setzten sich
mit Fragen der globalen Nahrungsmittelverfiigbarkeit sowie der individuellen Erndhrungssi-
tuation auseinander, mit Entwicklungen auf dem Nahrungsmittelsektor, der Situation in Ent-
wicklungsldndern sowie medizinischen Aspekten. Diskutiert wurde, welche globalen und
individuellen Handlungsalternativen zur Verfiigung stehen in einer Welt, die gleichzeitig ver-
hungert und verfettet.

Im Mittelpunkt des heute beginnenden Symposiums steht ein Thema, das auf eine mehr
als zehntausendjdhrige Tradition zuriickblickt, bei dem die Gesellschaft aber aufgrund
neuester wissenschaftlicher Erkenntnisse vor vollig neuen Entwicklungen steht: Die syste-
matische Tierzucht, eine der dltesten Beschéftigungen der Menschbheit, die seit etwa dreihun-
dert Jahren durch die Wissenschaft unterstiitzt wird, tritt in eine neue Ara. Noch nie zuvor in
der Kulturgeschichte bestand die Moglichkeit, in so kurzer Zeit durch Gendiagnose, Gen-
transfer, Genomklonierung und genomische Selektion die genetischen Konstellationen von
Tieren gezielt zu verdndern.

Mit diesen neuen Moglichkeiten ist jedoch auch eine besondere Verantwortung verbun-
den, die zu einer verniinftigen Anwendung von Gen- und Reproduktionstechniken in der
Tierzucht auffordert und gleichzeitig verpflichtet, Missbrauch zu verhindern. Die Arbeit der
Wissenschafter ist hier nicht darauf beschrinkt, herauszuarbeiten, was moglich ist, sondern
sich auch den Fragen zu stellen, welche Herausforderungen auf die Gesellschaft zukommen
und welche Entscheidungen in Zukunft zu treffen sind.

Sehr geehrte Damen und Herren!

Lassen Sie mich abschliefend meinen Dank aussprechen: an die Schwesterakademie Leo-
poldina fiir die langjdhrige hervorragende Zusammenarbeit, dem wissenschaftlichen Leiter
dieses Symposiums, dem Mitglied beider Akademien, Gottfried BREM sowie allen an der Ve-
terindrmedizinischen Universitit Wien mit der Organisation befassten Mitarbeitern und nicht
zuletzt dem Bundesministerium fiir Gesundheit fiir die finanzielle Unterstiitzung.

Prof. Dr. Dr. h. c. Georg STINGL

Osterreichische Akademie der Wissenschaften (OAW)
Dr. Ignaz Seipel-Platz 2

A-1010 Wien

Osterreich

Tel.:  +43 151581/1234

Fax:  +43151581/1275

E-Mail: Georg.Stingl @oeaw.ac.at
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GruBwort

Michel Haas (Wien)

Bundesministerium fiir Gesundheit

Magnifizenz,

sehr geehrte Mitglieder der Leopoldina und

der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften,
sehr geehrte Anwesende!

Ich darf Sie im Namen des Gesundheitsministeriums bzw. des Bereiches ,,Verbraucher-
gesundheit™ in Vertretung des Bereichsleiters Mag. HERZOG und auch als Ko-Sponsor dieser
Tagung sehr herzlich begriilen.

Das vorgesehene Programm enthilt eine umfassende Darstellung des derzeitigen Wis-
senstandes zur Genomanalytik mit Hauptblickrichtung zum heute vorliegenden Thema ,,Ein-
und Ausblicke in Genome und Gene von Haustieren®. Diese Veranstaltung wird aber nicht
nur dafiir, sondern auch fiir die Anwendung von Genanalysen in der Humanmedizin eine
Reihe neuer Erkenntnisse bringen. Das ,,gldserne Tier* fiihrt somit riickgekoppelt auch zum
»glasernen Menschen® und umgekehrt, um auch dieses Schlagwort zu gebrauchen.

Als Vorsitzender der gemidll dem Gentechnikgesetz eingerichteten Gentechnikkommis-
sion des Bundes hat fiir mich diese Veranstaltung daher auch unter diesem Aspekt fiir uns
eine besondere Bedeutung.

Allgemein ist dazu festzustellen, dass die Erforschung der biologischen Grundlagen des
Lebens derzeit mit einer fiir den Laien nicht mehr tiberschaubaren Geschwindigkeit vor sich
geht. Wie in der Einleitung zum Programm hervorgehoben, stellt auch aus diesem Grund die
Nutzung dieser Erkenntnisse in der Tierzucht und in der Humanmedizin fiir alle Beteiligten,
sei es die Wissenschaft, aber auch die Gesundheitspolitik, neue Herausforderungen und eine
besondere Verantwortung dar, dies sowohl aus wissenschaftlich-ethischer Sicht, aber auch
mit Blick auf die einzusetzenden Ressourcen.

Ich bin iiberzeugt, dass die Teilnahme so vieler hochrangiger Wissenschaftler an diesem
Symposium zu allen Aspekten der vorliegenden Thematik auch hervorragende Ergebnisse
erbringen wird.

In diesem Sinne wiinsche ich den Veranstaltern dieses Symposiums und allen Teilnehm-
ern den besten Erfolg.

MR Dr. Michel HAaAs

Bundesministerium fiir Gesundheit

Sektion II — Recht und Gesundheitlicher Verbraucherschutz
Radetzkystrae2

A-1030 Wien

Osterreich
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Einleitung — Zur Entwicklung der Tierzucht

Gottfried BREM ML, kKMOAW (Wien, Osterreich)

Viribus unitis — mit vereinten Kriften wollen wir uns in den néchsten drei Tagen wieder einmal
bei einem gemeinsamen Symposium der Leopoldina und der Osterreichischen Akademie der
Wissenschaften einem neuen Thema zuwenden. Was mich besonders freut ist, dass sich dieses
Symposium erstmals in der Reihe mit tierziichterischen Themen im engsten Sinn befasst.

In den nichsten Tagen werden wir uns gewissermafen im Fokus moderner und innovativer
Tierziichtungsforschung bewegen. Innovationen entstehen aus Erkenntnissen und Methoden
der Grundlagenforschung, die in der angewandten Forschung zielgerichtet weiterentwickelt
und fiir die Praxis vorbereitet werden. Zu allen drei Bereichen werden Sie in den nichsten
Tagen Neues und auch Uberraschendes horen.

Ein Blick ins Programm zeigt, dass dieses Symposium auch eine Leistungsschau der
deutschsprachigen Tierzuchtwissenschaften ist. Fast alle einschldgigen Institute an agrar-
wissenschaftlichen und veterindrmedizinischen Universitdten sind mit ihren zentralen Ar-
beitsbereichen vertreten. Diese drei Tage und Abende sollen auch Moglichkeiten bieten,
in bi- und multilateralen Gespriachen, Neues zu diskutieren und das dann vielleicht auch
gemeinsam zu bearbeiten.

Noch einige Bemerkungen zur Wahl des Titels unseres Symposiums, insbesondere
zum ersten Teil des Titels, der ja nun zwar nicht wirklich irritierend, aber doch vielleicht
Aufmerksamkeit erregend ist. Wir kennen alle das Adjektiv ,,gldsern — von dem es nebenbei
bemerkt keine Steigerung gibt — in seiner Bedeutung ,,aus Glas bestehend oder gefertigt”. Im
direkten tibertragenen Sinn meint gldsern auch noch ,,so beschaffen wie Glas* oder ,,dhnlich
wie Glas* und impliziert damit auch Eigenschaften wie durchsichtig oder zerbrechlich.

Dass all dies hier nicht gemeint ist, bedarf keiner Erldauterung. Der Titel ,,.Das Glédserne
Tier* 16st hingegen eine eindeutige Assoziation zum dhnlichen und sehr viel geldufigeren Be-
griff des ,,Glidsernen Menschen* aus. Gemeint ist die Analogie zu dem — in frither ungeahntem
Umfang — tiberwachten und iiberwachbaren Menschen. Das Adjektiv glédsern ist (in Internet-
Zeiten) mit fast allen Mensch-Subjektiven kombiniert worden, ob nun der ,,gldserne Biirger,
Wihler, Konsument, Politiker, Unternehmer, Patient, und was weif3 ich nicht noch alles.

Ubrigens, 71% der Bevolkerung nutzen das Internet. Interessant erscheint, dass pro-
gressive Internet-Nutzer offenbar nicht die geringste Scheu haben, glisern zu werden. Sie
stellen als ungehemmte Selbstdarsteller alles ins Netz, je privater und intimer, umso lieber,
schlimmer geht’s nimmer — wohl auch nicht diimmer. Emporung flammt nédmlich auf, wenn
dann trennungs- oder scheidungswillige Partner, Personalbiiros, Aufnahmeeinrichtungen,
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Finanzbehorden und Strafverfolgung, Medienvertreter oder wer auch immer sich dieser In-
formationsquelle bedienen. Sobald das ruchbar wird, passiert etwas geradezu grotesk Schizo-
phrenes. Es wird nach dem Staat gerufen, er moge das unterbinden. Ausgerechnet Vater Staat,
der sonst als Uberwachungsstaat apostrophierte, soll die Privatsphire jetzt schiitzen — im
Internet? Was soll er denn wie unterbinden? Den personlichen Internet-Exhibitionismus oder
die allumfassende menschliche Neugier?

Die aus der Datenschutzdiskussion stammende Metapher des gldasernen Menschen wird
auch benutzt, um die zunehmenden Moglichkeiten der DNA-Analytik beim Menschen vor
Augen zu fiihren, die ungeahnten Aufschluss iiber korperliche und geistige Eigenschaften
geben konnen. Das fiihrt und muss zu Recht zu intensiven Diskussionen fiihren, denn hier
geht es um individuelle Daten, um personliche Unversehrtheit, und um Selbstbestimmung.

Hier hat es die Tierzucht eindeutig einfacher, und das sollte durch die Titelwahl auch zum
Ausdruck kommen. Tierzucht will Tiere so gldsern wie irgend moglich, und sie darf das auch
wollen. Der Begriff ,,gldsernes Tier* ist — noch — nicht negativ besetzt.

Ein im Sinne des Wortes gldserner Mensch als Menschenmodell aus Kunststoff wurde
1930, dem Jahr der Eroffnung des Deutschen Hygiene-Museums in Dresden, prisentiert.
Um prizise zu sein, es handelte sich um eine ,,Glidserne Frau®, erst spiter kamen auch der
,»Glidserne Mann* und dann auch die ,,Gldserne Kuh* in die Ausstellung. Als kleine Randnotiz
sei erwihnt, dass der DDR-Ministerrat 1956 bei den Dresdner Spezialisten eine gldserne Kuh
orderte, die 1959 zur Sensation auf der Landwirtschaftsausstellung in Neu-Delhi wurde, was
wegen der dortigen ,,Kuh-Heiligkeit* nicht wirklich iiberrascht.

Im Fachbereich Veterindrmedizin Berlin konnen Sie sich am Standort Dahlem iibrigens
detailliert iiber Entstehung, Formen und Folgen von BSE (Bovine spongiforme Enzephalopa-
thie) informieren. Farbig beleuchtete Rohren zeigen im Inneren einer ,,Gldsernen Kuh* die
Krankheitsherde an und zeichnen den -verlauf nach. Sie bietet eindrucksvolle Einsichten in
den ansonsten zwar erkennbaren, aber nicht sichtbaren Wahnsinn.

Von der BSE-Krise ist es nicht weit zur glisernen Kuh des Arbeitskreises Stadt-Land-
Okologie. Hier ist ,,glisern die Metapher fiir offene Information iiber Herkunft und Schicksal
des Lebensmittels Rindfleisch. Riickverfolgbarkeit und Herkunftssicherung sind nun zugege-
benermalflen ein Steckenpferd von mir. Die Idee war, den Konsumentenschutz einzuspannen,
um mit diesem Vehikel eine populationsweite Beprobung unserer Nutztierbestinde, die dann
auch fiir ziichterische Zwecke verfiigbar wire, zu realisieren. Schon vor iiber zehn Jahren ist
es uns gelungen, die technischen Probleme der zuverlissigen und qualifizierten Ohrstanzpro-
ben-Gewinnung beim Einziehen der Ohrmarken zu 16sen und fiir die Extraktion der Proben
sowie die Isolation der DNA effiziente und sehr kostengiinstige Hochdurchsatzverfahren zu
etablieren. Das erinnert mich an den Ausspruch: ,,Das ist keine neue Technologie — das habe
ich selber erfunden!*

Vollig misslungen ist die politische Umsetzung dieses Vorhabens. So sammelt man seine
Erfahrungen und wird doch nicht wirklich gescheiter, wenn man scheitert. Apropos gescheit:
Das ist ja der alte Jammer, dass sich die Dummen so unglaublich sicher und die Gescheiten
so anhaltend voller Zweifel sind.

Einen Aspekt, den der pharmakogenomischen Nutzung solcher DNA-Proben, will ich hier
selbst kurz ansprechen, weil wir dazu — mangels fortgeschrittener tiermedizinischer und tier-
ziichterischer Forschung — keinen Vortrag haben werden.

Arzneimittelwirkungen schwanken — wie man weif3 — in Abhingigkeit von der genetisch-
en Konstellation des individuellen Patienten von unwirksam bzw. nutzlos tiber die gewiinsch-
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te ideale therapeutische Wirkung bis hin zum Auftreten von hoch gefihrlichen Neben-
wirkungen. HIPPOKRATES hatte noch formuliert: ,,Was Krankheiten betrifft, so hat man zwei
Moglichkeiten: zu heilen oder wenigstens nicht zu schaden.* Heute gibt es ernstzunehmende
Schitzungen, wonach allein in Deutschland jahrlich etwa 17 000 Menschen an Nebenwirkun-
gen von Arzneimitteln sterben. Verantwortlich dafiir gemacht wird der Genotyp des Patien-
ten, der den Abbau von Medikamenten beschleunigt, verlangsamt oder verhindert. Und dafiir
wieder ursichlich sind Mutationen oder Polymorphismen in den Genen der das Medikament
verstoffwechselnden Enzyme.

Mit Hilfe der Pharmakogenomik wird also eine ,,individualisierte Medizin* angestrebt, bei der
ein Patient das fiir sein Genmaterial maf3geschneiderte Medikament in der vorhergesagt wirksa-
men Dosierung erhilt. Im Februar 2010 wurde vom deutschen Bundesministerium fiir Forschung
der Miinchner Cluster ,,M#* Personalisierte Medizin — Eine neue Dimension der Medikamenten-
entwicklung* fiir die ndchsten drei Jahre mit 40 Millionen Euro Fordermitteln ausgestattet.

In der Humanmedizin gibt es bereits konkrete praktische Anwendungen. Bei Brustkrebs
erfolgt z. B. die Applikation des Antikodrpers Herceptin erst nach einer spezifischen Genotypi-
sierung der Patientinnen, weil etwa 50 % auf diesen Antikorper nicht ansprechen. Dadurch
wird die Belastung der Patientin mit einem nutzlosen Therapeutikum vermieden, die weit
iiber 10000 Euro betragenden Kosten eingespart und wertvolle Zeit fiir die Anwendung alter-
nativer Behandlungen gewonnen.

Ein Beispiel aus der Kleintiermedizin ist die auf einem Defekt des MDR1-Gens beruhen-
de, bei manchen Hunderassen beobachtete Empfindlichkeit gegen Ivermectin®. In der Nutz-
tiermedizinischen Praxis kann ich bislang noch kein Beispiel nennen. Aber selbst wenn, wire
die Umsetzung vor Ort extrem aufwindig und wiirde viel zu viel Zeit in Anspruch nehmen.
Das miisste aber nicht so bleiben.

Begleiten Sie mich bei einem Blick in die Zukunft. Unterstellen wir, dass die veterinér-
medizinische Pharmakogenetik herausgefunden haben wird, welche Genotypen wie auf Me-
dikamente reagieren. Die Bereitstellung solcher Informationen kdnnte in Zukunft dann sogar
als Zulassungsvoraussetzung fiir neue Medikamente vorgeschrieben worden sein.

Bei vorliegenden populationsumfassenden DNA-Proben wire eine entsprechende Typisie-
rung moglich. Sie werden in mehreren Beitrdgen horen, dass das notige SNP-Typisierungs-
potenzial bereits heute zur Verfiigung steht, und in zwanzig Jahren wird das auch keine nen-
nenswerten Kosten mehr verursachen. Codiert tiber die HIT-Identifikationsnummer der Tiere,
werden die pharmakogenetischen Daten aus dem SNP-Screening fiir alle in Frage kommenden
Medikamente und Tiere in der Datenbank abgelegt. Auch die elektronische Datenverfiigbarkeit
vor Ort, also im Stall, ist im Prinzip tiber ein entsprechend ausgestattetes Handy heute schon
kein Problem mehr.

Im Jahr 2030 konnte ein kurativer Besuch in der Nutztierpraxis etwa so ablaufen:

— die Kollegin/der Kollege im Stall scannt iiber den Barcode auf der Ohrmarke oder den
elektronischen Chip die Identitit des Tieres,

— stellt eine Diagnose,

— entscheidet sich fiir ein therapeutisches Medikament,

— kontaktiert per Handy die entsprechende Datenbank und

— erhdlt innerhalb von Sekunden die dort vorgehaltene Information iiber die genetische
Vertriglichkeit und Informationen dariiber, ob und in welcher Dosierung das gewihlte
Medikament fiir den Patienten geeignet ist oder nicht bzw. welche Genotyp-gestiitzte me-
dikamentelle Alternative es gibt.
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Letztendlich wird bei dieser Entwicklung der konventionelle Beipackzettel ersetzt durch
einen individuellen, elektronisch verfiigbaren Beipackzettel, fiir jeden potenziellen Patienten!

Damit liefen sich arzneimittelbedingte Todesfille und Nebenwirkungen vermeiden, un-
wirksame Arzneimittel gezielt einsparen und durch die optimierte Behandlung Heilungsaus-
sichten verbessern und Arzneimittelriickstinde reduzieren.

Im Gegensatz zur Humanmedizin, wo Datenschutzfragen und eine Fiille von ethischen
und rechtlichen Problemen beim Umgang mit belastenden genetischen Informationen gelost
werden miissen, haben wir es in der Tiermedizin auch bei dieser Nutzung des ,,gldsernen
Tieres™ viel leichter, weil weniger Problem beladen.

Dass noch Probleme kommen konnten, kann man nie ausschlieBen. Ich denke an den
seinerzeit, wihrend der iliberbordenden Gentechnikdiskussion von Kollegen WINNACKER
geprigten Begriff der ,,Tomaten-Seelsorge. Der Eindruck dridngt sich auf, dass die Ab-
nahme der Inanspruchnahme christlicher Seelsorge einhergeht mit zunehmender Verirrung
in abwegige Bereiche. Noch regt sich aber niemand ernsthaft dariiber auf, wir wiirden die
individuellen Personlichkeitsrechte von Tieren verletzen, wenn wir uns deren genetische
Konstellationen anschauen. Uber die Konsequenzen tierziichterischen Handelns wird ja
ohnehin viel lamentiert.

Die Tierzucht ist mit den neuen Techniken quasi auf den Punkt gekommen, genauer ge-
sagt, auf Punktewolken, wenn man sich die Datenmenge bei der SNP-Genotypisierung verge-
genwirtigt. Die erwartete Entwicklung auf der Kostenseite ist erfreulicherweise eingetreten.
Bei der derzeit tiblichen Verwendung eines S0K-Chips kostet die Typisierung pro SNP gerade
noch mal 0,003 €. Sollen aber in der Anwendung fiir Abstammungssicherung oder Iden-
titdtsiiberpriifungen lediglich 40 SNPs untersucht werden, liegt der Betrag pro SNP noch
beim etwa 600-Fachen. Aber auch hier werden wir in den néchsten Jahren durch technolo-
gische Neuentwicklungen weitere Kostensenkungen haben.

Die Tierzucht unterliegt, wie jede aktive Wissenschaft, einem starken Wandel. Stillstand
ist nicht Bewahren, sondern Riickschritt. Tierziichter miissen in Generationen denken, wenn
sie Erfolg haben wollen. Das Symposium wird deutlich machen, was heutzutage und in naher
Zukunft in der Tierzucht moglich ist, und mit der Pharmakogenomik habe ich gerade einen
Bogen in die Zukunft der Tiermedizin gespannt.

So wie es aussieht, bin ich mittlerweile einer der dltesten anwesenden universitiaren Tier-
ziichter. Ein gewisses Alter verfiihrt auch Nicht-Historiker dazu, in die Vergangenheit zu
blicken — also zuriick zu unseren Anfiangen. Vor etwa 700000 Jahren tritt der Mensch in Mit-
teleuropa auf, erste nachgewiesene Siedlungen stammen aus der Zeit vor ca. 300000 Jahren.
Vor etwa 36000 Jahren treffen wir in Europa auf den Homo sapiens, der durch Verbesserung
der Jagd die Hilfte aller Grosduger vernichtet respektive verzehrt hat.

Zigtausende von Jahren hatten Mensch und Tier — gepridgt vom gegenseitigen Existenz-
kampf — in einer Welt unausgeschopfter Reserven gelebt. Aber fiir den Homo sapiens lieferte
die Natur nicht mehr ausreichend nach, was der Mensch entnahm. Ein Problem das uns heute
wieder geldufig ist.

Was aber war die Alternative des prihistorischen Menschen? Entweder hungern bzw. ver-
hungern oder sich etwas einfallen lassen. Homo sapiens war durch sein leistungsfahigeres
Gehirn und intellektuelle Weiterentwicklung dazu auch in der Lage.

Der Wandel von der aneignenden Lebensweise der Sammler und Jager zur erzeugenden
Wirtschaftsweise von Bauern und Hirten ging einher mit gesellschaftlichen Veridnderungen
sowie mit verdnderten Ritualen und Vorstellungen. Eine Hypothese geht noch weiter, indem
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sie religiose Kulte und die Errichtung von Tempelanlagen, die iiber 11000 Jahre zuriick-
reichen, als wesentlichen Grund fiir das Aufkommen der Sesshaftigkeit im Neolithikum sieht.

Das Aufkommen produzierender Wirtschaftsweisen in der Jungsteinzeit wird gerne als
Neolithische Revolution bezeichnet. Der Terminus Evolution wire angemessener, denn fiir
die wichtigsten Erfindungen wie Sesshaftigkeit, Keramik und die Tier- und Pflanzenzucht
waren tiber 5000 Jahre nétig.

Die Domestikation war der erste und wichtigste Umbruch in der Geschichte der Men-
schheit, natiirlich nicht die einzige, aber die bis dahin wohl wichtigste kulturelle Leistung des
Menschen. Ohne Kulturpflanzen und Haustiere und die dadurch erméglichte Befreiung von
den Zwingen der Nahrungsbeschaffung aus der Wildnis wiirde es nichts geben: keine Stédte,
keine Hochkulturen, keine Zivilisationen, keine Welt, wie wir sie heute kennen. Sicher ist,
keine Industriegesellschaft kann ohne gute Landwirtschaft funktionieren. Das wird oft ver-
gessen oder verdringt, aber die globale Erndhrungssituation macht nachdriicklich deutlich,
wie wichtig die Landwirtschaft auch heute fiir die Menschheit ist.

Wie aber kam es zu dieser fiir die Entwicklung der Menschheit so entscheidenden Do-
mestikation? ,,Nix gwis woal} ma ned* — wie wir Bayern in unserer typischen doppelten Ver-
neinung gerne sagen. Wir konnen nur erahnen, was sich vor zehntausend Jahren abgespielt
hat, wie die Idee entstand, zum Ausgleich des allmihlichen Zusammenbruchs der Wildtier-
bestinde und des Riickgangs der natiirlichen Ressourcen mit der Domestikation eine aktive
Gegenstrategie zu entwickeln und umzusetzen. Die Erfindung des Ackerbaus war offenbar
kein singuldres Ereignis. Unabhéngig voneinander entstand er erwiesenermallen weltweit
dreimal: im Fruchtbaren Halbmond des Nahen Ostens, in Siidchina und in Mittelamerika. Als
eine wesentliche Ursache fiir den Beginn des Ackerbaus und der Vorratshaltung im Vorderen
Orient wird auch der Klimawandel zu Beginn der Warmzeit angesehen.

Meine Spekulation ist, dass die entscheidenden Schritte fiir die Domestikation von Tieren als
Nahrungslieferanten vor allem Frauen getan haben. Die Frauen safen zu Hause mit einer Schar
hungriger Kinder und waren sauer. Sauer, weil es zu wenig zu essen gab, und sauer, weil die
Minner dauernd unterwegs waren. Die von den Frauen praktizierte Sammelei von Wildpflanzen
und Kleingetier brachte auch zu wenig ein, weil die Umgebung des Lagers im wahrsten Sinne
des Wortes bald abgegrast war. Durch die anhaltende Prisenz der Frauen an einem fixen Ort
kam es wohl auch zur Beschiftigung mit geschwichten, hilflosen oder jungen Tieren. Erleichtert
wurde diese Anndherung dadurch, dass Frauen keinen so ausgeprigten Drang hatten, diese Tiere
unmittelbar zu tdten. Primére Instinkte von Frauen sind auf Fiirsorge und Zuwendung gerichtet.
Schauen Sie sich an, wie Frauen auf neugeborenes oder schutzbediirftiges Leben reagieren. Na-
tiirlich haben auch wir Ménner unseren Jagdinstinkt mittlerweile weitestgehend zuriickgedréingt.

Irgendwann wurden dann die von den Frauen in ihre Obhut aufgenommenen Tiere bzw.
deren Nachkommen zur Nahrungsgewinnung herangezogen. Die Idee war geboren! Auch
Domestikation war kein singuléres Ereignis, sie war sozusagen ein Ergebnis ihrer Zeit. Schon
die Domestikation lehrt uns, dass Ideen mitunter wesentlicher als Wissen sind. Aus Ideen
wird mittels Forschung Realitit. Dabei entstehen systemimmanent auch Fehler, aber wer kei-
ne Fehler macht, hat nicht genug neue Dinge ausprobiert.

Etwa 7000 v. Chr. finden sich in Zentraleuropa Anzeichen fiir einen beginnenden Acker-
bau. Mittels y-chromosomaler Marker fand man, dass etwa 20 % der neolithischen Einwan-
derer aus dem Nahen Osten nach Mitteleuropa immigriert sind. Sie brachten Ackerbau und
Viehhaltung zu uns. Bauern mit den Nutztierarten Rind, Schwein, Schaf und Ziege, die Korn
anbauten, traten an die Stelle der mesolithischen Jager, Sammler und Fischer.
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Die Paldoanthropologie belegt, dass die Bevolkerung nach der Einfithrung des Acker-
baus stark anwuchs; ihre ausreichende Versorgung wére durch Jagen und Sammeln nicht
moglich gewesen.

Die Schattenseiten sollen nicht unerwihnt bleiben. Innerhalb grolerer Populationen ver-
mehrten sich Erreger, wie z. B. Rinderpest, und sie verschwanden nicht so schnell wieder
wie bei frei lebenden Tieren. Nachweislich erkrankten wesentlich mehr Menschen als vorher,
vor allem an Infektionen. Viele diirften durch hiaufigen und engen Kontakt mit Vieh nach
der Einfiihrung der Viehzucht entstanden sein. Zoonosen, die heute immer noch einer der
gefihrlichsten Aspekte der Nutztierhaltung sind, haben demnach bereits in prahistorischer
Zeit eine Rolle gespielt.

Das Sesshaftwerden hatte auch zur Folge, dass Konflikten nicht mehr ausgewichen wer-
den konnte. Die Bevorratung von Nahrung, Saatgut und Viehherden war eine Art frither Ka-
pitalbildung, die den Raub attraktiv machte. Der Krieg wurde erfunden. An die Stelle der
Scharmiitzel zwischen Jagergruppen traten Kriege zwischen Siedlungsgesellschaften und
marodierenden Banden. Raubziige wiederum erzwangen Vorkehrungsmafnahmen, wie bei-
spielsweise die Stadtmauer von Jericho zeigt.

Mit der Domestikation der Haustiere begann auch der Streit zwischen Hirten und Acker-
bauern. In Genesis (4,8) heifit es: ,,Und es geschah nach einiger Zeit, da brachte Kain von
den Friichten des Ackerbodens dem HERRN eine Opfergabe. Und Abel auch, er brachte
von den Erstlingen seiner Herde und von ihrem Fett. Und der HERR blickte auf Abel und
auf seine Opfergabe; aber auf Kain und auf seine Opfergabe blickte er nicht. [...] Da wurde
Kain zornig, erhob sich gegen seinen Bruder Abel und erschlug ihn.” Der Ackerbauer Kain
erschlug also aus Neid seinen Schafe ziichtenden Bruder. Manchmal dringt sich der Ein-
druck auf, in den heutigen Streitereien zwischen Vegetariern und ,,Fleischessern® wiirden
diese Auseinandersetzungen munter fortleben — Gott sei Dank nicht mit alttestamentari-
schem Ausgang.

Schon bei der Domestikation wurde intuitiv selektiert. Uber viele Generationen kam es zu
genetisch fixierten Verdnderungen des Verhaltens und anderer Merkmale unserer Haustiere.
Die vom Menschen kontrollierte Paarung fiihrte zur Vermehrung der von ihm gewiinschten
Phinotypen und damit indirekt zur Fixierung entsprechender Genotypen. Die Verdnderungen
des Genpools unserer Nutztiere durch die Domestikation waren weit umfassender und gravie-
render als alle ziichterischen Mafinahmen, einschlie3lich gentechnischer Verfahren, die wir
seit zweihundert Jahren nutzen.

Insgesamt wurden nur etwa 50 Tierarten domestiziert, aus denen mehr als 5000 Rassen
geziichtet worden sind. Die meisten von ihnen sind in ihrem Bestand gefihrdet, viele sind
schon ausgestorben oder ihr Verlust steht bevor. Deshalb wird viel iiber die Biodiversitit bei
landwirtschaftlichen Nutztieren und deren Erhaltung diskutiert. Neue Methoden zur Quanti-
fizierung genetischer Variation erlauben eine gezieltere Auswahl.

Der Domestikation folgte die tradierte Zucht. Wissenschaftliche Fundamente gibt es seit
250 Jahren. Am Beginn stand Robert BAKEWELL (1725-1795) mit Ahnenbewertung und
Inzuchtpaarungen. Der entscheidende grofe Durchbruch kam mit den von Gregor MEN-
DEL (1822-1884) vor rund 150 Jahren formulierten GesetzmiBigkeiten der qualitativen
Vererbung. In den 1920er Jahren folgten mit der Populationsgenetik die Grundlagen fiir die
Nutzung der quantitativen Vererbung. Mit kiinstlicher Besamung und Embryotransfer kamen
Reproduktionstechniken als Hilfsmittel der Ziichtung dazu, in den letzten 25 Jahren wurden
Gentransfer und Klonierung und jetzt die genomische Selektion entwickelt.

24 Nova Acta Leopoldina NF 773, Nr. 388, 19-26 (2012)



Einleitung — Zur Entwicklung der Tierzucht

Der Tierziichter braucht genetische Vielfalt, der Tierproduzent schétzt Uniformitét. Zucht ist
ohne Vielfalt nicht moglich, Produktion wird durch Vielfalt erschwert. Dieses Spannungsfeld
zwischen Vielfalt und Uniformitét wurde bei Schweinen und Hithnern durch die Entwicklung
und Etablierung von Hybridzuchtprogrammen auf einen hohen Standard gebracht.

Aber auch die Mikroelektronik sei an dieser Stelle erwéhnt. Sie ermdglicht nicht zuletzt
eine Anpassung der Tierhaltung an den Lebensrhythmus der Nutztiere an Stelle der An-
passung der Tiere an den Arbeitsrhythmus des Menschen. Von enormer Bedeutung fiir die
moderne Tierzucht ist die elektronische Datenverarbeitung. Schon bei der Optimierung der
Zuchtwertschdtzung waren moderne Computerprogramme von entscheidender Bedeutung
fiir eine anerkannt hohe Aussagekraft der Zuchtwerte. Jetzt, mit den schier unfassbar groflen
Datenmengen, die uns Genom- und Genanalysen in immer grofler werdendem Umfang lie-
fern, werden Computerkapazititen und Verarbeitungsprogramme zum limitierenden Faktor.

In der Genetik erleben wir iiberaus spannende Zeiten. Zunehmend zeigt sich, dass zwi-
schen Genotyp und Umwelt noch eine weitere Komponente liegt. Sie gehort zum Genom,
weil sie letztendlich an der DNA fixiert ist, und sie stammt aus der Umwelt, von der sie
geprigt wird. Man spricht von Epi-Genetik, einer Uber-Genetik, und meint damit einen wei-
teren Mechanismus vererbbarer Verdnderungen der Genexpression. Sie werden nicht iiber
Sequenzinderungen der Basen kodiert, sondern auf Chromatinebene nach einem eigenen epi-
genetischen Code kontrolliert. Die Sensation ist, dass dieser Code offenbar vererbt wird. Wie
sich epigenetische Vererbung auf Selektion und Evolution auswirkt bzw. ausgewirkt hat, weif3
noch niemand wirklich zu erkldren. Wieder einmal ist ein Dogma, das der AusschlieBlichkeit
genetischer Vererbung, ins Wanken geraten.

Die neuen Forschungen zur epigenetischen Formung von DNA und Genen iiber Ge-
nerationen hinweg lassen alte Fragen zur Vererbung von erworbenen Eigenschaften wieder
frohliche Urstiand feiern, und der Lamarckismus erscheint wie ein Menetekel an der Wand.
Ich mochte in diesem Zusammenhang in Erinnerung rufen, dass in der Sowjetunion bis in
die 1960er Jahre aus ideologischen Griinden keine Mendel-Genetik gelehrt werden durfte.
Wer nun hiamisch gen Osten blickt, sei daran erinnert, dass in mehreren US-amerikanischen
Bundesstaaten bis heute keine Evolution gelehrt werden darf.

Der altgriechische Ausdruck Symposion, heute in der latinisierten Form als Symposium
bezeichnet, steht sinngemif} seit dem 6. Jahrhundert v. Chr. fiir ,,gemeinsames, geselliges
Trinken*, bei dem Reden zu bestimmten Themen gehalten wurden. Die Ubersetzung als
Gastmahl fiihrte dazu, im Symposion félschlich nur ein ausgelassenes Trink- und Essgelage
zu sehen. Fiir die Griechen der Antike stand aber die ritualisierte Geselligkeit im Mittelpunkt.

Wir haben das offizielle Reden und das ritualisierte Trinken tageszeitlich getrennt. Heute
Abend fiihren wir Sie zu Speis und Trank quasi in den Himmel, genauer gesagt ins Café-Restau-
rant ,,Oktogon am Himmel* in der Himmelstrale. Damit dies niemand zu Kopfe steigt, geht’s
am Donnerstagabend zwar nicht in die Holle, aber doch in Wiens Untergrund. Im Esterhazy-
Keller befinden sie sich in historischen Geméauern, wo sich seinerzeit schon die Verteidiger
Wiens bei freiem Wein gegen die Tiirken Kraft und Mut angetrunken haben. Man wird Thnen
am Donnerstagabend Griinen Veltliner, Blaufrinkischen und typische Heurigenspeisen kreden-
zen. Dort herrscht iibrigens Liberalitas Viennensis, d. h., es wird auch Bier ausgeschenkt. Ich
wiinsche uns vom Genuss angeregte und die fachliche Disputatio anregende Gespriche.

Es ist mir eine ehrenvolle Pflicht, mich bei Herrn HERZOG vom Bundesministerium fiir
Gesundheit, Familie und Jugend sehr herzlich dafiir zu bedanken, dass uns aus seinem Hause
finanziell wohlwollende Unterstiitzung gewihrt wird. Ich danke der Leopoldina und der Os-
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terreichischen Akademie der Wissenschaften fiir ihre Zustimmung zur Durchfiihrung dieses
Symposiums und bedanke mich bei allen, die uns bei der Vorbereitung und Durchfiihrung
tatkriftig unterstiitzt haben. Das gilt an erster Stelle fiir Herrn Christian GRUBER und seine
Mitstreiterinnen und Mitstreitern.

Unserer Universitit, ihrer Leitung und dem Personal danke ich fiir die Bereitstellung der
Réumlichkeiten und die Hilfe bei der technischen Durchfiihrung. Ihnen allen danke ich, dass
Sie gekommen sind und unserer Thematik die Ehre Threr Aufmerksamkeit schenken.

Wir wollen die Vortrige und Poster in einem Tagungsband, den die Leopoldina und die
Osterreichische Akademie der Wissenschaften herausgeben werden, zusammentragen. An
dieser Stelle geht mein Dank nochmals an die Referenten fiir die Manuskripte, die wir, soweit
sie nicht schon vorliegen, bald zu erhalten hoffen.

Bei PRATORIUS heiflt es schon 1669: ,sie finden sich als briider ein bey wein und bier
[...] Gldserne Briiderschaft bricht so leicht als das glas selbst.” So hoffen wir, dass alles heil
bleibt, Glaser und Freundschaften und mogen Himmel und Keller zur Weiterentwicklung der
Freundschaften beitragen.

Nun aber frisch ans Werk. Vielen Dank fiir Thre Aufmerksamkeit.

Prof. Dr. Gottfried BREM
Veterindrmedizinische Universitidt Wien
Institut fiir Tierzucht und Genetik
Veterinirplatz 1

A1210 Wien

Osterreich

Tel.: 4431250775600

Fax:  +43 1250775692

E-Mail: gottfried.brem@vu-wien.ac.at
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I. Genomanalysen bei Haustieren
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Methodik der Analyse und Kartierung
von Haustiergenomen

Tosso LEEB ML (Bern, Schweiz)
Mit 1 Abbildung und 2 Tabellen

Zusammenfassung

Die Genomanalyse bei Haustieren hat in den letzten zehn Jahren bahnbrechende Fortschritte gemacht, die noch vor 20
Jahren kaum vorstellbar waren. Im Jahre 1999 wurde die erste Fassung der menschlichen Genomsequenz verdffentlicht,
welche mehrere hundert Millionen Euro Forschungsgelder kostete. Die technologischen Entwicklungen wihrend der
Sequenzierung des menschlichen Genoms kamen anschlieend den Haustieren zu Gute: Aufbauend auf der Perfektionie-
rung der klassischen Sanger-Sequenzierungstechnik wurden seit 2003 die Genome von Honigbiene, Hund, Huhn, Rind,
Pferd und Schwein entschliisselt, wobei die Kosten fiir die Sequenzierung eines Sdugergenoms mit dieser Technologie
auf etwa 20 Millionen Euro fielen. Seit dem Jahr 2007 wurden mehrere sogenannte Next-generation-sequencing-Techno-
logien verfiigbar, die eine Effizienzsteigerung der DNA-Sequenzierung um mehr als drei Grolenordnungen gegeniiber
der Sanger-Technik erlauben. Mit diesen Technologien werden in den néchsten Monaten die Genome des Schafs, der
Ziege und der Katze zu prognostizierten Kosten von einigen hunderttausend Euro entschliisselt werden. Bereits heute
werden besonders wertvolle Zuchttiere vollstindig resequenziert. Die neuen Sequenzierungstechnologien stellen uns
aber auch vor grofle Herausforderungen, was die Analyse und Speicherung der riesigen Datenmengen anbelangt.

Gleichzeitig mit der Entschliisselung der Genomsequenzen wurde jeweils auch die innerartliche Variabilitdt der Se-
quenzen zwischen verschiedenen Individuen analysiert. So wurden fiir die sequenzierten Haustiere jeweils weit mehr
als eine Million Einzelbasenaustausche, sogenannte SNPs, identifiziert. Die Entwicklung von hochparallelen Genoty-
pisierungsmethoden erlaubt heute die effiziente Genotypisierung von tausenden bis hunderttausenden dieser SNPs. Die
SNP-Genotypisierung findet schon heute weitreichende Anwendungen von der Identitits- und Abstammungssicherung
iiber die Kartierung von merkmalsassoziierten Genvarianten bis zur genomischen Zuchtwertschitzung.

Abstract

Genome analysis in domestic animals has seen dramatic advances over the last 10 years, which might have seemed
impossible only 20 years ago. In 1999 the first version of the human genome sequence became available at an esti-
mated cost of several hundred million Euro. The technological developments during the human genome project sub-
sequently benefitted research in domestic animals. With the perfection of the Sanger sequencing technology, starting
in 2003 the genomes of honey bee, dog, chicken, cattle, horse, and pig were deciphered. The costs for sequencing
a mammalian genome using Sanger technology dropped to approximately 20 million Euro. Since 2007 several so-
called next generation sequencing technologies became available, which increase the efficiency more than 1000-fold
compared to the conventional Sanger technology. It is anticipated that the genomes of sheep, goat, and cat will be
deciphered using these technologies at projected costs of a few hundred thousand Euros. The complete re-sequencing
of valuable breeding animals has become reality even today. However, the novel sequencing technologies also face
us with new challenges regarding the analysis and storage of huge datasets.

Simultaneously with the genome sequences, the intraspecific variability between individuals was analyzed. For
each of the sequenced domestic animals more than a million single nucleotide polymorphisms (SNPs) were iden-
tified. The development of highly parallel genotyping technologies allows the efficient analysis of thousands to
hundreds of thousands of these SNPs. Today SNP genotyping has far-reaching applications including parentage
verification, mapping of trait associated gene variants, and genomic selection.
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1. Anfinge der Genomanalyse bei Haustieren

Ende der 1980er Jahr fassten einige visionidre Wissenschaftler den Plan, das menschliche Ge-
nom vollstindig zu sequenzieren. Zum damaligen Zeitpunkt waren die technischen Voraus-
setzungen dafiir noch nicht annihernd entwickelt, und das menschliche Genomprojekt wurde
ein Unterfangen, das in seiner Grofle und Komplexitidt mit dem amerikanischen Apollo-
Raumfahrtprogramm der 1960er Jahre oder mit den groen Experimenten der Teilchenphy-
sik mit Tausenden von beteiligten Wissenschaftlern verglichen werden kann. Demgegentiber
standen natiirlich fiir die Erforschung der Haustiergenome von jeher nur relativ bescheidene
Ressourcen zur Verfiigung. Anfang der 1990er Jahre konnten mit Hilfe von zytogenetischen
Techniken, wie z. B. der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, die ersten Gene physisch ein-
zelnen Chromosomen zugeordnet werden. Daraus entstanden die ersten Genkarten von Haus-
tieren, in denen anfanglich nur einige Dutzend Gene verzeichnet waren (ECHARD et al. 1992).
Parallel dazu konnten die ersten genetischen Karten von Haustiergenomen erstellt werden,
auf denen zumeist Mikrosatellitenmarker enthalten waren, deren Beziehungen zu den Genen
anfinglich unbekannt waren (ELLEGREN et al. 1994). Eine wichtige technologische Entwick-
lung stellte die Einfiihrung der sogenannten Radiation-hybrid-Karten dar. Mit dieser Techno-
logie konnten Ende der 1990er Jahre sowohl Gene als auch Mikrosatellitenmarker rasch und
zuverlassig kartiert werden, so dass Karten mit einigen tausend Markern von den wichtigsten
Haustieren entstanden (RAUDSEPP et al. 2008). Wihrend diesen ersten Anfingen der Genom-
analyse wurde sehr schnell klar, dass die Reihenfolge der Gene zwischen nah verwandten
Organismen wie z. B. den Sdugetieren hoch konserviert ist. Es wurde erkannt, dass grofe
Chromosomenabschnitte oder manchmal sogar ganze Chromosomen zwischen verschiede-
nen Sdugern konserviert sind (GOUREAU et al. 1996). Daraus entstand die sogenannte verglei-
chende Genkartierung, bei der anhand einer bekannten Genreihenfolge bei den gut kartierten
Spezies wie z. B. Mensch oder Maus die Position der orthologen Gene bei den Hautieren
extrapoliert wurde. So wurde es zum Beispiel moglich, BAC-Genbanken von Haustieren in
silico zu durchmustern, indem die Randsequenzen der Klone mit dem menschlichen Genom
verglichen wurden (LEEB et al. 2006).

2. Genomsequenzierungen

Die Kettenabbruchmethode zur DNA-Sequenzierung wurde 1977 durch Frederic SANGER
eingefiihrt und beherrschte anschliefend fiir 30 Jahre die Genomanalyse (SANGER et al.
1977). Ein weiterer Meilenstein war 1983 die Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) durch Kary MuLLIs und die breite Einfiihrung thermostabiler DNA-Polymerasen (SA-
IKI et al. 1988). Zusammen mit weiteren wichtigen technologischen Entwicklungen, insbe-
sondere bei der Klonierung von DNA-Fragmenten in Bakterien und Hefen, bildeten diese
Methoden die Grundlage fiir die spiteren Genomsequenzierungsprojekte. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick iiber die historische Entwicklung der Genomsequenzierung anhand einiger wich-
tiger Organismen.

Zur Sequenzierung komplexer Genome wurden zwei komplementére Strategien eingesetzt
(GrEEN 2001). Das offentlich finanzierte humane Genomprojekt wurde mit der sogenannten
,clone by clone*-Strategie durchgefiihrt. Dabei wurde zunéchst eine dulerst detaillierte phy-
sische Karte angefertigt, die es erlaubte, ein minimales Set an iiberlappenden BAC-Klonen

30 Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 29-36 (2012)



Methodik der Analyse und Kartierung von Haustiergenomen

Tab. 1 Meilensteine der Genomsequenzierung

Jahr Spezies Genomgrole  Gene Literatur

1992 Saccharomyces cerevisiae Chr. III 315 kb 182 OLIVER et al. 1992

1995 Haemophilus influenza 1,83 Mb 1800 FLEISCHMANN et al. 1995

1997 Saccharomyces cerevisiae 12 Mb 6000 MEWES et al. 1997

1999 Homo sapiens 3,1 Gb 22000 International Human Genome
Sequencing Consortium 2001

2004 Gallus gallus 1 Gb 23000 International Chicken Genome
Sequencing Consortium 2004

2004 Apis mellifera 2Gb 12000 Honeybee Genome Sequencing
Consortium 2006

2004 Canis familiaris 2,4 Gb 20000 LiNDBLAD-TOH et al. 2005

2006 Bos taurus 2,9 Gb 20000 Bovine Genome Sequencing and
Analysis Consortium 2006

2007 Equus caballus 2,7 Gb 20000 WADE et al. 2009

2009 Sus scrofa 2,3Gb 20000 noch nicht publiziert

[1] Im menschlichen Genom finden sich dhnlich wie in allen anderen Séugergenomen ca. 22000 proteinkodierende
Gene. Dazu kommen noch einmal ca. 10000 RNA-Gene.

mit bekannten Positionen im Genom auszuwéhlen. Anschlieend wurden diese BAC-Klone
jeweils einzeln sequenziert, und erst am Schluss wurde die Genomsequenz aus den Sequen-
zen der einzelnen BAC-Klone zusammengesetzt. Die Sequenzen der einzelnen BAC-Klone
wurden dabei so gewonnen, dass die BAC-Klone in einige Tausend zufillige Plasmidklone
subkloniert wurden (,,shotgun subclones®), deren Inserts jeweils auf beiden Seiten ansequen-
ziert wurden. Die so erzeugten Sequenzen hatten Mitte der 1990er Jahre Leseweiten von ca.
500 bp, und diese steigerten sich in den folgenden Jahren bis auf etwa 900 bp. Die auf diese
Weise erzeugten Sequenzen der Plasmidsubklone wurden am Computer zur Gesamtsequenz
von etwa 150 kb — 200 kb eines BAC-Klons assembliert. Diese Herangehensweise konnte
mit relativ leistungsschwachen Rechnern durchgefiihrt werden, da immer nur einige Tausend
Einzelsequenzen gleichzeitig verglichen werden mussten. Die ,.clone by clone“-Strategie
bietet die Chance, sehr genaue Genomsequenzen mit wenigen Fehlern zu erzeugen. Diese
Strategie ist allerdings auch sehr langwierig und sehr teuer. Im Bereich der Haustiere wurde
sie fiir das Schwein eingesetzt. Die Alternative zur ,,clone by clone“-Strategie ist die soge-
nannte ,,whole genome shotgun“-Strategie (WGS). Bei der WGS-Strategie wird das zu se-
quenzierende Genom direkt in kleine Fragmente subkloniert. Von diesen Subklonen werden
viele Millionen an Einzelsequenzen produziert, die dann in einem Schritt wieder zu einer
Gesamtsequenz assembliert werden. Dieses Verfahren wurde erstmalig von Craig VENTER fiir
das von der Celera Corporation finanzierte humane Genomprojekt eingesetzt (VENTER et al.
2001). Hierbei werden extrem leistungsfihige Rechner benétigt, die die Assemblierung von
Millionen von Einzelsequenzen innerhalb verniinftiger Zeitraume bewiltigen konnen. Eine
WGS-Assemblierung eines komplexen Genoms stellt aber auch aus biologischen Griinden
eine schwierige Aufgabe dar: Einerseits werden beide Allele eines Tieres sequenziert, was
zur Folge hat, dass die Assemblierung im Bereich von Unterschieden zwischen den beiden
Allelen sehr schwierig werden kann. Andererseits bestehen Sdugergenome zu etwa 50 % aus
repetitiver DNA. Im menschlichen Genom befinden sich z. B. ca. 50000 Kopien der soge-
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nannten LINE-Sequenz, die etwa 6500 bp lang ist. Wenn man bedenkt, dass eine durch-
schnittliche Einzelsequenz maximal 900 bp lang ist, wird schnell klar, dass es unmoglich ist,
eine Einzelsequenz, die innerhalb einer LINE-Sequenz liegt, eindeutig der richtigen Position
in der Genomsequenz zuzuordnen. Dieses Problem wird dadurch gelost, dass bei einer WGS-
Assemblierung zusitzlich die sogenannte ,,read-pair*“-Information ausgenutzt wird (Abb. 1).
In der WGS-Sequenzierung mit der Sanger-Technologie werden immer Klone verwendet,
deren Insert von beiden Seiten ansequenziert wird, was in zwei Einzelsequenzen oder einem
sogenannten ,,read-pair* resultiert. Wenn man nun Klone mit genau definierten Insertgroflen
verwendet, so geniigt es, wenn eine der beiden Einzelsequenzen eindeutig lokalisiert werden
kann. Die andere Sequenz kann dann aufgrund der bekannten Insertgrofe des sequenzierten
Klons auch dann angeordnet werden, wenn sie vollstindig in einem repetitiven Bereich liegt.
Dennoch ist bei der WGS-Assemblierung die Gefahr von Assemblierungsfehlern, insbeson-
dere im Bereich von segmentalen Duplikationen, grofler als bei der ,,clone by clone*-Strate-
gie. Dafiir ist die WGS-Strategie wesentlich schneller und kostengiinstiger als die ,,clone by
clone*“-Strategie. Die Genome von Hund und Pferd wurden mit einer reinen WGS-Strategie
sequenziert, wobei die Produktion der ca. 30 Millionen Einzelsequenzen jeweils etwa 6 Mo-
nate und dann die erste Assemblierung noch einmal jeweils 2 Monate dauerten. Abbildung
1 verdeutlicht die Strategie, die zur Sequenzierung des Pferdegenoms eingesetzt wurde. Fiir
die De-novo-Sequenzierung von Sdugetieren werden bevorzugt weibliche Tiere ausgewdhlt,
um das X-Chromosom in der gleichen Abdeckung wie die Autosomen zu erhalten. Weiterhin
werden bevorzugt ingeziichtete Tiere ausgewéhlt, um die Unterschiede zwischen den beiden
Allelen zu minimieren. Extrem hochrepetitive Bereiche wie das Y-Chromosom k&nnen bis
heute nur mit der ,,clone by clone“-Strategie assembliert werden.

A
Read-pair:
st Primerbindungsstelle
” " zoos SrTg——E - Entgegengesetzte Orientierung
S —— - Abstand = InsertgroBe des Plasmidkions
Vektor
B
Plasmid-Genbank (~4 kb) — 22 Mio paired reads
DNAvon shotgun libraries Plasmid-Genbank (~10 kb) ——+ 6 Mio paired reads
ingeziichtetem ——— mijtgenau definierten
weiblichen Tier Insertaréfen Fosmid-Genbank (~40 kb) - 1,5 Mio paired reads

BAC-Genbank (~180 kb) — 0,3 Mio paired reads

Abb. 1 WGS-Sequenzierung mit Sanger-Technologie. (A) Von jedem Subklon werden zwei Einzelsequenzen, das
sogenannte ,,read pair erzeugt. Sofern sich eine der beiden Sequenzen eindeutig assemblieren lésst, kann auch die
zweite Sequenz eindeutig zugeordnet werden, selbst wenn sie vollstindig repetitiv ist. (B) Strategie zur Sequenzie-
rung des Pferdegenoms. Von der partiell ingeziichteten Vollblutstute Twighlight wurden drei verschiedene Genban-
ken mit genau definierten Insertgrofien angelegt. Zusitzlich wurde eine BAC-Genbank von Bravo, einem Halbbruder
von Twighlight, fiir die Sequenzierung verwendet. Durch den Einsatz von Klonen mit sehr unterschiedlichen Insert-
grofen konnte eine Genomsequenz mit sehr langen zusammenhéngenden Stiicken (Contigs) ermittelt werden. Da
die Sequenzierung grofer Klone wie Fosmide oder BAC-Klone technisch sehr anspruchsvoll ist, werden von diesen
Genbanken weniger Klone sequenziert.
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3. Qualitiit von Genomsequenzen

Das menschliche Genom und das Mausgenom liegen heute als sogenannte ,,finished sequen-
ces”, also als nahezu perfekte Genomsequenzen, vor. Alle anderen Sédugetiergenome liegen
nur als sogenannte ,,draft sequences™ oder vorldufige Genomsequenzen vor. Im Laufe ei-
nes Genomprojekts sind die ersten Assemblierungsschritte zunidchst immer vollautomatisch.
Am Ende dieser Phase liegen mehr oder weniger lange zusammenhéngende Sequenzstiicke
(Contigs) mit entsprechenden Liicken vor. Das Schlieen dieser Liicken ist extrem teuer und
aufwindig, weshalb man es bis jetzt nur fiir die Genome von Mensch und Maus durchge-
fiihrt hat. Der enorme Aufwand, der gerade fiir die menschliche Genomsequenz getrieben
wird, spiegelt sich in der Tatsache wider, dass seit Februar 2009 die mittlerweile 37. Versi-
on der immer wieder verbesserten und vervollstindigten humanen Genomsequenz vorliegt.
Eine Grundvoraussetzung fiir eine gute Genomsequenz ist die gleichmifige Abdeckung des
zu sequenzierenden Genoms mit entsprechenden Subklonen. Hierbei muss beachtet wer-
den, dass Sequenzabschnitte mit extrem hohem oder extrem niedrigem GC-Gehalt in den
entsprechenden Genbanken hiufig unterreprésentiert sind. Dies hat bei der Sequenzierung
der Sdugetiergenome dazu gefiihrt, dass insbesondere die CpG-Inseln, die am 5°-Ende von
etwa der Halfte aller Gene liegen, schlecht abgedeckt sind. Gerade bei Sdugetieren, fiir die
nur ,draft sequences® vorliegen, kommt es daher iiberproportional hédufig vor, dass Liicken
in der Genomsequenz gerade im Bereich der ersten Exons von Genen liegen. Selbst in der
qualitativ hervorragenden humanen Genomsequenz gibt es einzelne Gene, die aufgrund von
Sequenzierungsfehlern bis heute noch nicht korrekt annotiert sind. Besonders schwierige Se-
quenzbereiche wie die Zentromere oder die Telomere sind ebenfalls bis heute selbst beim
Menschen nicht vollstindig sequenziert. Bei den Haustieren mit ihren ,,draft sequences® muss
man davon ausgehen, dass etwa 30 %—50 % der Gene nicht korrekt sequenziert bzw. annotiert
sind. Dies fiihrt zu groen Schwierigkeiten bei Experimenten, bei denen diese Informationen
vollautomatisch ausgewertet werden (z. B. in der Systembiologie).

Auf der anderen Seite muss aber natiirlich auch festgehalten werden, dass die derzei-
tig vorhandenen Genomsequenzen der Haustiere trotzdem einen riesigen Fortschritt in der
Wissenschaft ermoglicht haben. Obwohl viele Haustiergene im Rahmen der vollautomati-
schen Genomannotation nicht vollig korrekt identifiziert werden konnten, ist es heute mit
menschlicher Interaktion in der Regel moglich, die Fehler fiir einzelne Gene schnell zu
identifizieren und gegebenenfalls vorhandene Liicken in der Genomsequenz zu schlielen
(DROGEMULLER et al. 2008). Bei der menschlichen Genomsequenz ist heute die Qualitét
so gut, dass es weitaus weniger Sequenzierfehler als natiirlich vorkommende Polymor-
phismen gibt. Es ist leicht einzusehen, dass es die ,,perfekte Genomsequenz™ fiir eine Spe-
zies gar nicht geben kann, weil das Genom stindigen Verdnderungen durch Mutation und
Rekombination unterworfen ist. In Zukunft diirfen wir daher eine rasante Zunahme von
individuellen Genomsequenzen erwarten, die die Unterschiede zwischen den Individuen
(bzw. sogar zwischen den Haplotypen) einer Spezies naturgetreu widerspiegeln. Das ist
insbesondere fiir solche Bereiche des Genoms enorm wichtig, in denen z. B. durch Va-
riation der Kopienzahl eines Sequenzabschnitts tatsidchlich die Genausstattung zwischen
verschiedenen Individuen schwankt (ALKAN et al. 2009).
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4. Erkenntnisse aus den Genomsequenzen der Haustiere

Die Entschliisselung einiger Haustiergenome hat uns einen sehr guten Uberblick iiber die Gen-
ausstattung unserer Haustiere gebracht. Daraus wurde schnell klar, dass alle Saugetiere im
Wesentlichen die gleiche Genausstattung mit ca. 20000 proteinkodierenden Genen besitzen.
Unterschiede in der Genausstattung betreffen vor allem grole Genfamilien, wie z. B. die Gene
fiir Geruchsrezeptoren oder fiir die Cytochrom-P450-Enzyme, die fiir die Metabolisierung
von Arzneimitteln eine grofe Rolle spielen (Niumura 2009, ScHmITZ et al. 2010). In diesen
Genfamilien kommt es zu hidufigen Duplikationen und/oder Deletionen von Genen, so dass
die Genausstattung zwischen verschiedenen Spezies stark divergiert. Aus der funktionellen
Sicht zeichnet sich ab, dass insbesondere Gene mit einer Funktion in der Reproduktion oder
Immunabwehr besonders schnell evolvieren und dass diese Gene die grofiten Unterschiede
zwischen den Spezies zeigen (HAASE et al. 2005). Weniger klar ist bis heute die genaue An-
zahl an RNA-kodierenden Genen, die auf etwa 10000 fiir Sdugetiere geschitzt wird. Es wird
vermutet, dass die phénotypischen Unterschiede zwischen den Spezies nicht allein durch die
Genausstattung, sondern in starkem Mafle durch unterschiedliche Regulationsmechanismen
der Genexpression bedingt werden.

Im Rahmen der bisher durchgefiihrten Genomsequenzierungsprojekte bei Haustieren
wurde gleichzeitig die innerartliche Variabilitit der Genomsequenzen untersucht. Dafiir wur-
den zufillige Sequenzdaten von einzelnen Tieren verschiedener Rassen erzeugt und mit der
Genomsequenz verglichen. Dies fiihrte u. a. zur Identifizierung von mehr als einer Million
Einzelbasenaustausche (SNPs) fiir Hund, Rind, Pferd und Schwein. Die Forschung konzen-
trierte sich bisher vor allem deshalb auf die SNPs, weil diese im Labor sehr effizient und kos-
tenglinstig genotypisiert werden konnen. Bei den sequenzierten Haussdugetieren zeigte sich,
dass ein grofler Teil der identifizierten SNPs iiber die Rassegrenzen hinweg variabel ist und
somit alte Polymorphismen reprisentiert, die bereits vor der Trennung der heutigen Rassen
existierten. Die meisten heutigen Haustierrassen wurden in den letzten 250 Jahren gegriin-
det. In der Regel stellen sie geschlossene Populationen dar, die mit einer relativ kleinen An-
zahl von Tieren gegriindet wurden und in die heute keine Tiere mehr von aulen eingekreuzt
werden. Diese spezielle Populationsstruktur fiihrt dazu, dass das Kopplungsungleichgewicht
(engl. linkage disequilibrium, LD) innerhalb von Rassen etwa 1 Mb reicht, also wesentlich
weiter ist als in typischen menschlichen Populationen. Dagegen ist das LD zwischen den
Rassen wesentlich kiirzer und reicht dort nur etwa 10 kb bis 100 kb weit (GEORGES 2007).

SNPs kénnen mit Hilfe von Mikroarrays sehr effizient genotypisiert werden. Da es hier-
fiir vielfiltige Anwendungen gibt, wurden solche SNP-Genotypisierungsmikroarrays fiir alle
sequenzierten Haustiere entwickelt (Tab. 2). Mit dieser Technologie lassen sich Tausende bis
Hundertausende SNPs fiir etwa 100—200 Euro genotypisieren. Daraus ergeben sich vielfil-
tige Anwendungen in der Tierzucht und Veterindrmedizin, wie z. B. eine sehr sichere Iden-
titdatskontrolle, die Kartierung von merkmalsassoziierten Genomregionen oder die genom-
basierte Zuchtwertschitzung.

5. Ausblick

Wihrend noch vor fiinfzehn Jahren kaum ein Tiergenetiker davon zu triumen wagte, dass die
Genomsequenz eines Haustiers jemals verfiigbar werden wiirde, stehen uns heute eine Reihe
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Tab. 2 Mikroarrays fiir die SNP-Genotypisierung bei Haustieren

Spezies SNPs Anbieter
Hund 20000 illumina
50000 Affymetrix
170000 illumina
Rind 50000 illumina
777000 illumina
Pferd 50000 illumina
Schwein 60000 illumina
Schaf 50000 illumina

von Genomsequenzen fiir unsere Haustiere zur Verfiigung. Durch die Entwicklungen in der
Sequenziertechnologie ist abzusehen, dass die Sequenzierung von Haustieren in grolem Stile
technisch realisierbar sein wird. Obwohl die Hochdurchsatz-Genotypisierung von SNPs erst
seit wenigen Jahren machbar ist und bereits zu vielen wichtige Erkenntnissen gefiihrt hat, ge-
hen viele Wissenschaftler davon aus, dass diese Technologie schon in einigen Jahren wieder
durch die vollstdndige Sequenzierung der Probanden abgelost werden konnte. Die Entschliis-
selung der Basenabfolge eines Individuums ist bereits heute machbar und wird fiir wert-
volle Zuchttiere tatsdchlich durchgefiihrt. Dabei werden sehr grole Datenmengen erzeugt,
deren Analyse und Verarbeitung extrem leistungsfihige Rechner und Programme benotigt. In
Zukunft werden DNA-Variationen zwischen verschiedenen Zellen eines Individuums (z. B.
Tumor versus normal), aber natiirlich auch epigenetische Phdnomene (DNA-Methylierung,
Histon-Modifikationen) verstirkt untersucht werden. Die wohl entscheidende wissenschaftli-
che Herausforderung liegt allerdings darin, die funktionellen Auswirkungen von Veridnderun-
gen an der DNA-Sequenz zu verstehen. Im Moment beschrinkt sich der Hauptschwerpunkt
der Forschung noch auf die additiven Genwirkungen, wihrend Analysen von Gen-Gen- und
Gen-Umwelt-Interaktionen nach wie vor duflerst schwierig bleiben.
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Stand der funktionalen Genomanalyse bei Nutztieren
Nutzung von Mikroarray-Analysen in der
molekularen Tierzucht

Klaus WiMMERs (Dummerstorf)
Mit 1 Abbildung

Zusammenfassung

Holistische Ansitze zur Analyse des Genoms hinsichtlich seiner Struktur und Funktion zur Definition und Charak-
terisierung des genetischen Make-ups eines Organismus machen die Disziplin ,,Genomik* aus. Die ,,Funktionale
Genomik* betrachtet insbesondere die Gesamtheit der Genprodukte, das Transkriptom und Proteom, sowie deren
Interaktion und Regulation und somit Mechanismen der Merkmalsausprdgung, um zum Verstdndnis der biologischen
Funktion von Sets von Genen beizutragen. Mikroarrays stellen derzeit das gebrduchlichste und méchtigste Werkzeug
der funktionalen Genomanalyse dar. Schwerpunkte der Anwendung von Mikroarrays beim Nutztier sind Untersu-
chungen zur Ontogenese, Immunantwort und Wirt-Pathogen-Interaktion, Reproduktion und Wachstum. Mikroarray-
Analysen ermoglichen die Darstellung von funktionalen Netzwerken, Geninteraktion sowie simultaner und koordi-
nierter Regulation von Genen in Abhingigkeit von Phénotyp, Genotyp, Alter und/oder Behandlung. Hinsichtlich der
Identifizierung von Kandidatengenen liefern Mikroarray-Experimente, dhnlich wie QTL-Analysen, umfangreiche
Genlisten, die einer weiteren Priorisierung bediirfen. Die Integration von kartenbasierten Kopplungs- und funktions-
orientierten Expressionsanalysen ermoglicht, die Relevanz von Genen fiir die Merkmalsauspragung und Vererbung
experimentell zu evaluieren. Die Kartierung von Genen und sogenannten Expressions-QTL (eQTL) ermoglicht die
Differenzierung von cis- und trans-Kontrolle der Expression. Dabei legt die Diagnose der cis-Kontrolle eines Genes
nahe, dass Polymorphismen im Gen vorhanden sind, die urséchlich dessen Expression bestimmen. Mit den Ansétzen
der genetischen Genomik wird so ein Zusammenhang zwischen der Variation auf der Ebene der RNA und DNA
erstellt. Hier werden Ansitze der funktionalen und genetischen Genomik in den Nutztierwissenschaften diskutiert.

Abstract

Genomics is a recent scientific discipline that strives to define and characterize the complete genetic make-up of an
organism by holistic analyses. Functional genomics particularly focuses on gene products, the transcriptome and
the proteome, and their interaction and regulation in order to provide insight into mechanisms of trait expression
and the biological function of sets of genes. Microarrays are currently the most commonly used and powerful tool
of functional genomics. Most applications of microarray in animal science address ontogenesis, immune response,
host-pathogen-interaction, reproduction and growth. Micorarray provide functional networks and display gene in-
teraction, simultaneous and coordinated regulation of expression depending on the phenotype, genotype, state, or
treatment. Regarding the identification of candidate genes microarray experiments provide lists of genes, similar
to QTL-experiments that require further prioritization of genes. The integration of map based and function driven
analyses allow evaluating the relevance of genes for the trait of interest. Mapping of genes and so-called expression
QTL (eQTL) reveals a discrimination of cis- and trans-control of expression. Cis-control of a gene indicates that
polymorphisms within itself are causal for variation of its expression. By this genetical genomics connects variation
at the level of RNA expression to variation at the level of DNA. Here applications of microarrays in functional and
genetical genomics in farm animal breeding are discussed.
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1. Einleitung und Motivation

Verbesserungen in Haltung, Ernidhrung und Zucht haben in den vergangenen Jahrzehnten die
Leistungsfihigkeit unserer Nutztiere deutlich erhoht. Seit rund 30 Jahren bedient sich die
Tierzucht dabei auch DNA-Tests (MHS-Test, Fuiir et al. 1991). In der molekularen Tierzucht
werden verschiedene Strategien verwendet, um Gene zu ermitteln, die quantitative Merkmale
steuern. Aus der Kenntnis iiber die Physiologie der Merkmale lassen sich direkte biologische
Kandidatengene ableiten. Kopplungsanalysen sind hypothesenfreie Ansitze, die die Betrach-
tung jedes variablen, vererblichen Merkmals ohne Wissen seiner Physiologie erlauben und
bei denen die Kosegregation von iiber das Genom verstreuten DNA-Markern und Merkmalen
beobachtet wird, um sogenannte quantitative Trait Loci, QTL, zu kartieren. Erstmals haben
ANDERSSON et al. (1994) iiber eine QTL-Analyse beim Nutztier berichtet. Uber die Vielzahl
der nun bekannten QTL gibt die ,,AnimalQTLdb* Auskunft (http://www. Animalgenome.
org/ QTLdb/, Hu et al. 2007). QTL-Regionen sind im Allgemeinen einige Centimorgan (cM)
grof} und enthalten viele Gene, deren positionelle Klonierung aufwiéndig ist und bisher nur
in wenigen Beispielen erfolgreich war, wie etwa die Identifizierung von PRKAG3 und IGF2
als urséchlich fiir Variation von Fleisch- und Wachstumsmerkmalen beim Schwein (MILAN
et al. 2000, CioBANU et al. 2001, GEORGES et al. 2003, VAN LAERE et al. 2003), DGAT beim
Rind fiir Milchleistungsmerkmale (GRISART et al. 2002, KUHN et al. 2004), oder Myostatin
(GDFS8) bei Schafen fiir Muskelwachstum (CLop et al. 2006).

Ende der 1990er Jahre wurden beim Nutztier sogenannte EST, Expressed Sequence Tags,
identifiziert und kartiert (Apams et al. 1993, FRIDOLFSSON et al. 1997, PONSUKSILI et al.
2001). Dieser Fokus auf exprimierte Genomabschnitte trug zur Entwicklung der Genomkar-
ten der Nutztiere entscheidend bei und war auch Grundlage fiir die Entwicklung von Techni-
ken und Methoden zur Erstellung von Expressionsprofilen und zur Darstellung der differen-
tiellen Genexpression.

Neue Methoden zur Expressionsprofilierung, insbesondere die Einfiihrung von Mikroar-
ray-Analysen, die Anfinge der Sequenzierung ganzer Genome, die Genomkartierung und
die genomweiten Kopplungsanalysen als holistische Ansitze bedeuteten den Beginn der Ge-
nomik. Der Begriff wurde 1987 mit der Auflage der Zeitschrift Genomics von McKUSICK,
RuUDDLE und RobpERICK geprigt (McKusick und RUDDLE 1997). Dabei meint Genomik die
Anwendung von holistischen Ansitzen zur Analyse des Genoms hinsichtlich seiner Struktur
und Funktion zur Definition und Charakterisierung des genetischen Make-ups eines Orga-
nismus. Dies umfasst die Aufkldarung der gesamten Sequenz und Struktur des Genoms und
die Annotation von Genen sowie die Aufkldarung der Struktur, Funktion und Abundanz aller
Transkripte (modifiziert aus Genetics Encyclopedia). Wihrend strukturelle Genomik auf die
Sequenzinformation, Kartierung und Variation auf der Ebene der DNA fokussiert und den
Zusammenhang zu Phinotypen und deren Vererbung zur Kldrung der genetischen Steuerung
der phédnotypischen Variation beleuchtet, betrachtete die funktionale Genomik insbesondere
die Gesamtheit der Genprodukte, das Transkriptom und Proteom, sowie deren Interaktion
und Regulation und somit Mechanismen der Merkmalsausprigung, um zum Verstdndnis der
biologischen Funktion von Sets von Genen beizutragen.

Die Suffixes ,,ome* und ,,omics* werden mittlerweile vielfach gebraucht und sind in der
Biologie ein Hinweis auf die Betrachtung der Gesamtheit einer Klasse von bestimmten Kom-
ponenten und/oder Mechanismen bzw. auf integrative Ansétze zu Analyse dieser.
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In diesem Beitrag werden Grundlagen, Entwicklung und Perspektiven der Anwendung von
Mikroarrays — als einem der gebrauchlichsten und derzeit méchtigsten Werkzeuge der funktio-
nalen Genomanalyse, speziell der Transkriptomik — bei Nutztieren reflektiert werden.

2. Grundlagen und Optionen

Holistische Genexpressionsanalysen ermoglichen die Darstellung von funktionalen Netz-
werken, Geninteraktionen sowie simultaner und koordinierter Regulation von Genen in Ab-
hingigkeit von Phianotyp, Genotyp, Alter und/oder Behandlung. Die Durchfiihrung von ho-
listischen Expressionsanalysen erfordert zumindest fundierte Vermutungen hinsichtlich der
Auswahl von Zellen/Geweben und deren Behandlungs-/Entwicklungszustand, um Ergebnis-
se zu gewihrleisten, die neue Hypothesen zur genetischen Steuerung der betrachteten Merk-
male ermoglichen.

Zur Erstellung von Expressionsprofilen stehen offene Systeme zur Verfiigung, wie Dif-
ferential-Display-RT-PCR (LIANG und PARDEE 1992), Serial Analysis of Gene Expression
(SAGE) (VELcULEScU et al. 1995) oder subtraktive Hybridisierung (DIATCHENKO et al.
1996), die theoretisch erlauben, alle Transkripte zu erfassen. Dem gegeniiber stellen Mi-
kroarrays geschlossene Systeme da, die ausschlielich die Analyse der jeweils reprédsentierten
Sonden erlauben (SCHENA et al. 1995).

Mikroarrays erlauben die simultane Analyse vieler tausender Transkripte. Dabei sind
Mikroarrays zu unterscheiden, deren Sonden cDNA-Fragmente (PCR amplifiziert oder klo-
niert) oder synthetisch hergestellte Oligonukleotide (> 22 nt, herstellerspezifisch) sind. Bei
der Herstellung von Mikroarrays werden die Sondenmolekiile in Rastern auf eine Flidche von
ca. 1 cm? gedruckt oder im Falle von Oligonukleotiden auch unmittelbar auf der Arrayober-
flache synthetisiert. Oligonukleotid-Mikroarrays erlauben eine hohere Dichte an Molekiilen
im Testfeld als cDNA-Mikroarrays und die Auswahl informativer Sequenzbereiche, aller-
dings unter der Primisse guter Kenntnisse iiber die Transkripte der entsprechenden Spezies,
wihrend cDNA-Mikroarrays auch bei geringer Kenntnis iiber die Gene, sogar mit anonymen
Fragmenten, hergestellt werden kénnen.

Fiir Nutztiere stehen eine Reihe von ,,genomweiten®, also die gro3e Mehrheit der be-
kannten Transkripte reprisentierende, Mikroarrays zur Verfiigung: cDNA-Mikroarrays, die
aus cDNA-Bibliotheken verschiedener Gewebe und Zellen abgeleitet wurden, sind z. B. fiir
Huhn (13 k), Rind (20 k) und Schwein (22 k) verfiigbar (ARK-Genomics; http://www.ark-
genomics.org/microarrays/bySpecies/). Daneben bieten die Firmen Agilent (Agilent Techno-
logies; http://www.genomics.agilent.com/homepage.aspx) und Affymetrix (Affymetrix Gene
Arrays, Affymetrix, Inc; http://www.affymetrix.com/estore/) Oligonukleotid-Mikroarrays u. a.
fiir Rind, Schwein, Huhn, Pferd und Schaf an. Des Weiteren gibt es fiir Schwein, Rind und
Huhn genomweite Konsortien-Mikroarrays. Dariiber hinaus sind eine Reihe von projektspe-
zifischen Mikroarrays entwickelt worden. Letztere sind in der Regel cDNA-Mikroarrays, die
spezifische Transkripte reprédsentieren.

Zur Durchfiihrung von Mikroarray-Experimenten gilt es zunéchst ,,Ziel-RNAs* (targets)
zu isolieren, d. h. die das experimentelle Design bestimmende Auswahl an Zielgeweben und
Probenmaterial zu treffen. Die RNAs werden farbmarkiert und anschlieBend auf das Testfeld
der Mikroarray inkubiert, wo dann die Hybridisierung der markierten Ziel-RNAs mit den auf
der Arrayoberflidche fixierten ,,Sonden* (probes) erfolgt. Dabei sind Systeme gebriuchlich,
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bei denen zwei unterschiedlich farbmarkierte Ziel-RNAs auf einen Mikroarray hybridisiert
werden oder im Einfarbsystem eine RNA auf einen Array. AnschlieBend wird nach einigen
Waschschritten die Intensitit der Arraypositionen mit Laserscannern erfasst, fiir die Komple-
mentaritdt zwischen Sonden und Ziel-RNAs besteht. Dabei erfolgt im Zweifarbsystem eine
Differenzierung der Signale der alternativ markierten Ziel-RNAs. Die Auswertung umfasst
dabei die Anwendung verschiedener Algorithmen zur Hintergrundkorrektur und Normalisie-
rung. Erforderlich sind weiter umfangreiche biostatistische und bioinformatische Analysen
zur Extraktion und Systematisierung der aus tausenden von Einzeldaten bestehenden Infor-
mationen, um die biologische Interpretation zu unterstiitzen.

Holistische Analysen des Transkriptoms dienen vor allem dazu, merkmalsrelevante Re-
aktions- und Signalwege zu identifizieren. Hinsichtlich der Identifizierung von Kandidaten-
genen liefern sie, dhnlich wie QTL-Analysen, umfangreiche Genlisten, die einer weiteren
Priorisierung bediirfen (WIMMERS et al. 2010b).

3. Anwendung und Strategien

Nachfolgend werden exemplarisch Anwendungen der Mikroarray-Technik in der Nutztier-
forschung vorgestellt. Mit Blick auf das Ziel, DNA-Marker fiir die Selektion in der Nutztier-
zucht abzuleiten, werden Strategien zur Integration von kartenbasierten Kopplungsanalysen
und den funktionsorientierten Expressionsanalysen erlautert.

In der GEO (gene expression omnibus; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)-Datenbank sind
Daten aus Mikroarray-Experimenten abgelegt. Dort finden sich derzeit (Stand Mirz 2010) fiir
Rind, Huhn, Schwein, Schaf, Pferd und Hund 184, 162, 148, 13, 12 bzw. 62 Experimente ver-
zeichnet. Die Mehrzahl der Experimente befasst sich mit der Immunantwort bei Infektionen
und der Wirt-Pathogen-Interaktion. Weiter sind zahlreiche Experimente zu Fruchtbarkeits- und
Reproduktionsmerkmale sowie zu Muskel/Fleischleistung und Wachstum verzeichnet.

Vor dem Hintergrund, dass wihrend der Myogenese die Anzahl Muskelfasern und die
Muskelfasertypverteilung weitgehend determiniert werden und diese wichtig sind fiir post-
natalen Muskelansatz und Fleischqualititsmerkmale, wurden Expressionsprofile von M. lon-
gissimus zu sieben préinatalen Entwicklungsstadien von Duroc- und Pietrain-Schweinen mit
applikationsspezifischen cDNA-Mikroarrays erstellt (CAGNAZzZzO et al. 2006, TE Pas et al.
2005). Die Analysen zeigten eine koordinierte Expression von Genen aus energieliefernden
Stoffwechselwegen einerseits und Differenzierungs- und Proliferationssignalwegen anderer-
seits. Unter anderem konnten diese Analysen zeigen, dass die Muskelfaserbildung bei Duroc
frither initiiert wird als in Pietrain, was ursdchlich an phianotypischen Unterschieden der Ras-
sen in Merkmalen des Muskelansatzes und der Fleischqualitit beteiligt sein konnte (CAGNAZ-
70 et al. 2006, TE Pas et al. 2005).

Bei der vergleichenden Analyse von Leberexpressionsprofilen zu drei prinatalen Zeit-
punkten bei Tieren der Rasse Deutsche Landrasse und Pietrain unter Verwendung eines 13k-
Oligonukleotid-Mikroarrays (Qiagen-NRSPS8) konnten in dhnlicherweise Unterschiede in
der prinatalen Expression von Genen, vor allem aus dem Fettintermediérstoffwechsel sowie
Proliferations- und Zellwachstumssignalen, aufgezeigt werden, die postnatale Rassenunter-
schiede widerspiegeln. Pietrain tendieren schon prénatal zu hoherer Expression von Genen
fiir Zell-/Gewebsentwicklung, wihrend Feten der Rasse Deutsche Landrasse zu hoherer Ex-
pression von Genen fiir intrazelluldren Energie- und Stoffumsatz tendieren (PONSUKSILI et al.
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2007). Die Autoren stellen fiir die Rassen differenziell regulierte funktionelle Netzwerke dar
und verweisen auf Kandidatengene fiir Merkmale des Fett- bzw. Muskelansatzes aus diesen
Netzwerken (PONSUKSILI et al. 2007).

Da bei der Analyse von Expressionsprofilen zu prinatalen Entwicklungsstadien individu-
elle Phianotypen der untersuchten Tiere von ziichterisch relevanten Merkmalen nicht vorlie-
gen, stellen diese Untersuchungen den Zusammenhang zu diesen Merkmalen iiber die Unter-
suchungen merkmalsdivergenter Rassen her (WIMMERSs et al. 2010c).

Analysen von Expressionsprofilen zum Zeitpunkt der Merkmalsauspriagung ermoglichen
die direkte Bezugnahme auf den individuellen Phianotyp und die entsprechende Auswahl von
Tieren. So konnten bei der Untersuchung der merkmalsabhingigen Expression im M. lon-
gissimus von 74 F2-Tieren einer Kreuzung aus Duroc und Pietrain (DuPi-Population) mit
genomweiten Affymetrix-Mikroarrays (Affymetrix GeneChip Porcine Genome Array) 1108
bzw. 1114 Gene identifiziert werden, deren Expressionsniveau mit Hauptkomponenten korre-
liert, die einen hohen Anteil der Variation in Merkmalen des Wasserbindungsvermogens von
Fleisch erkldaren (PONSUKSILI et al. 2009). Unmittelbar mit der Auspriagung des Merkmals
Drip korrelieren dabei 1279 Gene (PONSUKSILI et al. 2008a). Auch die alternative Analyse
von diskordanten Geschwisterpaaren (sechs diskordante Geschwisterpaare fiir das Merkmal
Drip) aus der DuPi-Population liefert eine umfangreiche Liste von 789 Genen, die merk-
malsabhéngig reguliert sind (PONSUKSILI et al. 2008b). Die bioinformatische Analyse der
Genlisten erlaubt es, Stoffwechselwege und funktionelle Netzwerke von Genen anzuspre-
chen, die fiir die Merkmalsausprigung relevant sind.

Dabei ist die Unterscheidung von Ursache und Wirkung bei der Feststellung differen-
zieller Expression problematisch, d. h., die Expressionsprofile geben nicht Auskunft, fiir
welche Gene eine differenzielle Expression unmittelbar ursédchlich fiir Merkmalsvariation
verantwortlich ist und welche Gene mittelbar reguliert sind. Gleichzeitig verdeutlichen die
Umfinge der Genlisten, dass die konkrete Benennung und Rangfolge von Kandidatengenen
hinsichtlich ihrer funktionellen Bedeutung fiir ziichterisch wichtige Merkmale schwierig ist.

Die Integration von kartenbasierten Kopplungs- und funktionsorientierten Expressions-
analysen ermoglicht es, die Relevanz von Genen fiir die Merkmalsauspriagung und Vererbung
experimentell zu evaluieren. Die Projektion der Lokalisation merkmalsabhéngig differenzi-
ell exprimierter Gene auf QTL-Karten fiir das entsprechende Merkmal stellen einen ersten
Schritt in der Zusammenfiihrung von Informationen aus QTL- und Expressionsanalysen dar.
So wurden z. B. Gene, die sich in einem Experiment mit einem 5k-cDNA-Array wihrend der
Immunantwort auf eine Marek-Infektion bei Hiihnerlinien mit divergenter Marek-Resistenz
als different exprimiert erwiesen, in zuvor identifizierten QTL-Regionen fiir Marek-Resistenz
kartiert (Liu et al. 2001). In einem eigenen Experiment wurden fiir zwei QTL-Regionen
fiir das Merkmal Drip jeweils BAC-Contigs erstellt und zur Konstruktion von QTL-Region-
spezifischen BAC-Arrays genutzt. Die Hybridisierung dieser mit M. longissimus-RNA von
Tieren mit unterschiedlicher Merkmalsauspragung und Tieren mit unterschiedlichen Genoty-
pen an den QTL ermdéglichte es, einzelne BACs und iiber vergleichende Kartierung Gene an-
zusprechen, die positionelle, funktionelle Kandidatengene darstellen (WIMMERS et al. 2010c).
Dieser Ansatz stellt einen Zusammenhang zwischen der physischen Karte, der genetischen
QTL-Karte und der Genexpression her und umfasst im Gegensatz zu kommerziellen genom-
weiten Mikroarrays alle Transkripte der betrachteten QTL-Region.

Das Konzept der ,,genetical genomics® wurde 2001 von JANSEN und NAP (2001) vorge-
schlagen und sieht die Behandlung von Daten zum Expressionsniveau verschiedener Gene
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als phéanotypische Merkmale in Kopplungsanalysen zur Kartierung von Genomabschnitten,
die die Transkriptabundanz steuern, sogenannten Expressions-QTL, eQTL, vor (JANSEN und
Nap 2001). Die Kartierung von Genen und eQTL ermdoglicht die Differenzierung von cis-
und trans-Kontrolle der Expression. Dabei legt die Diagnose der cis-Kontrolle eines Genes
nahe, dass Polymorphismen im Gen vorhanden sind, die ursidchlich dessen Expression be-
stimmen. Mit den Ansétzen der ,,genetischen Genomik* wird so ein Zusammenhang zwi-
schen der Variation auf der Ebene der RNA und DNA erstellt. Beim Nutztier werden derzeit
eQTL-Analysen durchgefiihrt, die dazu beitragen, innerhalb von Expressionsprofilen Ursa-
che und Wirkung zu unterscheiden und Kandidatengene zu rangieren. Wie oben erwihnt,
wurden in der DuPi-Population 1279 Gene detektiert, die mit dem Merkmal Drip korreliert
exprimiert sind. Fiir die Expressionsniveaus dieser Gene bei 74 Tieren wurden QTL, also
eQTL, geschitzt. Dabei wurden insgesamt 897 eQTL gefunden, von denen 108 in QTL-Re-
gionen fiir das Merkmal Drip kartierten. Von diesen erwiesen sich 8 als cis-reguliert, d. h., die
Gene und ihre korrespondierenden eQTL kartieren im selben Markerintervall (PONSUKSILI et
al. 2008a). Damit stellen diese acht Gene positionelle funktionelle Kandidatengene dar, fiir
die experimentelle Evidenz fiir einen ursédchlichen Zusammenhang zwischen genetischer und
phénotypischer Variation besteht. Nachfolgende eQTL-Analysen, basierend auf Echtzeit-
PCR-Daten eines umfangreicheren Tiermaterials (n=276 DuPi) sowie Assoziationsstudien in
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Abb. 1 Diagramm zur Integration von Daten aus eQTL-, pQTL- sowie Expressionsanalysen zur Identifizierung von
Kandidatengenen fiir quantitative Merkmale (modifiziert aus WIMMERS et al. 2010a)
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kommerziellen Herden, unterstreichen den Kandidatengencharakter dieser Loci (PONSUKSILI
et al. 2010, SRIKANCHATI et al. 2010a, b).

Die Integration von phinotypischen Daten, Genotypen und Expressionsprofilen erlaubt die
Schitzung von QTL fiir die Expressionsniveaus einer Vielzahl von Transkripten (eQTL) sowie
fiir zlichterisch wichtige Merkmale (pQTL) und die Identifizierung merkmalsabhingig diffe-
renziell exprimierter Gene. Diese Informationen tragen gemeinsam zur experimentellen Priori-
sierung von positionellen funktionellen Kandidatengenen bei (Abb. 1, WIMMERS et al. 2010a).

4. Implikationen und Perspektiven

Die Methoden der funktionalen Genomik geben Einblicke in die Regulation der biologischen
Prozesse der Merkmalsauspragung durch die Darstellung von phénotyp- oder genotypabhin-
gigen Expressionsprofilen, der Modulation der Expressionsmuster als Antwort auf exoge-
ne Stimulation sowie der Genregulation entlang der ontogenetischen Entwicklung. Hierbei
liefern Mikroarrays funktionelle Netzwerke (biochemische/physiologische Reaktionswege,
koordinierte Expression, Genotyp-Umwelt-Interaktion), die zur Identifikation von funktio-
nellen Kandidatengenen fiir tierziichterisch wichtige Merkmale beitragen. Die holistischen
Analysen erlauben, neue Hypothesen zur genetischen Steuerung der Merkmalsausprigung
und -vererbung abzuleiten. Nachfolgende fokussierte Analysen dienen der Validierung der
Hypothesen. Genetische Genomik liefert zusitzlich regulatorische Netzwerke. Die eQTL-
Kartierung verbindet Variation auf der Ebene der RNA-Expression mit Variation auf der Ebe-
ne der DNA. Die Verfiigbarkeit von genomweiten SNP-Mikroarrays wird erlauben, auch fiir
Expressionsphinotypen genomweite Assoziationsanalysen durchzufiihren und eQTL feiner
zu kartieren. Die neuen Sequenziertechniken (next generation sequencing) werden die Ana-
lyse des Transkriptoms vor allem dahingehend verbessern, dass alle vorhandenen Transkripte
detektiert und quantifiziert werden konnen.
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Nicht nur die Technik- und Naturwissenschaften, sondern auch die Lebens-, die Sozial-
und Kognitionswissenschaften, sogar Kunst und Archédologie sind immer stirker durch
eine Informatisierung gekennzeichnet, die einige Disziplinen sogar revolutioniert. Standen
frither Wissenschaften auf den fundamentalen Séulen Theoriebildung und Experiment, so
hat sich in den letzten Jahrzehnten eine dritte gleichberechtigte Komponente herausgebil-
det — die der digitalen Modellierung, Simulation und Visualisierung von Strukturen und
Prozessen. Der Band behandelt mathematische Grundlagen der Computertechnik, Mog-
lichkeiten und Grenzen der Computermodellierung in den Lebenswissenschaften (Bioche-
mie, Proteomanalyse, Systembiologie) und der Medizin (Tumorchirurgie, Hirnforschung,
Rehabilitation), Computer als Dialogpartner (Spracherkennung, Schnittstelle zwischen
Gehirn und Maschine), Klimamodelle, Computermodellierungen in Physik und Chemie,
aber auch Probleme aus Philosophie (Simulation und Erkenntnis, Implikationen der Hirn-
forschung) und Okonomie (Konsequenzen der Alterung der Gesellschaft). Die Beitriige
bieten sowohl Laien als auch Experten iiberraschende Einblicke in eine faszinierende For-
schungswelt.
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Genomewide Analysis of Epigenetic Mechanisms

Susanne E. ULBRICH (Freising)

Abstract

The ability of the genome to drive and control a single fertilized germ cell to develop to a differentiated multicellular
organism is an impressive and complex challenge for the internal control center. During cell differentiation, specific
networks of genes are qualitatively, quantitatively, temporarily and spatially differentially expressed to generate a
specific phenotype. This differential expression is epigenetically driven by structural alterations of the DNA as well
as chromatin modifications, leading to gene activation or gene silencing. The underlying mechanism, the epigenome,
may be called a bridge between genotype and phenotype.

One specifity of the epigenome is its flexibility, which allows reacting towards internal and external stimuli without
introducing changes to the DNA itself. In addition, epigenetic mechanisms of gene regulation play an important role
in physiological adaptation. A most precise analytical description of the epigeneome is thus a prerequisite for the un-
derstanding of regulatory processes underlying phenotypic variation as well as the implementation of the genetic code.

Next to chromatin regulatory elements, histone modifications and RNA interference, DNA methylation of cy-
tosine bases is one of the most important epigenetic modifications. De- and remethylation are specifically prone
to exogenous influences and are discussed as key elements of the etiology of diseases as connection of genetics,
environment and disease.

Opver the last years there has been enormous improvement in the analysis of genomewide methylation modifica-
tions. At first, methylation at specific CpG dinucleotides of single loci was the focus of interest. During the course of
rapidly developing global sequencing technology, it became analytically possible to analyse the methylation status
on a genomewide level. Quantitative assessment based on a single-basepair resolution became possible, the decipher-
ing of the methylome.

Different technical approaches to analyse DNA methylation patterns and analytical methods to detect regulatory
RNA and complex histone modifications have been adopted to the different level of complexity with respect to sensi-
tivity, specificity, quantification, high throughput screening and costs for different scientific questions.

In the “post-genomic era” the deciphering of the epigenome is one of the major tasks to be undertaken, which will
have major impact enabling new research approaches in physiological and pathological research.

Zusammenfassung

Die Fihigkeit des Genoms, ausgehend von einer einzigen potenten fertilisierten Keimzelle einen multizelluldren
differenzierten Organismus zu steuern, stellt eine komplexe Herausforderung an die internen Regelzentren dar. Wih-
rend der Zelldifferenzierung werden spezifische Netzwerke an Genen qualitativ, quantitativ, zeitlich und rdumlich
differenziell exprimiert, um einen spezifischen Phénotyp zu generieren. Die differenzielle Expression wird dabei
auf epigenetischer Ebene durch Strukturverdanderungen der DNA bzw. Chromatinmodifikationen gesteuert, die zur
Genaktivierung oder zum Gensilencing fiihren kénnen. Die der Steuerung zugrundeliegende Mechanismen, das Epi-
genom, kann als Briicke zwischen Genotyp und Phinotyp verstanden werden.

Eine Besonderheit des Epigenoms ist seine Flexibilitit, die es erlaubt, ohne zugrundeliegende DNA-Modifikation
auf interne und duBere Umwelteinfliisse zu reagieren. Neben Histonmodifikationen, RNA-Interferenz und Chromatin-
Regulationselementen stellt die DNA-Methylierung an Cytosinbasen eine der wichtigsten epigenetischen Modifikatio-
nen dar. De- und Remethylierungen werden besonders durch exogene Einfliisse gesteuert und spielen in der Atiologie
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humaner Erkrankungen als Verbindung zwischen Genetik, Erkrankung und Umwelt eine groe Rolle. Epigenetische
Mechanismen der Genregulation haben aber auch im Rahmen der physiologischen Anpassung eine besondere Be-
deutung. Die moglichst prizise analytische Erfassung des Epigenoms ist daher Grundlage fiir das der phinotypischen
Varianz zugrundeliegende Verstéindnis von Regulationsprozessen sowie der Implementierung des genetischen Kodes.

In den letzten Jahren wurden bemerkenswerte Fortschritte darin erzielt, die Gesamtheit der epigenetischen Mo-
difikationen zu erfassen. Wihrend zunichst die Analyse von genomweitem Methylierungsgrad und spezifischer
Methylierung an spezifischen CpG-Dinukleotiden und einzelnen Loci im Mittelpunkt von Methylierungsanaylsen
stand, hat sich im Zuge der rasant entwickelnden Moglichkeit von globalen Genom-weiten Sequenzierungen die
Konstellation ergeben, dass gleichfalls quantitative holistische Methylierungsanalysen, basierend auf der Informati-
on der Vielzahl einzelner Basen, durchgefiihrt werden konnen — die Entschliisselung des Methyloms. Verschiedene
technische Methoden zur Erfassung von DNA-Methylierungsmustern und analytische Ansitze zur Erfassung der
Gesamtheit von regulatorischen RNAs und komplexen Histonmodifikationen sind wegen ihrer Vor-und Nachteile
beziiglich der Sensitivitit, Spezifitit, Quantifizierung, des Probendurchsatzes und der Kosten fiir spezifische Frage-
stellungen unterschiedlich gut geeignet.

Wegen der besonders grundlegenden Bedeutung der epigenetischen Regulationsmechanismen ist in der ,,post-
genomischen Epoche® die Entschliisselung des Epigenoms eine zentrale Herausforderung, durch deren Kenntnis
neue Forschungsansitze in der physiologischen und pathologischen Grundlagenforschung ermoglicht werden.

1. Introduction — Defining ‘“Epigenetics”

Over the last century there have been different definitions of “epigenetics®. By etymologi-
cal definition, the term epigenetics (greek eni — over, above) comprises everything outside
conventional genetics. However, epigenetics is closely related to epigenesis, which is the
interpretation of the genotype during development to give rise to the phenotype, and thus is as
well within a broader context of epigenetic programming. In fact, currently there is a diverse
use of the terms “epigenetics”.

In 1942, Conrad WADDINGTON introduced a definition of epigenetics as a process of cellular
decision-making during development, causal interactions between genes and their products, which
bring the phenotype into being (WADDINGTON 1942). This concept of an “epigenetic landscape”
was later modified, as an epigenetic trait is considered as a stably heritable phenotype resulting
from changes in a chromosome without alterations in the DNA sequence (WADDINGTON 1957).

The definition of “the study of mitotically or meiotically heritable changes in gene func-
tion that cannot be explained by changes in DNA sequence”, has also been proposed (Russo
et al. 1996), and only recently JAENISCH and collegues (JAENISCH and BIRD 2003) stated that
the term “epigenetic” refers to “the stable alteration in gene expression potential that arises
during development and cell proliferation”.

An operational definition of epigenetics with multiple mechanistic steps that lead to a sta-
bly heritable epigenetic state or phenotype may allow to further integrate molecular pathways
or mechanistical concepts yet to be discovered (BERGER et al. 2009). By this definition, the
epigenators, such as hormones, the extra-cellular matrix and components thereof, nutrition,
or inflammation are the transient signs that trigger any kind of molecular response. For this
to happen, an appropriate mechanism of intracellular signal uptake, e.g. a receptor, must be
present. Secondly, epigenetic initiators like transcription factors, ncRNA or DNA-binding
proteins like trithorax and polycomb complexes initiate the establishment of a local chroma-
tin context at a precise location due to sequence recognition. The epigenetic initiator needs
to persist in the intracellular compartment, e.g. the nucleus, until the final DNA modifiers or
histone variants serving as epigenetic maintainers provide for a stable chromatin state to be
maintained over time, e.g. over cell cycles or until a cell is terminally differentiated (BERGER
et al. 2009). This broad definition is still not ideal as there are some post-translational histone
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modifications with important functions, e.g. in general transcriptional induction and DNA
repair. These are typically not considered as being of epigenetic nature (BERGER et al. 2009).

The evolutionary drive to introduce heritable and reversible epigenetic mechanisms of
gene regulation in eukaryotic organisms might have been the benefit of a more flexible re-
sponse to a changing environment through a precise (up to single-base pair site-specificity),
fine-tuned (allele-specific expression in case of imprinted loci) and stable (partly due to re-
dundancies) control of gene regulation. Amongst the many epigenetic modifications currently
under increased scrutiny, the chromatin modification and remodeling mechanisms, RNAi and
DNA modifications will be discussed briefly.

2. Same Genome — Different Epigenome: Examples of Epigenetics

Several examples might illustrate the impact of the epigenome on the phenotype. The honey
bee queen does not differ due to genetic background, but only with respect to feeding during
larval development (royal jelly) and length of development. Only recently it was shown that
silencing of Dnmt3 in newly hatched larvae led to a royal jelly-like effect on the larval devel-
opmental trajectory, leading to morphological queens who had never been exposed to royal
jelly (KucHARsKI et al. 2008). Although there is no transgenerational effect, a mitotic event in
a sensitive phase of development is underlying this outstanding phenomenon.

Leptin plays a neurotrophic role during the development of the hypothalamus restricted
to a critical neonatal period that precedes leptin’s acute regulation of food intake in adults
(BOURET et al. 2004). Projections from the arcuate nucleus of the hypothalamus ARH to the
paraventricular nucleus PVH are rescued by leptin treatment of neonatal, but not adult, Lepeb/
Lep°b mice, thus emphasizing that there is a critical window of susceptibility leading to a
non-reversible phenotype.

Epidemiological assessment of epigenetic programming has revealed that an unfavorable
intrauterine supply influences the metabolic and endocrine constellation of the fetus with
permanent programming of the fetal metabolism as indicated by reduced birth weight. This
constellation, known as the thrifty-phenotype, which favors survival under detrimental nutri-
tional conditions after birth, may become critical if an unsuspected oversupply of nutrition
during critical windows of postnatal development prevails. Then, an impaired glucose-insulin
metabolism has been shown to occur, with a personal higher risk of being affected by glucose
intolerance, type 2 diabetes, metabolic syndrome at a later stage of adult life (HALES and
BARKER 2001).

There are some interesting examples for morphological differences resulting from a dif-
ferent epigenome overlaying the same genome, which can provide a well-defined and sensi-
tive phenotypic read-out to study the epigenetic state of the genome. The most commonly re-
ferred model of a diet-induced heritable phenotype is the Agouti viable yellow mouse model.
Insertion of an intracisternal A particle (IAP) retroviral element into the agouti locus results in
constitutive expression of pheomelanine pigment and ectopically expressed yellow fur. As the
agouti-protein is an antagonist of melanocortin-receptor4 (Mc4r) blocking the satiation sig-
nal, a misregulation of nutritional intake takes place leading to adipositas und subsequently
diabetes. This mouse model is also prone to develop tumors with age (MILLAR et al. 1995).
The methylation status at the IAP element is responsible for the change in coat color — when
IAP is unmethylated, the agouti gene not only expressed in hair follicles as in wild-type mice,
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but also ectopically and ubiquitously — causing yellow fur and subsequent abnormalities. In
mottled mice, methylation is mosaic causing promoter activity of the IAP in individual cells,
indicating that the methyation pattern of this element is established during early development.
However, if hypomethylation of the IAP element is restored by a methyl supplemented diet
of the mother during embryonic development, the wild-type phenotype is restored (pseudo-
agouti offspring) (WOLFF et al. 1998). This model shows that an environmental effect is able to
produce a life-long stable change in expression of a gene if exposed during a critical window
of time (COONEY et al. 2002). There also appears to be a transgenerational effect, as the off-
spring of the pseudoagouti mouse have a higher percentage of pseudoagouti correlated with
a methylated IAP element, and thus the effect is of epigenetic nature (MORGAN et al. 1999).
Some non-imprinted epigenetics modifications are not fully erased during oognesis and influ-
ence the epigenome of the offspring generation, perhaps also throughout life.

The exposure to maternal dietary genistein, a phytoestrogen, during gestation shifts coat
color of heterozygous viable yellow agouti (AvY/a) offspring toward pseudoagouti, decreases
ectopic Agouti expression and protects offspring from obesity through the increased methyla-
tion of six CpG sites in the IAP element upstream of the transcription start site of the Agouti
gene (DoLINOY et al. 2006). This effect has been shown to be transgenerational. Thus, exog-
enous stimulants like endocrine disruptors may interfere with or at least take part in the same
pathways leading to phenotypic alterations.

However, programming events causing epigenetic changes are not restricted to dietary
intake or exposure to a certain agent or chemical. Increased pup licking, grooming and nurs-
ing by rat mothers has been shown to alter the offsprings epigenome at the glucocorticoid
receptor (GR) gene promoter in the hippocampus (WEAVER et al. 2004). This example dem-
onstrates a maternal effect on stress responses in the offspring showing that behavior as well
may affect neuronal function.

3. Epigenetic Modifications

3.1 Chromatin Modifications

Higher-order structure of chromosomes and the nucleus is accomplished through chromatin
remodeling factors. These organize the accessibility of DNA to transcription factors by al-
tering the nucleosome structure by e.g. nucleosome eviction or nucleosome sliding (SAHA
et al. 2006). Trans-effects (class I) may cause histone modifications that indirectly regulate
chromatin structure through recruitment of chromatin-associated proteins (CAP). Cis-effects
(class II) are changes in physical properties (e.g. electrostatic charge, tail structure) of modi-
fied histone tails that alter the internucleosomal contact. Access to the DNA is facilitated by
modifications at specific residues on the histone proteins. Several post-translational histone
tail modifications such as acetylation, methylation, phosphorylation and ubiquitinylation are
known to regulate the accessibility of the chromatin by inducing either eu- or heterochroma-
tin state and thus contribute to controlling gene expression, e.g. histone acetylation neutraliz-
ing positive charges of highly basic histone tails may lead to a localized expansion of nucleo-
somes. Among these modifications, both activating (H3K4me H3K9ac H3K36me H3S10P
H3K79me) as well as repressing (H3K9me H3K27me H3K36me H4K20me) configurative
states of DNA transcription have been described (COSGROVE and WOLBERGER 2005).
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Histone modifications may be studied by chromatin immunoprecipitation (ChIP), where cells
are treated with formaldehyde to fix in vivo protein-DNA interactions. The specific histone
modifications are immunoprecipitated using antibodies against the modified histone. The
DNA is then sheared, protein cross-linking reversed, and the specific DNA fragments in-
teracting with the histone modifications are further analyzed by either PCR amplification,
hybridization to complementary DNA fragments on a microarray platform (ChIP-on-Chip)
or by incorporating ultra-deep sequencing of the resulting fragments (ChIP-Seq). The latter
has even been performed by direct sequencing of single DNA molecules using the HeliScope
Genetic Analysis platform, allowing the use of limited amounts of sample material without
bias-prone library construction (GOREN et al. 2010).

3.2 Non-Coding RNA

As most important tasks in the cell are performed by proteins, setting the research focus
on protein-coding DNA sequences seemed reasonable. Since the entire genomes has been
sequenced it has become apparent that only a tiny fraction of the human genome encodes
proteins, whereas most, if not all of the genome is transcribed into RNA. This revealed non-
protein-coding RNAs that control chromatin structure and genome stability (RANA 2007), but
also comprises ontogenetic interaction of genes and environment mediated through neuro-
transmitters, hormones, and cytokines that effect gene expression and phenotype. Small RNA
molecules, microRNAs of 18 to 24 nt in length, are highly conserved and expressed in several
species in a tissue and developmental stage specific manner. They are crucial for regula-
tion of important processes such as development, cell proliferation, differentiation, cell cycle
regulation, metabolism, and apoptosis. MicroRNAs are subjected to epigenetic changes such
as histone modifications and DNA methylation (Iorio et al. 2010), but are also involved in
regulation of the epigenetic machinery as they have been shown to target DNA methyltrans-
ferases, i.e., enzymes that specifically catalyze the transfer of methyl groups to DNA. Thus,
miRNA are contributing to the regulatory loop modulating target gene expression.

The September 2010 release of the microRNA database (miRBase) listed 940 Homo sapiens
miRNA sequences, and 665 for Bos taurus, for most of which the function is as yet unknown,
as each miRNA has hundreds of different conserved or non-conserved target genes. Apart from
finding the specific mechanisms by which miRNAs interfere with mRNA target genes to inhibit
translation, studies on miRNA expression are essential to unravel their function. Techniques
may include cDNA array hybridization as well as ultra-deep sequencing of small RNA fractions
(CrEIGHTON et al. 2009). Real time quantitative PCR (RT-qPCR) and microarray hybridiza-
tion approaches (HOSSAIN et al. 2009) as well as ultra-high throughput sequencing of miRNAs
(small RNA-seq) are popular and widely used profiling methods. All of these profiling ap-
proaches face significant introduction of bias. Normalization, often an underestimated aspect
of data processing, can minimize systematic technical or experimental variation and thus has
significant impact on the detection of differentially expressed miRNAs (MEYER et al. 2010).

3.3 DNA Methylation

DNA methylation in vertebrates comprises the addition of a methyl group at cytosine residues
in CG-dinucleotide context, mostly found in genomic regions that contain a high frequency
of CG sites called CpG islands. Originally established as a mechanism of host defense to
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silence foreign sequence elements by allowing the permanent deactivation of parasitic DNA
sequences, DNA methylation can provide genomic stability in highly repetitive regions. It is
the most stable of all epigenetic modifications.

DNA methylation is accomplished by DNA methyltransferases with de novo- or mainte-
nance properties. After DNA replication, the transiently hemimethylated strand is completed
by DNA methyltransferase 1, which is specific to hemimethylated, but not unmethylated,
CpG sites on the replicated strand. Thus, CG methylation patterns are passed on to the next
cell generation.

When CpG islands are located in promoter regions, DNA methylation is usually causing
translational repression. But methylation may also occur in gene bodies of actively tran-
scribed genes (HELLMAN and CHESs 2007), and the differential methylation of a single CpG
site might as well be of importance.

Developmental changes in DNA methylation occur primarily in the preimplantation em-
bryo and during primordial germ cell development. In addition, there is growing evidence
that changes of DNA methylation and associated gene expression occur during a later stage
of development, e.g. during postnatal organ development, which points towards an additional
role for DNA methylation in tissue specific differentiation (WATERLAND et al. 2009).

Holistic description of methylation patterns in physiological and pathological settings is
of great importance to understand the mechanisms by which global and local methylation pat-
terns designate the accessibility of genomic regions prone to transcriptional activity in certain
developmental settings. With this knowledge, epigenetic alterations leading to aberrant gene
expression patterns might then be used to explain diseases.

There are several methods for the detection of DNA methylation (5 methyl cytosine, 5mC).
Methylation information is erased during PCR amplification or cloning. Current DNA meth-
ylation analysis in either locus specific or global analyses often, but not always (in case of
capillary electrophoresis) (DE MONTERA et al. 2010), requires methyl-dependent DNA pre-
treatment either by enzymatic digestion, affinity enrichment or bisulfite conversion, followed
by different strategies to localize the 5meC in the sequence context (LAIRD 2010).

3.3.1 DNA Pretreatment — Enzyme Digestion

For enzyme digestion, the specificity of isoschizomeres for DNA cleavage is used to specifi-
cally cleave methylated and unmethylated sites. In case of Mspl/Hpall, Mspl cleaves both,
while Hpall only cleaves unmethylated CCGG (WAALWDK and FLAVELL 1978). A qualitative
assessment can then be made through standard or 2-D-Gel electrophoresis.

Restriction landmark genome scanning (RLGS) has been used as an early technique to
upscale this endonuclease based technique to a genome-wide surveillance tool (HATADA et
al. 1991). Here, genomic DNA is radioactively labeled at cleavage sites specific for a rare
cleaving methylation-sensitive restriction enzyme, size-fractionated in one dimension, further
digested with another more frequently occurring enzyme and separated in the second dimen-
sion to detect differences in the pattern of restriction fragments. Although gel electrophoretic
techniques are labor-intensive (LAIRD 2010) and may be difficult to standardize, RLGS has
been used to detect imprinted loci and sites that are highly methylated as in context of cancer.

Restriction fragmentation may be combined with methylated CpG island amplification
(MCA) and array hybridization (MCAM). Restriction fragments are adaptor ligated and PCR
amplified prior to array hybridization to reveal even subtle DNA methylation changes. With
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this approach, up to 2200 CpG island clones have been measured simultaneously (ESTECIO
et al. 2007). Only recently a hybridization microarray study with 3800 gene promoters was
used to epigenomically profile physiologically early postnatal liver development in the mouse
(WATERLAND et al. 2009). An important finding was that promoters undergoing methylation
changes tended not to be associated with CpG islands.

The MCAM results were compared to clonal bisulfite sequencing results as well as to
gene expression of the respective gene. In many cases, promoter methylation and gene ex-
pression correlated inversely as expected, but there was also an example of promoter methyla-
tion correlating directly with transcriptional activity in growing mice. Clearly, MCAM gener-
ally identifies not single CpG sites, but rather broad genomic regions undergoing methylation
changes. In most genes studied, developmental changes in promoter methylation were associ-
ated with expression changes, suggesting both that transcriptional inactivity attracts de novo
methylation, and that transcriptional activity can override DNA methylation and successively
induce developmental hypomethylation (WATERLAND et al. 2009).

Endonuclease digestion gives a modest resolution within each locus because of the average
distance of the cleavage sites. If this is combined with array quantification, the achieved resolu-
tion depends on the array composition, which may be adopted to advancing functional evidence.

The limited genomic coverage may be a concern regarding restriction enzyme-based ap-
proaches for methylation profiling. However, since variation in DNA methylation usually
occurs regionally (WEBER et al. 2007), MCAM enabled the identification of broad genomic
regions of differential DNA methylation (WEBER et al. 2007). Also, even though single-CpG
resolution is desirable, the fact that the methylation status of CpG sites within <1,000 bp is
significantly correlated (e.g., ~75 % for <100 bp) means that the ~100 bp resolution is suitable
for many applications (WATERLAND et al. 2009).

3.3.2 DNA Pretreatment — Affinity Enrichment

Methylated DNA Immunoprecipitation (MeDIP) involves the use of a specific antibody rec-
ognizing 5-methylcytidine (anti-5™C) of sonication fractionated, single stranded short DNA
strands. After binding and enrichment, the specific short strands carrying methylated CpGs
are released from the antibody by proteinase digestion in combination with heat and are
subsequently subjected to hybridization array (MeDIP-chip), PCR or ultra-deep sequencing
analysis (MeDIP-seq). Alternatively, the affinity capture may be done by using the biotin-
based binding to the methyl-CpG binding of the human methyl-CpG binding domain protein
2 (MBD2). If bead-coupled, the sheared DNA may remain double-stranded without the need
of denaturation and the elution process from the MBD2 protein may only involve restricted
washing, which may allow the fractionated sampling of methylated fragments resulting in a
higher resolution during subsequent analysis. A lower degree of DNA quality and quantity is
required for affinity enrichment than for endonuclease digestion (LAIRD 2010).

MeDIP is especially suited for genomic regions of high CpG density (WEBER et al. 2007),
and it provides a better genome coverage than restriction-enzyme based approaches.

A combination of MeDIP-chip along with MeDIP-seq of the same mature human sper-
matozoa DNA sample was shown to provide absolute DNA methylation levels across a range
of CpG densities (including CpG-poor regions) and gave strong correlations with bisulfite-
PCR sequencing controls, allowing DNA methylation measurements at individual CpG sites
(DownN et al. 2008).
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3.3.3 DNA Pretreatment — Bisulphite Conversion

The treatment of denatured genomic DNA with sodium bisulphite chemically deaminates
unmethylated cytosine (C) residues to uracil (U) much more rapidly than methylated cyto-
sines. The resulting bisulphite treated stable DNA may be analyzed by either PCR ampli-
fication, CpG array hybridization or direct sequencing with respect to the unchanged CG
(methylated site) or converted CG (unmethylated site), providing that the genomic refer-
ence sequence is known.

The gold standard for methylation analysis on a single nucleotide resolution is pyro-
sequencing. Pyrosequencing is a real-time, step-by-step sequencing procedure that allows
quantification of the amount of a certain nucleotide at a certain site. The underlying principle
is that a polymerase bound to a template-strand specifically incorporates the complementary
nucleotide. After incorporation, pyrophosphate is generated, turned into ATP (sulfurylase)
and subsequently into a quantifiable light impulse (luciferase). Excess nucleotides are then
degraded by apyrase, after which the next nucleotide in sequence context is injected into the
reaction chamber. DNA amplification of bisulphate converted DNA by PCR, an obligatory
step to obtain sufficient amounts of DNA for pyrosequencing, is difficult to perform because
the DNA strand merely consists of only three nucleotides instead of four, giving a much lesser
complexity together with a higher sequence redundancy.

Initially, the genomewide analysis of bisulphite converted DNA was performed using a
synchronous analysis of locus-specific assays which required the amplification of known re-
gions before oligonucleotide array hybridization. The GoldenGate BeadArray by Illumina
adopted a high-throughput single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping system to
DNA methylation detection, based on genotyping the C/T polymorphism of bisulfite-convert-
ed genomic DNA. Multiplexed methylationspecific primer extension of bisulphite-converted
DNA of more than 1,500 different CpG sites was performed using methylated and unmethyl-
ated specific primers at each methylated site under investigation (BIBIKOVA et al. 2006). This
method is especially compatible to use with formalin-fized paraffin-embedded tissue, which
is partly degraded, because the bisulphite treatment causes substantial DNA degradation. In
general, the demands for high quality DNA with respect to purity and integrity are lower as
compared to enzyme treatment, and DNA purification is always needed to remove the so-
dium bisulphite after conversion (LAIRD 2010). The bisulfite conversion protocol is indeed a
bottleneck for a robust methylation profiling assay because incomplete conversion of cytosine
to uracil can result in appearance of false-positive methylation signals, and can reduce the
overall quality of the assay data. To date, reliable commercial kits are available and suitable
internal controls can monitor conversion efficiency.

For reduced representation bisulphite sequencing (RRBS), genomic DNA is digested
with a restriction enzyme, size selected, end-repaired and fitted with methylated NGS (II-
lumina/Solexa) adapters prior to bisulfite treatment and PCR enrichment. Sequenced reads
are aligned to a reference genome to infer methylation levels. About 1.0 million distinct CpG
dinucleotides were analyzed, from which about half were located in a CpG island context
(MEISSNER et al. 2008). Interestingly, it was found that DNA methylation patterns better cor-
related with histone methylation patterns than with the underlying genome sequence context,
and that specifically regulatory regions outside of core promoters were prone to methylation
changes during cellular differentiation (MEISSNER et al. 2008).
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DNA methylation profiling of human chromosomes 22 by bisulfite DNA treatment followed
by DNA sequencing allowed the analysis of high-resolution methylation profiles of ~1.9 mil-
lion CpG methylation values derived from 12 different tissues (ECKHARDT et al. 2006).

For global methylation analysis, enzyme digestion may be combined with pyrosequencing
in a Luminometric Methylation Assay (LUMA) (KaRrmmI et al. 2006). In case of globally un-
methylated DNA, both Mspl and Hpall are able to cleave the restriction sites equally, result-
ing in a ratio of 1, whereas in a methylated state, Hpall will cleave fewer sites. LUMA cannot
measure total cytosine methylation within the genome, as is achieved by HPLC or mass
spectroscopy. About 50 % of the Hpall/Mspl recognition sequence 5'-CCGG-3' are located in
repetitive and 50 % in unique DNA sequences, and even though these are accumulated at CpG
islands, CpG islands only comprise about 1 % of the genome (FAzzARI and GREALLY 2004).
Therefore, methylation effects measured by LUMA are dominated by methylation outside of
CpG islands within simple repeat sequences such as DNA satellites and transposons. These
are thought to play a critical role in genomic defense and structural integrity by silencing the
expression of transposable elements that may cause chromosomal rearrangements and trans-
locations (WILSON et al. 2007). Thus, LUMA provides an alternative approach to HPLC or
mass spectroscopy for the estimation of global DNA methylation.

3.3.4 Which Technique to Use? Considering Different DNA Methylation Approaches

The number of samples to be analyzed, the quality and quantity of DNA as well as the de-
sired coverage and resolution of the genome will determine the technique to be used for
DNA methylation analysis. The number of sample throughput may be increased with highly
automated techniques, but investment and reagent costs are concomitantly intensive. To date,
enzyme-based and affinity-enrichment methods are labor intensive and thus exclude the pos-
sibility of large up-scaling (LAIRD 2010).

Accuracy and reproducibility, allele specificity, polymorphisms and copy-number varia-
tion as well as sensitivity are additional features which must be considered by interpreting
results from different techniques used (LAIRD 2010).

As a principle, two genomic alleles in each cell can either be both methylated, both un-
methylated, or there may be monoallelic methylation as in many imprinted genes. It is impor-
tant to consider that as samples normally derive from a collection of cells, a tissue may have
an average methylation level at a single genomic locus across many DNA molecules. Clonal
bisulfite sequencing results can provide a discrete resolution of methylation patterns corre-
sponding to single DNA molecules of single cells. Many other analyses, e.g. pyrosequencing,
comprise of a large number of target sequences along individual DNA molecules providing
an average percentage of methylation at each locus or CpG site.

Potential source of bias affect accuracy and reproducibility, e.g. in terms of copy-number
variation for MeDIP approaches (LAIRD 2010). There is a fragment-size bias if enzyme-based
methods are used. Hybridization efficiency or library construction efficiency for deep se-
quencing may cause a bias as well. Incomplete bisulphite conversion might cause bisulphite
PCR bias as well as incomplete denaturation or reannealing, or differential PCR efficiency
for methylated and unmethylated sequence contexts. A bias due to cross-hybridization may
be a problem in any array context, as well as GC content and CpG density bias in ultra-deep
sequencing approaches.
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Depending on the organism to be studied, there might not be commercially available hy-
bridization arrays, and as mentioned above, for ultra-deep sequencing there is the need for a
reference sequence of the species to be studied.

4. Future Challenges

In the year 2000, a human genome working draft with a 10 x coverage took about 10 years to
complete at a cost of $ 3,000,000,000. Eight years later, the major genome centers were able
to sequence the same number of nucleotides every 4 days, which was achieved in around 4
hours in 2009 ($ 25,000). In 2010, a 10 x human genome coverage is achieved every 14 min-
utes for approximately $5,000. The bioinformatics revolution lags far behind, so that today’s
challenges are to cope with the data surge. Statistical issues in DNA methylation analysis
are currently being addressed (reviewed in LAIRD 2010). There are advancements, e.g. the
MeDIP-seq data of DowN et al. (2008) mentioned earlier were integrated into the rapidly
growing database of the National Institutes of Health, US, Roadmap Epigenomic Project
Initiative (http://www.roadmapepigenomics.org/). It is of great excitement to think of an in-
tegrated high-resolution DNA methylation profile, a methylome (BECK and RAKYAN 2008),
linking the level of epigenetics with the currently available -omics (e.g. genome, transcrip-
tome, proteome, metabolome, secretome). Other than the genome, certainly the mammalian
methylome is most likely specific for species, organ, cell type, developmental stage, and
labile to environmental cues. By elucidating the potential epigenetic basis for developmental
programming and phenotypic variation, a dynamic understanding of the role of epigenetics
will be on hand.

As technical development proceeds, the introduction of 3" Generation Sequencing tech-
nology like the nanopore sequencing (BRANTON et al. 2008) is likely to once more drive the
possibilities for gathering genomic information on the dynamic epigenome on a single-base-
pair resolution. Nanopore sequencing utilizes the nanopore-based device providing single-
molecule detection by electrophoretically driving molecules in solution through a nano-scale
pore which is then most probably able to reliably distinguish methylated from non-methylat-
ed cytosine molecules directly.

5. Conclusion

An endogenous or exogenous impact that may be small at a critical point in time may lead to
an unexpected outcome. However, there are critical and less critical windows to challenges,
and not all tissues or cell types are involved in the same way. The interaction of environmental
signals and gene expression may be realized at the level of the epigenome.

The epigenome comprises the individual adaptation to environmental challenges result-
ing in gene expression patterns that are heritable and may emerge as transgenerational effect.
A flexible, dynamic epigenome opens a window for short-term modulatory actions due to a
change of settings.

A single gene (as well as a casual mutation) can cause a distinct phenotype. However,
there are numerous examples for a number of genes that may as well underlie a complex
phenotype, and a single gene may be involved in different phenotypic expression. Therefore,
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assembling the levels of genome, transcriptome, proteome and metabolome may enable the
explanation of phenotypic variation. Implementing the epigenome (comprising methylome as
well as chromatin state) as an additional regulatory level can add substantial merit to explain-
ing the phenotype.

To date, there is a lack of knowledge on how genes, genomes and chromatin are regulated
during normal development, health and disease. Current and future genome-wide methods to
study epigenetic modifications, epigenomics, may help to unravel the complexity of gene regu-
lation. Using extensive bioinformatical approaches, future read-outs may unravel further func-
tional interactions between the different regulatory levels on a gene- and genome-wide scale.

With the availability of the genome sequence of taurine cattle (ELsIK et al. 2009), a basis
has been established for an increased understanding of genetic variation of livestock. Tran-
scriptomics as well as proteomic and metabolomic approaches are well under way into animal
sciences, e.g. own studies specifically focusing on the physiology of early bovine preim-
plantation events attempting to understand early embryonic losses (BAUERSACHS et al. 2008,
2009, BERENDT et al. 2005, 2009, GROEBNER et al. 2011, ULBRICH et al. 2009).

Unraveling the epigenome may not only increase the knowledge on potentially important
molecules involved, but may also significantly impact the assessment of environmental fac-
tors as key events constituting performance. In animal sciences, an integration of this concept
into current breeding strategies may include the selection of a suitable epigenotype in addi-
tion to the genotype.
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Zusammenfassung

Die rasche Entwicklung neuer Methoden zur Genomanalyse hat zu einer Situation gefiihrt, in der uns zwar umfang-
reiche, meist 6ffentlich zugédngliche Datensétze zur Verfiigung stehen, deren Integration, biologisch sinnvolle Vernet-
zung und Interpretation aber noch immer eine Herausforderung bleiben, die erst in den letzten Jahren mit neuesten
bioinformatischen Ansitzen fiir den praktischen Tierziichter brauchbare Ergebnisse liefern kann. Deswegen stellen
wir in diesem Beitrag eine neue, auf eine grafische Darstellung in Form einer Genkarte gestiitzte, Strategie vor, die
die Integration verschiedener Datentypen ermoglicht.

Abstract

As a consequence of rapid methodological development in the field of genome analysis, we are faced with the situ-
ation where huge data sets are available, often in the public domain. However, their integration, establishment of
biological networks and comprehensive interpretation still represent a challenge which just recently with the devel-
opment of novel bioinformatics tools became a feasible task. Data integration and causal interconnection of different
pieces of evidence can certainly deliver useful information also for practical animal breeding. Therefore, we here
present a new, gene map based, approach for representation and integration of different types of data which allows a
new holistic approach to farm animal genome analysis.

1. Einleitung (Problemstellung)

Die verschiedenen Versuchsansitze, die methodologisch von Genomsequenzierung iiber tran-
skriptomische, proteomische, metabolomische und interaktomische Studien bis zur Quatita-
tive-Trait-Locus (QTL)-Kartierung und zu Assoziationsstudien reichen, produzieren in der
Regel groBle Datensitze, die zwar eine Fiille von detaillierten Informationen liefern, deren
Integration und komplexe Interpretation aber die Entwicklung von neuen bioinformatischen
Ansitzen verlangt. Oft ist eine direkte Verkoppelung von Daten aus verschiedenen Versuchs-
ansétzen nicht moglich und verlangt nach einer gemeinsamen Plattform, die anhand der In-
tegration verschiedener Datentypen neue Schlussfolgerungen erlauben wiirde. In den letzten
Jahren wurden einige bioinformatische Werkzeuge entwickelt, die die kausale Verkniipfung
von Genen, Proteinen und regulatorischen RNA-Molekiilen ermoglichen.

In diesem Beitrag stellen wir eine Strategie vor, die auf der Integration verschiedener Da-
tentypen, die von unterschiedlichen Tierarten und Tiermodellen stammen, in Form einer inte-
grierten Genkarte beruht. Mit der Strategie versuchen wir, die Vorteile der komparativen Ge-
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Assoziations-
studien

Abb. 1 Umfangreiche Datensitze aus unterschiedlichen Quellen stehen in 6ffentlichen Datensammlungen zur Ver-
fligung.

nomik mit der Aussagekraft der graphischen Visualisierung zu kombinieren. Die Verwendung
von verschiedenen bioinformatischen Ansitzen wird an den Beispielen von mitochondrialem
Transkriptionsfaktor TFAM, ménnlichen Reproduktionsmerkmalen und der Genexpression
in der Milchdriise illustriert.

2. In-silico-Klonierung

In den Situationen, wo die Sequenzdaten nicht im benétigten Umfang und nicht fiir die Tierar-
ten, die im Mittelpunkt unseres Interesses stehen, zur Verfiigung stehen, miissen wir Strategi-
en entwickeln, die es uns ermdglichen, die benotigten Daten zu gewinnen und sie zur Losung
der biologischen Fragestellung anzuwenden. In-silico-Klonierung ist eine solche Strategie,
die uns mit der Kombination von DNA- und cDNA-Sequenzinformation und mit vergleichen-
der Sequenzanalyse bei verschiedenen Arten ermoglicht, die fehlenden Sequenzabschnitte
zu rekonstruieren. Die Strategie ist besonders brauchbar in Situationen, wo die gesamte Ge-
nomsequenz der untersuchten Tierart nicht vorhanden ist. Trotz einer tiglich wachsenden
Anzahl sequenzierter tierischer Genome werden wir in der Tierzucht noch einige Zeit mit
fehlenden oder nicht liickenlos sequenzierten Genomabschnitten zu tun haben (The Bovine
Genome Sequencing and Analysis Consortium 2009). Eine zusitzliche Komplikation diirften
die rassenspezifischen Unterschiede darstellen, die einen direkten Vergleich von homologen
Genregionen zusitzlich erschweren. Eine direkte Folge von solchen Unterschieden stellt die
Inkonsistenz der informativen Markerloci und QTL zwischen den Rassen dar. Im Folgenden
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werden wir die Strategie am Beispiel des Rindergens fiir den mitochondrialen Transkriptions-
faktor A (TFAM-Gen, TFAM — Mitochondrial Transcription Factor A) erldutern.

Als wir mit der Analyse der Rinder-TFAM-Region begonnen haben, lagen uns weder
eine vollstindige cDNA noch eine liickenlose genomische DNA-Sequenz in dem Bereich
vor. Zum Gliick waren in den 6ffentlichen Datenbanken Sequenzen von ldngeren Abschnitten
(Contigs) des Rindergenoms in der Region vorhanden sowie auch die gesamte Sequenz fiir
die menschliche TFAM-cDNA.

R Contigd5319 Contig729099 Contig138856
e 1) 11,965bp 800 bp 3,849bp
2 \PCR-Ziel Sequenzieren

Rinder genomische TFAM DNA: 16,6666bp

|1

Vergleich der cDNA und
genomischer DNA

Kodierende
Sequenz

Menschliche TFAM DNA:NM_003201

Cattle TFAM c DNA: 2,259bp

2

DN286575 DN285251 CN793484
837bp 860bp 634bp

Abb. 2 Strategie fiir In-silico-Klonierung des Rindergens fiir den mitochondrialen Transkriptionsfaktor TFAM
(adaptiert von JIANG et al. 2005).

Die Strategie wurde in drei Schritte unterteilt: (/.) BLAST!-Suche mit vollstindiger cDNA-Se-
quenz nach genomischen Rindersequenzen, die eine hohe Sequenzhomologie mit der menschli-
chen cDNA aufwiesen, (2.) Sequenzannotation der EST2-Sequenzen und genomischer Rinder-
fragmente, um Primer entwerfen zu konnen, die SchlieBung der Liicken und die Konstruktion
der gesamten Rinder-TFAM-cDNA ermoglichen wiirden, und (3.) Vergleich der genomischen
und cDNA-Sequenzen, um die genomische Organisation der TFAM-kodierenden Region beim
Rind voraussagen zu konnen. Um eine vollstindige genomische Sequenz zu erstellen, war es
notwendig, zwei Sequenzliicken mit gezielter PCR und nachfolgender Sequenzierung der PCR-
Produkte zu schlieflen. Die detaillierte Strategie ist in der Abbildung 2 dargestellt.

1 BLAST - Basic Local Alignment Search Tool.
2 EST - Expressed Sequence Tag.
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Die weitere Analyse der genomischen Sequenz des Rinder-TFAM-Gens hat spiter zur Ent-
deckung des doppelten Polymorphismus in der Promotorregion gefiihrt, der mit der Fettan-
lagerung und dem Verfettungsgrad assoziiert ist. Dieses Beispiel zeigt, wie man erfolgreich
oft fragmentierte cDNA- und genomische DNA-Sequenzen zusammenfiigen kann und so
verschiedene Informationsquellen zur Losung des biologischen Problems verwenden kann.
Die Vergleiche der Exon/Intron-Struktur bei verschiedenen Tierarten und die Sequenzierung
der TFAM-mRNA aus unterschiedlichen Geweben haben beim Schwein ein alternatives Aus-
schneiden der Exone festgestellt, das anhand der bei anderen Tierarten bekannten evolutionsmi-
Big hochkonservierten Exon/Intron-Organisation entdeckt werden konnte (Abb. 3). Allerdings
sind die biologische Relevanz verschiedener TFAM-Varianten und die gewebespezifische Ver-
teilung unterschiedlicher Formen noch nicht bekannt. Zwei unterschiedliche mRNA-Formen
fiir TFAM-mRNA beim Schwein unterscheiden sich genau um ein ganzes Exon, das in der
kurzen Form zusammen mit den Introns 2 und 3 ausgeschnitten wird, und in einer mRNA, die
um 102 bp kiirzer als die lange Form ist, was eine Deletion von 34 Aminosiuren zur Folge hat.

AGATTTGGCCAGATGACCTAARAALG AGATTTGGACAGATGATC TAAAAG

W

Abb. 3 Zwei eng gekoppelte Polymorphismen (C/A und C/T) im Promotor des Rinder-TFAM-Gens, das mit Fett-
anlagerung und Verfettungsgrad assoziiert ist. Links ist eine doppelte CC/CC-Homozygote und rechts ein doppelte
AA/TT-Homozygote dargestellt (nach JIANG et al. 2005).

Die Vorteile der vergleichenden Genomanalyse liegen u. a. auch bei der Identifizierung der Regu-
lationselemente, die oft zwischen den Tierarten hochkonserviert und von grof3er Bedeutung sind.

Ein Beispiel fiir die evolutionsméBig erhaltene regulatorische Region im Genom verschie-
dener Wirbeltiere stellt auch die Zielregion fiir die Mikro-RNA miR-27ab dar, die in der
3’-untranslatierten Region des Genes fiir TFAM liegt. Die Regulation der TFAM-Expression
beruht auf der Bindung der miR-27ab an die hochkonservierte Stelle, die die Verwendung
der mRNA als Matrize fiir die Proteinsynthese verhindert (Abb. 4). Die Identifizierung von
solchen Regulationselementen ermoglicht vergleichende Analysen von Mechanismen, die an
der komplexen Steuerung der Genexpression beteiligt sind.

3. Integration von verschiedenen Datentypen

Komplexe Eigenschaften, die in der Tierzucht oft im Zentrum des ziichterischen Interesses
stehen, sind oft Gegenstand unterschiedlichster Analyseverfahren. Auch die Informationen,
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Abb. 4 Kurze, der Pfeil kennzeichnet die Stelle, wo eine 102 bp lange Deletion stattfindet (obere Reihe), und lange
Form der Schweine-TFAM-mRNA (untere zwei Reihen) (nach MILOSEVIC BERLIC et al. 2003)

die wir iiber komplexe Merkmale sammeln, sind oft sehr unterschiedlich und untereinander
nicht direkt vergleichbar. So haben wir z. B. fiir die ménnliche Fruchtbarkeit Daten iiber Sa-
mengqualitiit, die normalerweise die Anzahl von Spermien, deren Mobilitét und Befruchtungs-
kapazitit beinhalten, Daten von Mutationen in verschiedenen Genen, die sich in verminderter
Befruchtungsfihigkeit widerspiegeln, Angaben iiber Entwicklungsstorungen des ménnlichen
Genitaltrakts, die die Befruchtungsfihigkeit der Tridger beeinflussen, Daten von Modell-
organismen, die als Folge unterschiedlicher Mutationen verringerte Fruchtbarkeit aufweisen,
epigenetische Daten usw. (Abb. 5).

Da so unterschiedliche Daten schwer zu vereinen und gemeinsam zu interpretieren sind,
bietet sich als eine Moglichkeit an, diese Daten auf einer Chromosomenkarte zu integrieren,
um einen besseren Uberblick zu gewinnen (Abb. 6). So gewonnene Daten koénnen dann fiir
verschiedene bioinformatische Analysen verwendet werden, die eine komplexere Dateninter-
pretation ermoglichen. Dazu werden oft Programme verwendet, die auf kausalen Zusammen-
hingen zwischen Genen und Chromosomenregionen, auf Annotierungsdaten und bekannten
Zusammenhingen zwischen Genprodukten beruhen.

Leider ist die Qualitdt der Genomannotierung noch immer relativ schlecht, und die Da-
tensammlungen, die eine gegenseitige Verkniipfung von Genen, deren Produkten und deren
Integration in komplexere Netzwerke ermoglichen, sind noch immer sehr mangelhaft. Ande-
rerseits bieten aber gerade solche Analysen die Identifizierung von Genen und Genprodukten,
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Abb. 5 Durch die Evolution der Wirbeltiere erhaltene Bindungsstelle fiir die Mikro-RNA miR-27ab. Die Abkiir-
zungen bedeuten: Bta: Bos taurus; Mmu: Mus musculus; Ocu: Oryctolagus cuniculus; Eeu: Erinaceus europaeus;

Cfa: Canis familiaris; Dno: Dasypus novemcinctus; Laf: Loxodonta africana; Mdo: Monodelphis domestica; Oan:
Ornithorhynchus anatinus (nach Kunes et al. 2009).

Knock-out-Modelle miRNA-Daten-
QTL-Sammlung sammlung
CattteQTLdn | MGY s
(http://www.animalgenome.org/) (http://www.informatics.jax.org) (http://www.mirbase.org/)
A
Modell- Syndrome
organismen OMIM . @i
(http://www.flybase.org/) OMIA |
. _ Py e ————— 1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
(http://www.wormbase.org/) Y entrez?db=omia)

% Literaturdatensammlungen:
— Expressionsexperimente

151 Web of — Assoziationsstudien Pu b ed
s o Epigenetik

(http:/wmw.isiknowleddge.com/) ~ Proteomic (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/)

Abb. 6 Datenintegration aus unterschiedlichen Quellen: Artspezifische QTL-Sammlung (Cattle QTLdb), Maus-
Knock-out-Modelle, miRNA-Datensammlung, Daten von Modellorganismen (D. melanogaster, C. elegans), Daten-
sammlung von klinischen Merkmalen (OMIM; OMIA) und Literatur-Datensammlungen

die in bestimmten regulatorischen Wegen wichtige Rollen spielen, aber experimentell mit
einzelnen Merkmalen noch nicht in Verbindung gebracht wurden (OGOREvC et al. 2011).
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Abb. 7 Teil der menschlichen Chromosomenkarte mit Kandidatengenen fiir Kryptorchismus (Chromosomen 1-7).
Die Daten aus unterschiedlichen Quellen sind mit unterschiedlichen Farben gekennzeichnet: Klinische Syndrome
(blau), Knock-out- und Gentransfer-Experimente (Maus-Modelle) (schwarz), Chromosomenaberrationen (lila), As-
soziationsstudien (griin), Expressionsexperimente (hellblau), assoziiert mit Kryptorchismus (unterschiedliche Stu-
dienansitze) (rot) (nach OGorEvC et al. 2009)

Gerade das ist eine wichtige Stirke solcher Analysen, die oft sogenannte Missing links aufde-
cken helfen. So konnen die Gene, die experimentell schwer zu identifizieren sind, mit solchen
Netzwerkanalysen gefunden werden, darunter auch Gene mit wichtigen regulatorischen und
Signalfunktionen. Unter zahlreichen Programmpaketen, die solche Analysen ermoglichen,
ist die sogenannte IPA (Ingenuity Pathway Analysis) eine sehr oft verwendete Moglichkeit
(JEMENEZ-MARIN et al. 2009).

4. Sequenzdatenvergleich zwischen den Arten

Sequenzdatenvergleiche zwischen den Arten konnen besonders hilfreich sein, wenn man
entweder feine Unterschiede zwischen Genprodukten bei verschiedenen Arten sucht oder
gemeinsame Regulationsmechanismen fiir eine Genfamilie aufdecken mochte (Dovc et al.
2006). Ein Beispiel fiir die erste Fragestellung konnte der Sequenzvergleich von Kaseinen
zwischen den Arten, unter besonderer Beriicksichtigung der potenziellen Antigenwirkung
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einigen Milcharten, sein. Ein gutes Beispiel dafiir ist der Vergleich der Kaseinsequenzen ver-
schiedener Arten und derer potenziellen Immunogenitit fiir den Menschen. Der Vergleich
der Aminosaduresequenzen der Kaseine verschiedener Sdugetierarten zeigt, dass die hochste
Sequenzihnlichkeit auf der Aminosidureebene zwischen Mensch und Pferd besteht, wodurch
sich auch die wesentlich niedrigere Immunogenitit der Pferdemilch im Vergleich mit der
Milch von Wiederkduern fiir den Menschen ergibt. Dadurch lidsst sich auch die empirische
Beobachtung erkliren, dass Kinder, die auf Kuh- oder Ziegenmilch allergisch reagieren, oft
keine Reaktion auf Stutenmilch zeigen. Hochstwahrscheinlich sind in Wiederkduermilch ei-
nige Oligopeptide mit immunogener Wirkung enthalten, die in der Stutenmilch fehlen.

Tab.1 Vergleich der Gensequenzen und Aminoséduresequenzen der Kaseine von Kamel, Schwein, Mensch, Rind,
Schaf und Ziege mit Pferdesequenzen. Die Ahnlichkeit der Sequenzen ist ausgedruckt in Prozenten.

Pferd o (%) o ;-Protein (%) B (%) B-Protein (%) K (%) K-Protein (%)
Kamel 7 4 7 5 8 6
Schwein 7 4 7 5 8 6
Mensch 7 5 7 5 8 6
Rind 7 3 7 5 7 5
Schaf 6 3 7 5 7 6
Ziege 7 4 7 5 7 5

Andererseits zeigt der Vergleich der Promotorregionen der Laktoproteingene auffallende
Ahnlichkeiten, die eine Uberlegung in die Richtung des universellen Laktoproteinpromotors
moglich machen (HoBor et al. 2008). Die Bindungsstellen fiir spezifische Transkriptionsfak-
toren, die liber eine gewebespezifische und hormonal abhingige Genexpression entscheiden,
konnen in den meisten Promotoren der Laktoproteingene gefunden werden (Abb. 8).
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Abb. 8 Schematische Darstellung der Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren in den Promotorregionen des
k-Kasein-Gens (CSN3) bei verschiedenen Sdugetierarten
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Wie schon vorher angedeutet, sind Vergleiche der Genstruktur zwischen den Arten sehr hilf-
reich bei der Entdeckung der verschiedenen Prozessierungsvarianten der mRNAs. Hier wer-
den wir an einem Beispiel der mRNA-Prozessierung des a,;-Kaseingentranskriptes bei der
Stute erldutern, wie man die Konservierung der Splice-Stellen fiir die Strukturanalyse ver-
wenden kann. Fiir die vorausgesagte Exon/Intron-Struktur wurden Primerpaare konstruiert
und unterschiedliche Langen der Transkripte untersucht. In der Abbildung 9 ist der alternative
Ausschluss der Exons 8 und 15 im a,;-Kaseingentranskript dargestellt.

as;—Exon 8 as —Exson 15
1 2 3 1 2 3

e4 e8 el0 - e13 el5 el8
| B B BEIEEEEEK: = = S s

Abb. 9 Alternativer Ausschluss der Exons 8 und 15 im a;-Kaseingentranskript, getestet mit zwei Primerpaaren, die
die Exons 8 und 15 im priméren Transkript iiberbriicken.

5. Vergleichende Funktionsanalyse

Die Entdeckung eines Regulationselementes, wie z. B. des Splice-Elementes, dass auch auf
grofe Distanz eine iiberzeugende Wirkung auf die Splice-Maschinerie ausiibt, hat in verschie-
denen Systemen (/n-vitro-Systeme, tierische und menschliche Zellkulturen) einen universel-
len Einfluss auf das Regime der mRNA-Prozessierung gezeigt (LENASI et al. 2006). Diese
universelle Wirkung unterstiitzt die relativ neue Hypothese, dass mRNA-Prozessierung nicht
posttranskriptionell, sondern kotranskriptionell stattfindet (Abb. 10).

pol RNA \ DNA
1

Abb. 10 Die rdumliche Nihe des Regulationselementes im Intron I und im Promotor ist Voraussetzung fiir die
Steuerung der mRNA-Prozessierung durch proximale Promotorelemente. Das impliziert, dass mRNA-Splicing ko-
transkriptionell erfolgt (LENASI et al. 2006).
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6. Gen- und Merkmalsontologie

Die Ontologie der Gene und Merkmale ist bei der Interpretation der genomischen Daten
von zentraler Bedeutung. Oft sind biologische Funktionen einzelner Gene nur spérlich be-
kannt und verhindern deswegen eine komplexere Vernetzung einzelner Gene in komplexeren
Netzwerken. Wie mangelhaft die Genannotierung auch bei den Arten mit vollstindig sequen-
ziertem Genom sein mag, zeigt die Tatsache, dass im Rindergenom nur 22 Gene mit einer so
komplexen Eigenschaft wie Laktation verbunden sind (LEMAY et al. 2009). Deswegen ist es
erforderlich, den wesentlichen Aufwand in die Verbesserung der Genannotationen zu inves-
tieren und damit die Aussagekraft der bioinformatischen Werkzeuge zu verbessern.

7. Grafische Integration von genomischen Daten

Da die genomischen Daten oft fragmentiert sind und aus unterschiedlichen Quellen, die nicht
unbedingt direkt vergleichbar sind, stammen, bietet sich als ein gemeinsamer Nenner fiir die
Dateninterpretation an, sie in eine komplexe Genkarte zu integrieren und aus der Kolokalisa-
tion der verschiedenen Evidenzen auf die funktionelle Bedeutung der einzelnen Genregionen
zu schlieBen. Bei dieser Strategie sind die Regionen, die multiple (oft aus sehr unterschiedli-

G - @ % a ([ bwsidairyvis. fi.unsiDaryis/Deiyis il v -] [*8- cocce Pl-=8
J | DairyVis: An interactive web-based t... | + | ‘T

| Cattle Mammary Gland and Mastitis Map |

[H o
BTA7 BTAB BTA9 BTA10

I | : ‘| o
] U A

B “' :|' " "

BTA1 BTA2 BTA3 BTA4 BTAS

HH H B h
BTA11 —BTa12  Braq BT84 gmaie  @radE  prad BTa1

DS~ @d M
wEa s —~~0W0

Detailed chromosome map Hide
It BTA 1
il R
i CXCL14 SERP{ FAMB2C
| . NFKBIZ cP UBAS PFKL COLQ
CLDNE BTG3 POU1F1 b b RBP1 ETS2
! [ t 1 1 1 t 1 1 t 1 1 1 t 1 1 t 1 —
" BTA2 oM 10M 208 30M  40M  50M  60M  7OM  80M  90M 100M 110M  120M 130M 140M 150M  160M

Save to PNG Exportto CSV

Abb. 11 Beispiel der Genkarte des Rinderchromosoms Nr. 1 mit eingetragenen kodierenden Regionen (blau), Mar-
kern (violett) und miRNA-Genen (griin), die mit Laktationseigenschaften verbunden sind.
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chen Quellen stemmende) Hinweise beinhalten, vielversprechend. Solche Regionen sind fiir
die Forscher oft ein Hinweis darauf, wo eine detailliertere Analyse angebracht sein konnte.
In unserem Labor haben wir eine integrierte Datensammlung, die Daten aus unterschiedli-
chen Quellen einschlie3t, aufgestellt und mit einem graphischen Interface die Darstellung
dieser Informationen auf der Genkarte ermdglicht. Die Applikation steht unter dem Namen
DairyVis (http://dairyvis.biolab.si/Dairy Vis/Dairy Vis.html) den Laktationsforschern im In-
ternet zur Verfiigung. Diese Darstellung bietet einen holistischen Zugang zu einer komplexen
Interpretation der genetischen Architektur der Laktationsmerkmale. Ein Ausschnitt aus der
Datenbank ist in der Abbildung 11 dargestellt.

8. Zukunftserwartungen

Es ist zu erwarten, dass die Fiille der genomischen Informationen in den kommenden Jahren
ungemein wachsen wird und dass der Bedarf nach immer aussagekriftigeren bioinformati-
schen Werkzeugen stidndig zunehmen wird. Die Integration des funktionellen Wissens tiiber
Genfunktionen und die stindig wachsende Anzahl an fiir die Genfunktion bedeutenden Mu-
tationen wird es ermoglichen, die Identifizierung der wichtigsten genomischen Varianten,
die einen grofien Teil der genetischen Variation verursachen, zu erkldren. Bei allen partiellen
Verkniipfungen zwischen einzelnen Genen wird die holistische, komplexe Strategie fiir die
Interpretation der Genomfunktion noch immer eine zentrale Rolle spielen. Am Ende muss
noch einmal ausdriicklich betont werden, dass auch noch so komplexe bioinformatische Vor-
aussagen nicht die unumgingliche funktionale Uberpriifung der Zusammenhiinge im leben-
den Organismus oder in entsprechenden Zellmodellen ersetzen werden konnen.
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Y-chromosomale Vererbung

Barbara WALLNER und Gottfried BREM ML, kMOAW (Wien, Osterreich)
Mit 4 Abbildungen

Zusammenfassung

Das Y-Chromosom ist das kleinste Chromosom und liegt bei minnlichen Plazentatieren in jeder Zelle in einfacher
Kopie vor. Mit Ausnahme der pseudoautosomalen Region rekombiniert es wihrend der Meiose nicht und wird rein
paternal vererbt. Da es, abgesehen von spontanen Mutationen, unverindert vom Vater an den Sohn weitergegeben
wird, konnen variable Y-chromsomale Marker beim Menschen und den Haussédugetieren zur Charakterisierung pa-
ternaler Linien verwendet und viterlich vererbte Y-chromosomale Haplotypen der rein matroklin vererbten mito-
chondrialen DNA (mtDNA) gegeniibergestellt werden. In der Pferdezucht sind viterliche Stammbzume mit wenigen
Griindertieren von besonderer Bedeutung. So geht die Population der heutigen Lipizzaner im Wesentlichen auf nur
8 Griinderhengste, deren Linien bis heute die Lipizzaner reprisentieren, zuriick. Die Untersuchung von 16 Lipizza-
nerhengsten und 49 Hengsten aus 32 weiteren Pferderassen ergab jedoch fiir alle Tiere denselben Y-chromosomalen
Haplotyp. Das Pferd weist als einzige Haustierspezies die genetische Besonderheit auf, dass am Y-Chromosom au-
Berhalb der pseudoautosomalen Region keine Variabilitit nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu wurden
bei allen Pferderassen sehr viele mtDNA-Varianten detektiert. Das Phdnomen eines monomorphen Y-Chromosoms
bei gleichzeitig hoher mitochondrialer Variabilitit, lasst sich durch ein starkes Geschlechtsungleichgewicht zuguns-
ten der Stuten wihrend der Entstehungsgeschichte des Pferdes und in der modernen Pferdezucht erkldren.

Abstract

The Y chromosome has useful properties for studies of molecular evolution. Except for the pseudoautosomal re-
gion it is inherited paternally and does not recombine. It can be used to construct patrilineal genealogy cladograms
complementary to those based on maternally inherited mitochondrial DNA. Paternal lines play an important role in
animal especially in horse breeding. 8 lines originating from founder stallions of different breeds have been estab-
lished during the Lipizzan breed’s history. But a screening for single-nucleotide polymorphisms and Y-chromosomal
microsatellite variation in 16 Lipizzan stallions and 49 stallions from 32 further breeds identified only a single horse
Y-chromosomal haplotype. Y-chromosomal uniformity contrary to extensive matrilinear diversity in the domestic
horse can be explained by a strong sex-bias in the domestication process and in modern horse breeding.

1. Y-Chromosom

1.1 Evolution

Der genetische Mechanismus, der das Geschlecht beim Menschen und bei unseren Haus-
sdugetieren bestimmt, ist sehr einfach. Die Ausprigung des Geschlechts ist bei diesen Spe-
zies chromosomal determiniert. Der autosomale Chromosomensatz ist bei allen Individuen
gleich aufgebaut. Der geschlechtsspezifische Unterschied liegt in den Gonosomen (auch als
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Heterochromosomen bezeichnet): Weibliche Tiere haben zwei X-Chromosomen, ménnliche
hingegen ein X- und ein Y-Chromosom.

Das ménnliche Geschlechtschromosom bzw. die chromosomale Geschlechtsfixierung hat
sich aus einem gleichwertigen Paar von Autosomen entwickelt. Ausgehend vom gemeinsa-
men Vorfahren von Plazenta- und Beuteltieren kam es vor 160 Millionen Jahren zur Evolution
eines dominanten geschlechtsbestimmenden Gens an einem Chromosom. Auf dem ldngeren
Arm des einen X-Chromosoms entwickelte sich das geschlechtsbestimmende SRY-Gen (Sex
determining region of Y). In und um die geschlechtsdeterminierende Region kam es zum
Verlust der Rekombination mit dem homologen Geschwisterchromosom und in der Folge zur
Differenzierung der beiden Chromosomen. Das Y-Chromosom verlor infolge von Deletionen
zunehmend an Grofe und durch Fehlen der Rekombination kam es zur Anhdufung von inak-
tiven Genen und repetitiver DNA (RICE 1996).

Die pseudoautosomale Region von X- und Y-Chromosom ist ein homologer Bereich, in
dem die Geschlechtschromosomen rekombinieren. Diese Rekombination ist sehr wichtig
fiir die exakte Paarung der Geschlechtschromsomen wihrend der Meiose (RAUDSEPP und
CHOWDHARY 2008).

Unabhingig von den Plazentariern ist das XY-System auch in anderen Organismen evol-
viert. Analoge Abfolgen sind bekannt bei Drosophila, Vogeln und Fischen.

1.2 Genom

Das Y-Chromosom der Haussédugetiere und des Menschen ist ein sehr kleines Chromosom. Es
besteht zur Hilfte aus kondensiertem Heterochromatin. Das Euchromatin des Y-Chromosoms
macht etwa 1 % des haploiden Genoms aus.

Bei Mensch (SKATELSKY et al. 2003), Maus (GREGORY et al. 2002), und Schimpanse
(HuGHgs et al. 2010) ist die gesamte Sequenz des Y-Chromsoms publiziert. Obwohl die DNA-
Sequenz von Autosomen und des X-Chromosoms bei den Haussédugetieren schon vollstindig
sequenziert ist, fehlt sie vom Y-Chromosom. Durch die repetitive Struktur des Y-Chromo-
soms gestaltet sich das Alignment nach dem konventionellen Sequenzieren schwieriger als
bei den restlichen Genomabschnitten. Die Euchromatinregion des humanen Y-Chromosoms
beinhaltet auf einer Linge von 30 Mb 27 verschiedene Gene.

Nach SKATELSKY et al. (2003) werden die Y-chromsomalen Gene des Menschen in drei
Klassen eingeteilt. Die erste Gruppe bilden 16 X-degenerierte Gene, die meist ubiquitir ex-
primiert werden und als Einzelkopien vorliegen. Die zweite Gruppe bilden die ,,Ampliconic-
Genes*. Das sind 9 Genfamilien, die mit 60 verschiedenen Transkripten hauptsédchlich im Ho-
den exprimierte Gene fiir die Spermatogenese vertreten. Zu erwéhnen ist noch eine Gruppe
mit zwei X-transponierten Genen.

Nur wenige Gene, die in der Euchromatinregion des Y-Chromosoms des Menschen lie-
gen, sind auch bei Maus, Pferd oder Schwein dort zu finden (RAUDSEPP et al. 2004). Das
Y-Chromosom unterscheidet sich hinsichtlich der Genzusammensetzung sehr stark bei den
verschiedenen Spezies (Abb. 1). Infolge der fehlenden Rekombination und oftmaliger ektopi-
scher Integrationen evolviert das Y-Chromosom schneller und anders als die Autosomen und
das X-Chromosom. Wihrend sich 98 % der autosomalen Genomsequenzen von Mensch und
Schimpanse problemlos alignen lassen, sind es am Y-Chromosom nur 70 % (HUGHEs et al.
2010). Eine Reorganisation der Gene kommt bei den Autosomen im Prinzip zwar auch vor,
aber nicht im selben Ausmal.
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Abb. 1 Y-chromosomale Gene bei Mensch, Maus, Pferd und Schwein (nach RAUDSEPP et al. 2004)

2. Vererbung von Y-Chromosom und mitochondrialer DNA

Bei der Befruchtung einer Eizelle kommt es mit dem Verschmelzen der beiden Gameten zur
Syngamie und damit zur Vereinigung des haploiden Chromosomensatzes des Vaters und des
haploiden Chromosomensatzes der Mutter zum diploiden Chromosomensatz der Zygote. Der
genetische Beitrag des Spermiums unterscheidet sich von dem der Eizelle in zwei wesentli-
chen Punkten:

— Vom Spermium wird bei der Hilfte aller Befruchtungen das ménnliche Geschlechtschro-
mosom, das ,,Y-Chromosom®, iibertragen und damit das Geschlecht des Nachkommen
chromosomal determiniert.

— Das Spermium {ibertridgt keine viterliche mitochondriale DNA (mtDNA) auf das neue
Individuum. Die mtDNA wird rein matroklin, d.h. ausschliefllich von der Mutter weiter-
gegeben bzw. vererbt. Die wenigen viterlichen Mitochondrien, die an der Bildung des
Spermiums (Mittelstiick) beteiligt sind, werden in der frilhen Embryogenese lysiert, so
dass keine mtDNA vom Vater auf den Nachkommen vererbt wird (SuTOVSKY et al. 1999).

Wihrend sich der autosomale Genotyp eines Individuums aufgrund von Segregation zu glei-
chen Anteilen aus dem der beiden Elterntiere zusammensetzt, stammt der mitochondriale
Genotyp der ménnlichen und weiblichen Nachkommen ausschlie8lich von der Mutter und
der Y-chromosomale Genotyp eines minnlichen Individuums ausschlielich vom Vater. We-
der das mitochondriale Genom noch das Y-Chromosom rekombinieren wihrend der Meiose.
Beide Genome werden demzufolge, abgesehen von zufilligen Einzelmutationen, unverindert
an die Nachkommen weitergegeben. Aufgrund der fehlenden Rekombination werden mito-
chondriale und Y-chromosomale Genotypen eines Individuums als Haplotypen bezeichnet.
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Infolge der Besonderheiten der Vererbung mitochondrialer und Y-chromosomaler DNA las-
sen sich verwandtschaftliche Linienbeziehungen anhand dieser Molekiile iiber viele Gene-
rationen hinweg verfolgen. Dies kann selbst dann gelingen, wenn in verschiedenen Genera-
tionen Ahnen fehlen bzw. deren DNA nicht mehr fiir eine Analyse zur Verfiigung steht. Im
Gegensatz dazu bendtigt die molekular-genealogische Analyse auf autosomaler Basis fiir eine
zuverldssige Abstammungssicherung in der Regel alle zwischen Vorfahren und Proband auf-
getretenen Ahnen, da durch die zufillige Neuverteilung und Rekombination von Autosomen
wihrend der Meiose die Verwandtschaftsbeziehungen schnell ,,verwischt* werden (Abb. 2).
Der gleichsam klonale, d. h. nicht durch Rekombination beeinflusste Vererbungsmecha-
nismus fiihrt dazu, dass sich alle gegenwirtig beobachteten mitochondrialen Genotypen einer
Art auf einen miitterlichen, alle Y-chromosomalen auf einen viterlichen Vorfahren zuriickfiih-
ren lassen. Durch Mutationen entstehen immer neue Varianten (Allele), und unter der Hypo-
these einer ,,Molekularen Uhr* ist die molekulare Evolutionsrate iiber die Zeit konstant (KING
und JUKES 1969). Deshalb versucht die molekulare Anthropologie mit Hilfe mitochondrialer
und Y-chromosomaler Marker, Fragen zum Ursprung des modernen Menschen zu kldren.

2.1 Polymorphismen am Y-Chromosom

Als polymorpher genetischer Marker wird jeder DNA-Abschnitt bezeichnet, der zwei oder
mehr Allele in einer Population zeigt.

2.1.1 Basensubstitutionen

Unterschiede zwischen Allelen auf Grund von Basenaustauschen werden als Single Nuc-
leotide Polymorphisms (SNPs) bezeichnet. Allerdings treten Basensubstitutionen bei einer
Mutationsrate von 2-3 x 10-8 pro Base pro Generation relativ selten auf (XUE et al. 2009).
Infolgedessen eignen sich Y-chromosomale SNP-Markersysteme gut fiir die Untersuchung
von Fragestellungen beziiglich phylogenetischer Beziehungen zwischen verschiedenen Ar-
ten. Zur Analyse historischer Prozesse, wie der Entwicklung von verschiedenen Nutztierras-
sen innerhalb einer Spezies, die sich iiber einen vergleichsweise kurzen Zeitraum erstrecken,
oder der Unterscheidung paternaler Linien, sind SNPs aber nur sehr eingeschrinkt nutzbar.
Fiir diese Untersuchungen sind DNA-Mikrosatellitenmarker, die eine wesentlich hohere Auf-
Iosungskraft haben, ein weit besser geeignetes System (ROEWER et al. 1996).

2.1.2 DNA-Mikrosatelliten

Bei repetitiv aufgebauten DNA-Mikrosatelliten unterscheiden sich die Allele nicht durch Ein-
zelbasenaustausche, sondern durch Langenunterschiede repetitiver Bereiche. Die Mutations-
rate von DNA-Mikrosatelliten ist mit 10-3 bis 10-* pro Meiose um ein Vielfaches hoher als
das Auftreten von Basensubstitutionen (KING und JOBLING 2009). Dies begiinstigt die Ent-
stehung neuer Allele. Der hohe Polymorphiegrad, die grole Anzahl von bis zu 100000 Loci
im Genom von Vertebraten und die einfachen Analysemethoden fiihrten dazu, dass DNA-
Mikrosatelliten in den letzten Jahren auf vielen Gebieten der Genetik zu einem bevorzugten
Markersystem wurden (GOLDSTEIN und SCHLOTTERER 1999).

Y-chromosomale DNA-Mikrosatelliten sind genauso polymorph wie autosomale und
eignen sich daher sehr gut zur Untersuchung paternaler Linien in einer Population (HEYER
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Vererbung autosomaler, Y-chromosomaler und mitochondrialer DNA-Se-
quenzen. Autosomale Sequenzen (grofes Chromosomenpaar) rekombinieren bei jeder Generation, Y-chromosomale
(kleines Chromosom) und mt-DNA (Ring) hingegen nicht. Folglich besitzt ein Individuum (unten) autosomale Gene
von vielen Vorfahren. Die nicht rekombinierende Region des Y-Chromosoms und die mitochondriale DNA leiten
sich hingegen nur von jeweils einem Elterntier ab.

et al. 1997). Mittels Analyse variabler Y-chromosomaler DNA-Mikrosatelliten-Marker beim
Menschen konnten patrilineale Genealogien konstruiert werden, die bestimmte Vererbungs-
traditionen in ethnischen Gruppen, wie z. B. die Weitergabe von Namen (HiLL et al. 2000)
oder Amtern (SKORECKI et al. 1997), in der viterlichen Linie widerspiegeln. Die Uberpriifung
von viterlichen Stammbiumen, die einige Generationen zuriickreichen, ist mittels Analyse
variabler Y-chromosomaler Marker moglich (FOSTER et al. 1998). Y-chromosomale DNA-
Mikrosatelliten sind in der Abstammungskontrolle speziell dann hilfreich, wenn keine DNA-
Probe des potentiellen Vaters eines ménnlichen Individuums zur Verfiigung steht. In solchen
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Fillen kann die Untersuchung des Y-chromosomalen Genotyps eines paternalen Verwandten
des Vaters zur Abstammungsverifizierung herangezogen werden (KAYSER et al. 2000).

2.2 Darstellung von Populationsstrukturen mit Y-chromosomalen und mitochondrialen Markern

Die Anzahl der Y-chromosomalen und mitochondrialen Haplotypen und deren Allelfrequen-
zen in Subpopulationen liefern Informationen zur Populationsstruktur. Die Verteilung der Ha-
plotypen in Populationen ist abhédngig von

— der bis zum letzten gemeinsamen Vorfahren verstrichenen Zeitspanne,
— der Mutationsrate der Marker und
— der effektiven Populationsgrofie der Gruppe.

Fiir das Y-Chromosom und die mtDNA entspricht die effektive Populationsgrof3e der Anzahl der
méannlichen und weiblichen Tiere, die Nachkommen produzieren (HARTL und CLARK 1989).

Die Verteilung maternaler und paternaler Linien innerhalb einer Population liefert wesentli-
che Informationen zur Entstehungsgeschichte. Die unterschiedlichen Haplotypen, die innerhalb
einer Population oder Rasse vorhanden sind, geben Einblick in die demografische Entwicklung.
Auch konnen daraus Erkenntnisse {iber das Paarungsverhalten und geschlechtsspezifisches Mi-
grationsverhalten von Tieren sowie iiber Anderungen in der Populationsgroe im Laufe der
Generationen gewonnen werden. Wie schon erwihnt, konnen zudem mit rein maternal und
paternal vererbten DNA-Markern auch weit zuriickreichende Stammbaume tiberpriift werden.

Deshalb konnen Untersuchungen Y-chromosomaler und mitochondrialer Varianten bei
Haustieren wertvolle Informationen zur Domestikationsgeschichte und Rasseentstehung lie-
fern, wie bei Schwein (RAMIREZ et al. 2009), Schaf (MEADOWS et al. 2006), Hund (SUNDQ-
VIST et al. 2006) und Rind (KANTANEN et al. 2009) bereits gezeigt worden ist.

3. Y-chromosomale Untersuchungen beim Pferd

Viterliche Stammbédume mit wenigen Griindertieren sind typisch fiir viele Haus- und Nutz-
tierrassen. So geht die Population der heutigen Lipizzaner im Wesentlichen auf nur 8 Griin-
derhengste — unterschiedlicher Herkunft — zuriick (LEHRNER 1982).

Diese 8 Hengstlinien des alten Lipizzaners pridgen die Lipizzanerzucht entscheidend. An
Hand der Gestiitsbiicher, die seit 1701 vorliegen, kann jeder heute lebende Lippizanerhengst
liickenlos bis zu seinem Stammvater zuriickverfolgt werden. Beim Lipizzaner erhalten méannli-
che Jungtiere traditionell den Liniennamen des Vaters. Der Sohn eines Conversano tragt wieder
den Namen Conversano, jeder minnliche Nachkomme eines Favory bleibt ein Favory (Abb. 3).

In Analogie zu anderen Nutztierrassen haben wir deshalb untersucht, ob sich die pater-
nalen Linien beim Lipizzaner mit Hilfe variabler genetischer Marker auf dem Y-Chromosom
nachvollziehen lassen.

3.1 Charakterisierung der Lippizanerstimme mit Y-chromosomalen Markern

Zur genetischen Differenzierung der Hengstlinien beim Lipizzaner wurden erstmals Y-chro-
mosomale DNA-Abschnitte beim Pferd gezielt isoliert (WALLNER 2001). Insgesamt 6 DNA-
Abschnitte mit einer Gesamtldnge von 2638 bp wurden bei jeweils einem der heute lebenden
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Abb. 3 Stammbaum von Favory Narenta 1988 (minnliche Pferde weil3, weibliche Pferde grau markiert)

Vertreter der 8 Hengstlinien des Lipizzaners sequenziert. Es wurde jeweils ein Hengst jeder
Hengstlinie sequenziert. Bei allen Tieren wurde eine identische Sequenz gefunden. Obwohl
also die Griinderhengste der Lipizzanerpopulation aus zum Teil sehr unterschiedlichen Ras-
sen und geographisch entfernten Gegenden stammen, konnten zwischen den heute lebenden
Vertretern der einzelnen Linien {iberraschenderweise keine Sequenzunterschiede in den un-
tersuchten Bereichen des Y-Chromosoms detektiert werden.

Zwischen Pferd und Przewalskipferd (2 Punktmutationen) beziehungsweise Pferd und
Esel (44 Punktmutationen) wurden hingegen Unterschiede gefunden (WALLNER et al. 2003).

Da Punktmutationen nicht das geeignete Markersystem zur Differenzierung von Hengst-
linien zu sein schienen, haben wir 6 Y-chromosomale Mikrosatellitenmarker isoliert (WALL-
NER et al. 2004). Aber auch mit Hilfe der analysierten Mikrosatelliten, die aufgrund ihrer
hoheren Mutationsrate ein besser geeignetes Markersystem sind, konnten keine Unterschiede
zwischen den Vertretern der heute lebenden Hengste verschiedener Linien festgestellt wer-
den. Alle untersuchten Tiere hatten denselben Haplotyp (siehe Abb. 4).

Eine Erkldrung dieser beobachteten Monomorphie am Y-Chromosom des Lipizzaners
konnten Fehler im Pedigree der Lipizzaner sein, indem die heute lebenden Tiere nicht mehr
den Y-chromosomalen Genotyp des Griinderhengstes reprisentieren. Auch eine — unerwar-
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Abb. 4 Amplifikationsprofil der Y-chromosomalen Mikrosatelliten bei allen untersuchten Lipizzanerhengsten: Die
schwarzen Spitzen zeigen die Allellinge des Mikrosatelliten. Der Mikrosatellit Eca.A16 hat somit ein Allel mit der
Linge 157. Eca.YH12 liegt in dreifacher Kopienzahl am Y-Chromosom vor, und jeder Genort hat eine andere Linge
(ndmlich 96, 100 und 102). Siehe auch WALLNER et al. 2004.

tet — niedrige Sequenzvariabilitit am Y-Chromosom des Pferdes, auf Grund der bereits die
Griinderhengste denselben Y-chromosomalen Haplotyp hatten, wird diskutiert.

3.2 Y-chromosomale Varianten beim domestizierten Pferd

Um die Y-chromosomale Sequenzvariabilitidt beim domestizierten Pferd zu priifen, wurde
der Datensatz dahingehend erweitert, dass 41 Tiere aus sehr distinkten Rassen in die Un-
tersuchung miteinbezogen wurden. In diesem erweiterten Datensatz waren nun auch Tiere
enthalten, die, wie der Araber, Andalusier und der Kladruber, aus den Griinderrassen des Li-
pizzaners stammten. Weiterhin wurden Vertreter von Rassen in die Untersuchungen mit auf-
genommen, die aufgrund ihrer Zuchtgeschichte eine geringe Vermischung mit Tieren anderer
Rassen erwarten lielen, wie das Englische Vollblut oder das Islandpferd. Fiir das Englische
Vollblut existiert seit 1793 ein geschlossenes Zuchtbuch. Das Islandpferd hat insofern eine
besondere Zuchtgeschichte, als in Island bereits im Jahr 930 nach Christus ein Einfuhrverbot
fiir Pferde verhéngt und der Bestand seit dieser Zeit in isolierter Reinzucht gehalten wird
(ScHWARK 1988). Auch phinotypisch sehr unterschiedliche Tiere, wie Shetland-Ponys und
Noriker, sowie Tiere aus geographisch sehr entfernten Zuchtgebieten (Achal Tekkiner aus
Russland, Mongolisches Kleinpferd) wurden ebenfalls in die Untersuchung einbezogen. Die
DNA-Proben der untersuchten Hengste stammten von Tieren, die sich noch im urspriingli-
chen Zuchtgebiet befanden.

Das Ergebnis dieser Untersuchungen war iiberraschend eindeutig. Auf einer Gesamtlidnge
von 2638 bp wurden keine Sequenzunterschiede zwischen den Hengsten der untersuchten
Rassen detektiert. Auch die Analyse der 6 Y-chromosomalen Mikrosatellitenmarker ergab
bei allen 41 Hengsten unterschiedlichster Herkunft denselben Haplotyp. Daraus kann man
schlieBen, dass auch die Begriinder der Hengstlinien des Lipizzaners diesen Haplotyp hatten.

Das Pferd besitzt als einzige Haustierspezies die genetische Besonderheit, dass am Y-
Chromosom bislang keine Variabilitdt gefunden wurde. Im Gegensatz dazu sind bei der zur
Charakterisierung von miitterlichen Linien untersuchten mitochondrialen DNA sehr viele Va-
rianten gefunden worden, und zwar sowohl beim Lipizzaner (KAVAR et al. 2004) als auch bei
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anderen Rassen. (ViLA et al. [2001] fanden 90 verschiedene mtDNA Haplotypen.) LINDGREN
et al. (2004) iiberpriiften die Beobachtungen von WALLNER et al. (2003) durch Sequenzierung
von insgesamt 14300 bp am Y-Chromosom des Pferdes bei 52 Pferden aus 15 verschiede-
nen Rassen. Auch diese Arbeitsgruppe konnte keine Polymorphismen am Y-Chromosom des
Pferdes detektieren.

3.3 Hypothesen zur niedrigen Sequenzvariabilitit am Y-Chromosom des Pferdes

Es wurde diskutiert, dass Selektion fiir die niedrige Sequenzvariabilitit am Y-Chromosom
des Pferdes verantwortlich sein konnte. Unter den bislang beschriebenen 32 Genen am Y-
Chromosom des Pferdes befinden sich Gene, die fiir die Auspriagung eines funktionsfiahigen
méinnlichen Phinotyps verantwortlich sind. Aufgrund der fehlenden Rekombination verhélt
sich das gesamte Y-Chromosom wie eine einzige Kopplungsgruppe, sodass sich positive und
negative Mutationen direkt und unmittelbar auswirken. Eine einzige vorteilhafte Basensub-
stitution an irgendeinem Genort kann unter Umstdnden zu einer Fixierung des gesamten
Chromosoms fiihren (,,genetic hitchhiking*) — alle anderen Y-chromosmalen Varianten gehen
dabei verloren (MAYNARD SMITH und HaIGH 1974). Obwohl es keine konkreten Publikatio-
nen gibt, die dieses Phianomen beim Pferd beschreiben, ist genetic hitchhiking als Ursache fiir
die beobachtete niedrige Variabilitét nicht auszuschlieen.

Andererseits wird die beobachtete Variabilitit an einem DNA-Abschnitt in der Population
durch die Mutationsrate und die effektive Populationsgrofie bestimmt (HARTL und CLARK
1989). Die effektive PopulationsgroBe des Y-Chromosoms korreliert direkt mit der Anzahl
der ménnlichen Tiere, die zur Zucht eingesetzt werden. Fiir das ebenfalls haploide mitochon-
driale Genom, das maternal vererbt wird, gilt dieselbe Korrelation mit der Populationsgrofe
der weiblichen Tiere (HEDRICK 2000).

Die effektive Populationsgrofie des Y-Chromosoms und der mitochondrialen DNA ist bei
gleich vielen minnlichen und weiblichen Individuen, die an der Reproduktion teilnehmen,
gleich groB3. Diese Annahme wird aber in der Realitit nicht erreicht, weder unter natiirlichen
Verhiltnissen noch in Populationen, die unter ziichterischem Einfluss stehen. Dass die effek-
tive Populationsgrof3e fiir Zuchthengste und Zuchtstuten nicht gleich grof ist, demonstrieren
die Zahlen in den Stutbiichern. So stammen zum Beispiel 95 % der heute lebenden Engli-
schen Vollbliiter viterlicherseits vom Hengst Darley Arabian ab (CUNNINGHAM et al. 2001).

Das Phinomen eines monomorphen Y-Chromosoms, mit vergleichbar hoher mtDNA-
Variabilitit, passt somit zu dem starken Geschlechtsungleichgewicht in der Pferdezucht. Nur
eine geringe Anzahl von Hengsten trug genetisch zum heutigen ,,domestizierten Pferd* bei.
Auch in modernen Ziichtungsprogrammen werden vergleichsweise wenige Hengste fiir die
Belegung vieler Stuten eingesetzt, was zu einer geringen Anzahl an viterlichen Linien fiihrt.

Die Polygynie in der Pferdezucht allein kann jedoch nicht zum génzlichen Verlust Y-
chromsomaler Variabilitét fiihren. Es miissten zumindest Unterschiede zwischen den Ras-
sen gefunden werden. Sowohl LINDGREN et al. 2001, als auch LAU et al. 2009 stellen die
Behauptung auf, dass bereits in den Anfangen der Domestikation, als Pferde ein wichtiges
Nahrungsmittel waren, ein starkes Reproduktionsungleichgewicht bestand. Mit Stuten wurde
geziichtet, die meisten Hengste fielen bereits vor der Teilnahme an der Reproduktion der Nah-
rungsgewinnung anheim. Als dann Haustiere (und die Kenntnisse der Tierhaltung) von einer
Sippe an die nichste weitergegeben wurden, konnte das durch Austausch von domestizierten
Hengsten passiert sein, wéihrend bei den Stuten wildlebende autochthone Tiere hinzugefan-
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gen wurden. Folglich war die Variabilitdt am Y-Chromosom moglicherweise schon reduziert,
als vor etwa 6000 Jahren wilde Pferde domestiziert worden sind.

Abschliefend kann festgehalten werden, dass die bislang festgestellte Konstanz am Y-
Chromosom und die beobachtete Variabilitidt der mitochondrialen DNA beim Pferd das Er-
gebnis der lange praktizierten Zuchtstrategie sind, und dass die Ausloser fiir die unterschied-
liche Verteilung von miitterlichen und viterlichen Haplotypen bereits seit der Domestikation
gewirkt haben. Eine wirklich schliissige Erklidrung fiir die festgestellte Monomorphie am
Y-Chromosom des Pferdes gibt es bislang nicht.
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Das mitochondriale Genom

Jorg BURGSTALLER und Gottfried BREM ML, kMOAW (Wien)
Mit 3 Abbildungen

Zusammenfassung

Die mitochondriale DNA (mtDNA) ist ein ringférmiges Molekiil von 17 kb Linge, das an der inneren Membran des
Mitochondriums lokalisiert ist. Je nach Zelltyp liegt die mtDNA in einigen hundert bis einigen tausend Kopien in
somatischen Zellen und bis zu einigen hunderttausend Kopien in Eizellen vor. Die mtDNA codiert fiir 13 Schliissel-
proteine der Atmungskette sowie fiir eigene ribosomale RNAs und transfer RNAs.

Seit ihrer Entdeckung (1963) wird sie durch ihre beim Sdugetier rein matrokline Vererbung fiir Abstammungs-
analysen in der Mutterlinie genutzt, wurde als Ursache fiir Erbkrankheiten erkannt und wird, da sie im Zentrum der
Atmungskette steht, mit Leistungsfaktoren und dem Alterungsprozess in Zusammenhang gebracht.

Mutationen der mtDNA in der Keimbahn konnen gravierende Auswirkungen haben. Sie spielen in der Humanme-
dizin mit einer Erkrankungshdufigkeit von 1 in 400 bis 8000 (je nach Studie) eine grofie Rolle. Meist liegt in der Zelle
eine Mischung aus Wildtyp und mutierter mtDNA vor, ein Zustand der Heteroplasmie genannt wird. Tiermodelle, in
denen solch eine Heteroplasmie kiinstlich hergestellt wird, dienen als Grundlage fiir die Erforschung der komplexen
Vorginge, die Vererbung und Verlauf mitochondrialer Erkrankungen bestimmen.

Abstract

The mitochondrial DNA (mtDNA) is a circular molecule of 17 kb length, located at the inner membrane of the mi-
tochondrion. A somatic cell contains several hundred to several thousand copies of mtDNA, depending on the cell
type, and an oocyte up to several hundred thousand. The mtDNA codes for 13 key proteins of the respiratory chain
and for its own ribosomal RNAs and transfer RNAs.

Since its discovery in 1963 mtDNA is used for ancestry analysis due to its strictly maternal inheritance in mam-
mals, has been recognised as cause of several hereditary diseases and, being a key factor of the respiratory chain, is
discussed as a cofactor of the aging process and of yield traits in livestock breeding.

In the germ line, mutations of the mtDNA can have dramatic effects. In humans, a mitochondrial disease affects,
depending on the study, one in 400 to 8000 individuals. In most cases both wild type and mutated mtDNA are pres-
ent, a situation called heteroplasmy. Such a heteroplasmy can be created artificially in animal models. These models
are the basis for the study of the complex patterns of the inheritance and course of mitochondrial diseases.

1. Die mitochondriale DNA

Neben der nukledren chromosomalen DNA besitzt jede hohere eukaryotische Zelle in den
Mitochondrien auch mitochondriale DNA (mtDNA). Die mtDNA der Sédugetiere ist ein ring-
formiges Molekiil von 17 kb Linge. Sie kodiert fiir 13 Schliisselproteine der Atmungskette
und die ribosomalen (r)RNAs und Transfer (t)RNAs, die fiir die Translation der korrespondie-
renden Messenger (m)RNAs notwendig sind (SHOUBRIDGE 2000). Je nach Zelltyp liegt sie in
somatischen Zellen in einigen hundert bis einigen tausend Kopien vor. Oozyten enthalten bis
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zu einigen 100000 Kopien (WAl et al. 2010). Die mtDNA ist in der mitochondrialen Matrix
fixiert, wo sie in sogenannten Nukleoiden an der inneren Membran befestigt ist und durch
spezielle Proteine dicht gepackt und vor Sauerstoffradikalen geschiitzt wird. In den Nukle-
oiden befinden sich je nach Zelltyp (und Untersuchungsmethode) bis ca. 10 mtDNAs (GIL-
KERSON 2009), wobei Oozyten und Spermien moglicherweise nur eine mtDNA pro Nukleoid
besitzen (WAl et al. 2008, WHITE et al. 2008). Nukleoiden kommt eine wichtige Rolle wih-
rend der Teilung und Fusion von Mitochondrien zu, da sich in jedem neu gebildeten Teil eines
Mitochondriums mindestens ein Nukleoid befinden muss. Ob mtDNAs zwischen Nukleoiden
wechseln konnen, bzw. ob auch Nukleoide wie die Mitochondrienmembran verschmelzen
konnen, ist noch nicht geklirt (IBORRA et al. 2004, GILKERSON et al. 2008).

Die mtDNA wird bei Sdugetieren rein maternal vererbt. Die Mitochondrien der Spermien,
die sich im Spermienmittelstiick befinden, werden durch ein Ubiquitin-gesteuertes System
nach der Befruchtung abgebaut (SUTOVSKY et al. 1999, 2000). Allerdings scheint — vor allem
bei Interspezies-Kreuzungen — mitunter eine Vererbung paternaler mtDNA méglich zu sein
(GYLLENSTEN et al. 1991), und ein Fall paternaler Vererbung von mtDNA ist auch beim Men-
schen beschrieben (SCHWARTZ und VIssING 2002).

2. Mutationsrate

Im Vergleich zur nukleiren DNA hat die mtDNA eine etwa zehnmal hohere Mutationsrate
(HAAG-LIAUTARD et al. 2008). Die Griinde hierfiir sind vermutlich die hohe Konzentration
von mutagenen Sauerstoffradikalen, die in der Atmungskette entstehen, und ein im Vergleich
zum Kern weniger effizientes DNA-Reparatursystem. Dariiber hinaus fiihrt die, vom Zellzy-
klus unabhéngige, Replikation der mtDNA zu einer erhohten Replikationsrate und in Summe
zu einer ebenfalls erhohten Anzahl von Mutationen. Aus der hohen Mutationsrate resultiert
eine hohe Variabilitit der mtDNA innerhalb einer Spezies. Interessanterweise schwankt die
Mutationsrate aber stark zwischen den Spezies: Spezies mit einer hoheren Lebenserwartung
zeigen eine geringere Mutationsrate (NABHOLZ et al. 2008). Allgemein werden Mutationen
der mtDNA und damit eine verminderte respiratorische Kapazitit der Zelle mit dem Alte-
rungsprozess in Zusammenhang gebracht (GALTIER et al. 2009).

Dies konnte deutlich anhand eines Tiermodells gezeigt werden. Es wurden Miuse generiert
(,,mutator mouse*‘), die durch eine verdnderte mitochondriale Polymerase eine extrem hohe Mu-
tationsrate der mtDNA aufweisen (TRIFUNOVIC et al. 2004). Tatsdchlich zeigen diese Méuse
einen Phénotyp, der einer vorzeitigen Alterung entspricht. Die Miuse zeigten Gewichtsverlust,
eine Reduktion des subkutanen Fettgewebes, Haarausfall, Herzvergrof3erung, Andmie, Osteopo-
rose und eine reduzierte Fertilitdt. Die durchschnittliche Lebenserwartung sank auf 48 Wochen.

Ob tatsédchlich die Summe einzelner Mutationen oder eher grof3ere Deletionen der mtDNA
fiir diesen Phinotyp verantwortlich sind, ist nun Gegenstand aktueller Diskussion (EDGAR
und TriFuNovic 2009).

Durch Riickkreuzung dieser Maduse mit Wildtypméusen konnten eine Reihe von Linien
mit normaler mitochondrialer Polymerase, aber im Schnitt 20 Mutationen in der mtDNA
gegentiiber der Wildtyp-mtDNA geziichtet werden. Eine genaue Analyse dieser Mutationen
zeigte, dass Mutationen in der Kontrollregion, den tRNAs und rRNAs und synonyme Muta-
tionen der proteinkodierenden Regionen gleich héufig in Oozyten dieser Méduse vorkommen,
wihrend nicht-synonyme Mutationen mit einer signifikant geringeren Haufigkeit auftreten.
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Offensichtlich gibt es in der Keimbahn einen Filter fiir stark schddliche Mutationen in der
proteinkodierenden Region der mtDNA (STEWART et al. 2008). Dieser Filter scheint in nor-
malem Gewebe zu funktionieren, nicht jedoch in Tumoren (HE et al. 2010).

3. Funktionelle Unterschiede und Adaptation

Die Frage, ob unterschiedliche Typen mitochondrialer DNA innerhalb einer Spezies zu funk-
tionellen Unterschieden in der Atmungskette fiihren konnen oder etwa tiber unterschiedliche
Leistung oder Warmeproduktion unter einem evolutiondren Druck stehen, wird sehr kon-
trovers diskutiert (DA FONSEcA et al. 2008). Offenbar wirkt die oben erwihnte Selektion in
der Keimbahn der Maus gegen Mutationen, die ein mtDNA-kodiertes Protein stark funktio-
nell verdndern, ldsst aber ein gewisses Mafl an Schwankung zu (FAN et al. 2008). Weiterhin
scheint sie viel schwicher auf die rRNA und tRNA zu wirken. Dies konnte auch beim Men-
schen der Fall sein, da 60 % aller mtDNA-basierenden Erkrankungen von Mutationen der
tRNAs ausgelost werden, die in Summe aber nur von ca. 9 % der Sequenz der mtDNA codiert
werden (STEWART et al. 2008).

Wenn diese Situation bei allen Sdugetieren dhnlich ist, konnte man also leichte Unter-
schiede in der Funktion der Proteine, und stérkere Unterschiede in der Kontrollregion, die die
Replikation und Transkription reguliert, sowie der Funktion der rRNAs und tRNAs erwarten.

Allerdings sind diese Unterschiede experimentell schwer nachzuweisen, da sie von der
Zelle bis zu einem gewissen Grad kompensiert werden konnen. Dies konnte an transmito-
chondrialen Mauszelllinien gezeigt werden, die bei gleichem Kerngenom unterschiedliche
mtDNAs besitzen. Die unterschiedliche mtDNA fiihrt in einigen Fillen zu einer hoheren
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) und einer
geringeren respiratorischen Kapazitit der Zelle, bezogen auf die einzelne mtDNA. Interes-
santerweise wird dieser Nachteil durch eine Erhohung der Anzahl der mtDNAs pro Zelle
und damit der mitochondrialen Biogenese ausgeglichen, so dass die Zellatmung unveridndert
erscheint (MORENO-LOSHUERTOS et al. 2006).

Trotz dieser Schwierigkeit konnte gezeigt werden, dass einige Leistungsmerkmale von
Nutztieren teilweise von ihrer mtDNA mitbestimmt werden. Beim Rind wurde ein Zusam-
menhang zwischen mtDNA-Typ und Fertilitdt (SUTARNO et al. 2002), Milchleistung (BOETT-
CHER et al. 1996) und Wachstum (ZHANG et al. 2008) gefunden. Beim Pferd wird von einer
speziellen Adaptation der mtDNA an Lebensrdume in Hohen tiber 2200 m berichtet (NING
et al. 2010). Da durch die maternale Vererbung der mtDNA ihre Variabilitdt nicht durch die
kiinstliche Besamung vermindert wurde, wire es interessant, den Einfluss dieser Variabilitét
auf die Leistung von Nutztieren zu untersuchen. Die rasante Entwicklung der Sequenzier-
technik macht es heute moglich, die gesamte mtDNA sehr leicht und kostengiinstig zu erfas-
sen. Deshalb ist zu erwarten, dass sich dieses Forschungsgebiet sehr schnell entwickeln wird.

4. Mitochondriale Erkrankungen
Erkrankungen, die auf Mutationen in der mtDNA zuriickzufiihren sind, spielen in der Hu-

manmedizin eine grofle Rolle. Sie betreffen im Durchschnitt einen von 5000 Menschen. Pa-
thogene Allele findet man in ca. einem von 200 Neugeborenen, und in einem von 1000 Neu-
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geborenen entsteht eine pathologische Mutation de novo (CREE et al. 2009). Durch die oben
erwihnte maternale Vererbung der mtDNA besitzt jede Zelle nur einen mtDNA-Typ. Dieser
Zustand wird als Homoplasmie bezeichnet. Kommt es durch Mutationen zu einer Mischung
aus Wildtyp und mutierter mtDNA, spricht man von Heteroplasmie.

Meist kommt es erst ab einem Schwellenwert von ca. 60-90 % mutierter mtDNA in der
Zelle zum Ausbruch der Erkrankung, da die negativen Auswirkungen der mutierten mtDNAs
von den Wildtyp-mtDNAs kompensiert werden konnen (RossiGNOL et al. 2003). Allerdings
ist auch ein Fall von einer dominanten mtDNA-Mutation mit einem Schwellenwert von nur
ca. 4 % mutierter mtDNA bekannt (Saccont et al. 2008). Das klinische Bild dieser Erkran-
kungen variiert abhingig von der Mutation und dem Grad der Heteroplasmie in den Geweben
sehr stark. Durch die Stérung der Atmungskette sind meist jene Organe, die einen erhohten
Energiebedarf aufweisen, wie das zentrale und periphere Nervensystem und die Muskulatur
(WALLACE 1999, HOLMGREN et al. 2003), am stérksten betroffen. Umweltfaktoren, aber auch
genetische Faktoren aus dem Kerngenom konnen die Erkrankung wesentlich beeinflussen.
Dadurch ist es oft sehr schwierig und langwierig, mitochondriale Erkrankungen einzelnen
Mutationen zuzuordnen.

Bei Haustieren werden mitochondriale Erkrankungen selten diagnostiziert, doch es ist zu
erwarten, dass mit der zunehmenden Verfiigbarkeit von molekularbiologischen Screeningme-
thoden in der Veterindrmedizin die Anzahl der bekannten Félle steigen wird.

Ein Beispiel fiir den relativen groen Aufwand zum Nachweis einer mitochondrialen Er-
krankung ist die kiirzlich beim Golden Retriever aufgeklirte Sensorische Ataktische Neu-
ropathie (JADERLUND et al. 2007). Betroffene Tiere zeigen im Alter von 2 bis 8§ Monaten
Ataxien und verminderte spinale Reflexe. Histopathologisch wurden Lisionen im zentralen
und peripheren Nervensystem gefunden. Eine Analyse des Stammbaums von iiber 270 Tieren
zeigte eine rein maternale Vererbung. Durch eine Sequenzanalyse der gesamten mtDNA von
gesunden und erkrankten Tieren wurde schlielich eine Mutation in einem Gen, das fiir die
mitochondriale Transfer-RNA fiir Tyrosin codiert, gefunden. Weitere Untersuchungen zeig-
ten, dass ca. 90 % der mtDNAs im Blut von erkrankten Tieren diese Mutation trugen. Aller-
dings erreichten teilweise auch verwandte gesunde Tiere einen dhnlich hohen Wert. Schlief3-
lich konnte gezeigt werden, dass erkrankte im Unterschied zu nicht erkrankten Tieren in
den betroffenen Organen fast nur noch mutierte mtDNA besitzen und die Mutation fiir diese
Erkrankung kausal ist (BARANOWSKA et al. 2009).

5. mtDNA als Biomarker in der Tumordiagnostik

Die mtDNA konnte zukiinftig auch in der Tumordiagnostik eine Rolle spielen. In Tumor-
zellen ist die mtDNA hiufig und schon in frithen Stadien mutiert. Da Tumorgewebe aus
einer Einzelzelle klonal entsteht, besitzen meist alle Zellen mitochondriale Mutationen,
die sie vom gesunden Gewebe unterscheiden. Da mtDNA ca. 500 bis 1000-mal pro Zelle
vorkommt und deshalb leichter zu detektieren ist als nukledre DNA, ist die mtDNA ein
idealer Biomarker. So konnte gezeigt werden, dass tumorspezifische mtDNA in nur 25 ul
Plasma sicher gefunden werden konnte, im Gegensatz zu 2 ml, die fiir nukledre Tumormar-
ker gebraucht werden (HE et al. 2010). Durch die Messung der Menge von zirkulierender
mtDNA aus Tumorzellen kann die Wirksamkeit einer Therapie sehr schnell abgeschitzt
werden (D1EHL et al. 2008).
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6. Der mitochondriale ,,Flaschenhals*

Eine der zentralen Fragen der mitochondrialen Genetik ist, warum trotz der hohen Mutationsrate
der mtDNA in der Keimbahn meist Homoplasmie herrscht. Einerseits ist bekannt, dass sowohl
in der Keimbahn (AsSHLEY et al. 1989, HE et al. 2010) als auch im Gewebe (IRWIN et al. 2009,
HE et al. 2010) regelmifig Heteroplasmie auftritt. Andererseits besitzt der Organismus einen
wichtigen Mechanismus, der es ihm ermoglicht, eine auftretende Heteroplasmie in der Keim-
bahn (durch Mutation oder paternale Vererbung) innerhalb der nichsten Generationen wieder
zu korrigieren, den sogenannten mitochondrialen Flaschenhals (bottleneck). Er wurde erstmals
1982 bei Holstein-Kiihen beschrieben, wo die Nachkommen einer heteroplasmatischen Kuh
innerhalb von nur ein bis zwei Generationen jeweils den einen oder anderen Typ von mtDNA
(Mitotyp) homoplasmatisch zeigten (HAUSWIRTH und LaAtpis 1982, ASHLEY et al. 1989).

Um die Auswirkung und die Vererbung der mtDNA-Heteroplasmie genauer zu erforschen,
wurden verschiedene Tiermodelle genutzt. Wichtige Beitréige fiir das Verstdndnis iiber die
Funktion des Bottlenecks haben heteroplasmatische Miuse gebracht, die durch Fusion eines
Karyoplasten mit einer Blastomere von zwei verschiedenen Labormausstimmen (NZB/BinJ
und BALB/cBylJ) erzeugt wurden. Durch die Analyse der Schwankungsbreite der Heteroplas-
miegrade der Nachkommen in Relation zur Heteroplasmie des Muttertieres konnte mittels
populationsgenetischer Methoden die ,,Weite* des Flaschenhalses, die diese Verteilung erkld-
ren kann, berechnet werden (Abb. 1). Im Schnitt scheinen bei der Maus ca. 200 ,,Segregieren-
de Einheiten* der primordialen Keimzellen, also entweder mtDNAs oder gesamte Nukleoide,
als Basis fiir die ca. 200000 mtDNAs der reifen Oozyte verwendet zu werden (JENUTH et al.
1996). Durch diese geringe Anzahl der mtDNAs, die an die nichste Generation weitergege-
ben werden, erhoht sich einerseits die Chance, dass alle vom gleichen Typ sind, andererseits
kann es dabei aber auch zu sehr groBen Anderungen des Verhiltnisses zweier verschiedener
mtDNAs bei Heteroplasmie kommen. Wie und zu welchem Zeitpunkt die Auswahl dieser
Subpopulation erfolgt und ob sie zufillig ist, ist noch ungeklért (CREE et al. 2009).

Mitochondrialer
Flaschenhals

Reife Eizelle 200-1000

Priméare Eizel
10 000

Abb. 1 Der mitochondriale Flaschenhals. IZM, Innere Zellmasse; PKZ, Primordiale Keimzelle (modifiziert nach
Wat et al. 2008, WHITE et al. 2008)
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7. Unterschiede in der Replikation zwischen mtDNAs?

Interessanterweise wurde auch festgestellt, dass die Verteilung der verwendeten Mitotypen
in dem oben erwihnten Fall nicht neutral ist, sondern in Leber und Milz/Blut jeweils einer
der Mitotypen bevorzugt angereichert wird (JENUTH et al. 1997). Ein dhnliches Phinomen
wurde bei heteroplasmatischen Méusen zwischen den Unterarten Mus musculus domesticus
und Mus musculus musculus beobachtet. Kernunabhingig setzt sich im Blut jeweils der M.
musculus musculus-Mitotyp durch (TAKEDA et al. 2000).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit geklonten Tieren erzielt, die je nach Methode des
Klonens einen gewissen Anteil des Zytoplasmas und dadurch auch der mtDNA des Kern-
spenders enthalten. Untersucht wurden in den letzten Jahren eine grofle Anzahl von Rindern
(STEINBORN et al. 1998, HIENDLEDER et al. 1999, TAKEDA et al. 1999, STEINBORN et al. 2000,
MEIRELLES et al. 2001, STEINBORN et al. 2002, HIENDLEDER et al. 2003, TAKEDA et al. 2003,
FERREIRA et al. 2007, TAKEDA et al. 2008), aber auch Mause (INOUE et al. 2004), Schweine
(TAKEDA et al. 2006) und Schafe (BURGSTALLER et al. 2007). In den meisten Fillen scheint
sich die mtDNA-Hetroplasmie neutral zu verhalten, d. h., die verwendeten Mitotypen zeigten
im geklonten Tier ein dhnliches Verhiltnis zueinander, wie es das Verhiltnis der Menge des
beim Klonen gemischten Zytoplasmas erwarten lassen wiirde. Allerdings gibt es bei jeder
der verwendeten Tierarten Ausnahmen hiervon: Bei geklonten Rindern wurde in mehreren
Fillen eine unerwartet hohe Heteroplasmie nachgewiesen (HIENDLEDER et al. 1999, TAKEDA
et al. 2003), beim Schaf in einem Fall (BURGSTALLER et al. 2007), und beim Schwein wurde
eine gewebsspezifische Anreicherung der Donor-mtDNA in der Leber festgestellt (TAKEDA
et al. 2006). Da in den meisten Fillen die mtDNA nicht sequenziert wurde und die Anzahl
der untersuchten Tiere relativ klein ist, bleibt unklar, ob diese Ausnahmen zufillig sind oder
ob funktionelle Mechanismen die Ursache sind, die sowohl in der mtDNA, dem Kerngenom
oder der Klonierungsmethode begriindet sein konnen.

8. Tiermodelle zum Ooplasmatransfer / Eigene experimentelle Ansitze

Tiermodelle sind auch wichtig, um die Auswirkungen von humanmedizinisch relevan-
ten assistierten reproduktionsmedizinischen Techniken zu iiberpriifen, bei denen es zum
Austausch von Zytoplasma und damit auch der mtDNA kommt. Beim Menschen wurden
5-15% des Ooplasmas einer fertilen Oozyte in eine nicht-fertile iibertragen, um damit die
Entwicklung eines Embryos moglich zu machen. Tatsdchlich zeigte diese Methode Erfolg
(BARRITT et al. 2001), wenn auch um den Preis einer mitochondrialen Heteroplasmie in den
so erzeugten Nachkommen. Die Frage nach einer potentiellen Schidlichkeit dieser Hetero-
plasmie wurde kontrovers diskutiert (BARRITT et al. 2001, SiLLs et al. 2004, BREDENOORD
et al. 2008). Eine dhnliche Methode, der Karyoplast-Transfer, wurde auch verwendet, um
heteroplasmatische Mausmodelle fiir die Erforschung der Transmission und Segregation
von mtDNA herzustellen (JENUTH et al. 1996, MEIRELLES und SMITH 1997). Dabei wird
ein Teil einer entkernten Oozyte (Karyoplast) mit einer Rezipienten-Oozyte verschmol-
zen, wobei eine dhnliche Ubertragung von 7—19 % Donor-Ooplasma wie beim Menschen
erreicht wurde. Dabei zeigte sich, dass es teilweise nicht nur, wie oben beschrieben, zu
einer gewebsspezifischen Anreicherung bestimmter mtDNA-Typen kam, sondern dass es
auch zu starken physiologischen Verdnderungen der heteroplasmatischen Miuse kommen
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kann (AcToN et al. 2007). Die Tiere zeigten u. a. Bluthochdruck, Gewichtszunahme und
Veridnderungen im Blutbild.

Um ein Tiermodell zu schaffen, das dem Menschen beziiglich Lebenserwartung und Me-
tabolismus ndher steht als die Maus, haben wir vor kurzem das Rind als Modell eingefiihrt
(FERREIRA et al. 2010). Moglicherweise konnen dadurch auch Langzeitfolgen der mtDNA-
Heteroplasmie besser abgeklért werden als mit der relativ kurzlebigen Maus. Unser Modell
basiert auf den beiden Unterarten des Rindes Bos primigenius taurus und Bos primigenius
indicus. Diese beiden Unterarten sind uneingeschrinkt miteinander verpaarbar, ihre mtDNAs
unterscheiden sich aber in 237 Positionen voneinander (HIENDLEDER et al. 2008), wodurch
der Nachweis der Heteroplasmie erleichtert wird. Optimal geeignet sind dazu Nellore-Rinder,
eine Rasse, die in Brasilien durch Kreuzung von Zebus mit den von den Spaniern importierten
taurinen Rindern entstanden ist. Je nach Mutterlinie besitzen sie dadurch entweder B. primi-
genius taurus (haufiger) oder B. primigenius indicus (nur reinrassige Tiere) mtDNA (FERREI-
RA et al. 2007, GiBBs et al. 2009). Einerseits wurden mittels ,,klassischem‘ Ooplasmatransfer
ca. 15 % des Ooplasmas einer B. primigenius indicus-Oozyte in eine B. primigenius taurus-
Oozyte iibertragen, und andererseits wurde versucht, diesen Anteil noch weiter zu erhohen.

Der Ooplasmatransfer konnte auch therapeutisch verwendet werden, um pathologisch
verdnderte mtDNA in der Oozyte geniigend zu verdiinnen, um den Anteil der pathologischen
mtDNA in den Nachkommen unter dem Schwellenwert zu halten und einen Ausbruch einer
Erkrankung zu verhindern. Dafiir wire aber eine Ubertragung von mindestens 50 % der mtD-
NA notig (BREDENOORD et al. 2008).

Um dies zu erreichen, kann man die Oozyte vor dem Ooplasmatranfer zentrifugieren. Da-
durch lagert sich die mitochondrienhaltige Fraktion an einem Pol an (Abb. 2). Diese Fraktion
wird dann abgesaugt und durch normales Ooplasma einer Donorzelle ersetzt. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass dabei wie beim ,.klassischen Ooplasmatransfer nur ca. 15 % des Gesamtvo-
lumens der Oozyte verindert werden, dabei aber wie in unserem Fall 25 % der mtDNA ausge-
tauscht werden. Da in der abgesaugten Ooplasmafraktion die Mitochondrien konzentriert sind,
sie aber nur mit dem gleichen Volumen nicht-konzentrierten Ooplasmas ersetzt wurden, kommt
es in der Summe zu einer Abnahme der mtDNA in der Oozyte auf ca. 40 % des Ausgangswer-
tes. Interessanterweise zeigen diese Embryonen im Blastozystenstadium bereits wieder gleich
hohe mtDNA-Werte wie die Kontrollgruppe, es kommt also offensichtlich bereits in diesem
frithen Entwicklungsstadium zu einer Replikation der mtDNA. Die Embryonalentwicklung war
durch diese Interspezies-Heteroplasmie nicht beeintrachtigt. Es konnte gezeigt werden, dass
Ooplasmatransfer nach Zentrifugation der Oozyte eine wirksame Methode ist, um den Anteil
an Donor-mtDNA zu erhdhen. Es konnte eine Steigerung von 12 % auf 24 % erreicht werden.
Eine Moglichkeit, diesen Wert noch zu erhohen und auf die geforderten 50 % zu kommen, wire,
nicht nur die Rezipientenoozyte, sondern auch die Donoroozyte zu zentrifugieren.

Bis zur Geburt ging allerdings ein grofer Teil der iibertragenen B. primigenius indicus-
mtDNA wieder verloren (Abb. 3). Es besteht also auch beim Rind ein Unterschied in der
Segregation der mtDNA zwischen zwei Subspezies, wie er schon bei Mausen gezeigt wurde
(TAkEDA et al. 2000). Trotzdem wurde die Heteroplasmie in die Keimbahn vererbt, wie an-
hand mittels Superovulation gewonnener Oozyten gezeigt werden konnte.

Eine Alternative zum Ooplasmatranfer besteht in der Ubertragung der nukleiren DNA
von einer Oozyte mit pathologischer mtDNA in eine gesunde, entkernte Oozyte.

Zwei Methoden wurden dafiir kiirzlich vorgestellt. Beim Rhesusaffen der Spindel-Chro-
mosomen-Komplex-Transfer, bei dem nur die Chromosomen iibertragen werden (TACHIBA-
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Abb. 2 Mitochondrien mit intaktem Membranpotential wurden innerhalb einer bovinen Oozyte durch Zentrifugation
bei 10000 x g angereichert. Fraktionen: 1, Lipide; 2, Membrangebundene Vesikel; 3, Glattes Endoplasmatisches
Retikulum; 4, Organellenfreies Ooplasma; M, Mitochondrien. Farbung: MitoTracker Red CMXRos; Invitrogen).
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Abb. 3 Exponentielle Abnahme der Donor-mtDNA (B. primigenius indicus) wihrend der Graviditit. Gleiche Sym-
bole zeigen gleiche Tiere. Die Regressionsanalyse zeigt eine negative exponentielle Funktion (r2= 0,78) (modifiziert
nach FERREIRA et al. 2010).
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Na et al. 2009). Dabei kommt es zum Austausch von tiber 95 % der mtDNA. Beim Menschen
der Pronukleartransfer, bei dem die Vorkerne einer Zygote ausgetauscht werden und 98 %
der mtDNA {ibertragen werden (CRAVEN et al. 2010). Obwohl diese Versuche aus ethischen
Griinden nur bei abnormal fertilisierten Oozyten durchgefiihrt wurden, entfachten sie doch
eine neuerliche Diskussion tiber die Vertretbarkeit solcher gentechnischer Eingriffe beim
Menschen. Jedenfalls konnte aber gezeigt werden, dass beide Methoden potenziell geeignet
sind, die Ubertragung von pathologischer mtDNA zu verhindern.

Sowohl beim Ooplasmatransfer als auch beim Spindel-Chromosomen-Komplex-Trans-
fer und Pronukleartransfer miissen nicht nur ethische, sondern auch funktionelle Fragen zur
mtDNA-Heteroplasmie geklédrt werden, bevor es zu einem (weiteren) Einsatz in der Human-
medizin kommen kann.

9. Ausblick

Eines der Hauptprobleme der Erforschung der mitochondrialen Genetik ist, dass mtDNA
zwar in vitro mutiert werden kann, eine gerichtete gentechnische Modifizierung bis heute al-
lerdings nicht moglich ist (CHINNERY und ScHON 2003). Deshalb beschrinken sich die meis-
ten Studien entweder auf pathologisch veridnderte mtDNA, oder sie vergleichen verschiedene
Typen der mtDNA von Labortieren. Diese stammen allerdings meist nur von wenigen Mut-
tertieren ab und zeigen eine dementsprechend geringe Variabilitidt der mtDNA (Golos et al.
2007). Zumindest dieser Engpass konnte in naher Zukunft beseitigt werden, da durch neue
Sequenziermethoden viele neue mtDNA-Typen gefunden werden. Studien, die auf eine gro-
Bere Vielfalt von mtDNAs zuriickgreifen konnen, werden unser Wissen iiber die mitochondri-
ale Genetik sicher vermehren und helfen, das Zusammenspiel zwischen dem mitochondrialen
und dem Kerngenom besser zu verstehen.
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Zirkulierende Nukleinsduren
Vergangenheit — Gegenwart — Zukunft

Bertram BRENIG ML (Gottingen)
Mit 1 Abbildung und 2 Tabellen

Zusammenfassung

Zirkulierende Nukleinsduren im Plasma und Serum (CNAPS oder CNA) wurden erstmals Mitte des letzten Jahr-
hunderts beim Menschen beschrieben. Die intensive Erforschung begann jedoch erst, nachdem moderne moleku-
larbiologische Methoden, wie z. B. die Polymerase-Kettenreaktion, zur Verfiigung standen. In den letzten Jahren
erhielt die Forschung auf dem Gebiet der CNAs erneut einen enormen Schub durch den Einsatz von Hochdurchsatz-
sequenzierautomaten. Seither hat sich das Gebiet stetig weiter entwickelt und vor allem im Bereich der Diagnostik
neue Moglichkeiten eroffnet. Der folgende Beitrag soll einen kurzen Uberblick iiber den momentanen Stand der
Erkenntnisse auf dem Gebiet der CNAs geben.

Abstract

Circulating nucleic acids in plasm and serum (CNAPS or CNA) in man have been described already in the middle of
the last century. However, an intensive research on CNAs started only when modern molecular biologcial methods
became available, e.g. the polymerase chain reaction. In recent years the investigation of CNAs again experienced
an enormous stimulus through the development and application of high-throughput sequencing. Since then the CNA
field has developed constantly and has opened new possibilities especially in DNA-based diagnosis. The following
article will give a short overview of the state of the art and potential new developments.

1. Entdeckung und Eigenschaften zirkulierender Nukleinséduren

Im Serum bzw. Plasma zirkulieren in einem nicht unerheblichen Umfang freie und in Mikrove-
sikeln (Exosomen) verpackte Nukleinsduren (FLEISCHHACKER und ScHMIDT 2007, SWARUP
und RAJESWARI 2007). Dabei handelt es sich sowohl um DNAs als auch RNAs, die als Reakti-
on eines Organismus auf z. B. akute oder chronische entziindliche, degenerative, traumatische
oder infektiose Erkrankungen aktiv sezerniert bzw. durch Apoptose oder Nekrose freigesetzt
werden (Abb. 1). Die Konzentration von Nukleinsduren im Blut gesunder Probanden betrigt
durchschnittlich 1,8—35 ng/ml DNA und 2,5 ng/ml RNA. Als Folge unterschiedlicher Erkran-
kungen kann die Konzentration jedoch auf Werte bis zu 3000 ng/ml ansteigen. Obwohl iiber
das Vorkommen von CNAs sowohl bei gesunden als auch erkrankten Individuen bereits 1948
von MANDEL und METAIS berichtet wurde, kam es erst nach der Beschreibung von CNAs bei
Patienten mit systemischen Lupus erythematosus und verschiedenen Tumorerkrankungen zu
einem gesteigerten Interesse an der Erforschung der Herkunft, Funktion und des eventuellen
Einsatzes von CNAs in der medizinischen Diagnostik (LEON et al. 1977a, b, TAN et al. 1966).
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Abb. 1 Herkunft zirkulierender Nukleinsduren (modifiziert nach SWARUP und RAJESWARI 2007, mit freundlicher
Genehmigung von Dr. J. BEck). Die Abbildung zeigt die sechs moglichen Herkiinfte zirkulierender Nukleinsduren
im Plasma und Serum. Im Wesentlichen ist die Herkunft von CNAs auf apoptotische Prozesse und aktive Sekretion
zuriickzufiihren.

Eine konsequente Analyse von CNAs wurde aber erst moglich, nachdem hochsensitive mole-
kulare Techniken (z. B. PCR) zur Verfiigung standen. Pionierarbeit leisteten dabei vor allem
die beiden franzosischen Wissenschaftler Philippe ANKER und Maurice STROUN, die bereits
1975 zirkulierende Nuckleinsduren in menschlichem Plasma beschrieben und néher unter-
suchten (ANKER et al. 1975, 1976, STROUN et al. 1977). In den folgenden Jahrzehnten hat sich
daraus ein hoch interessantes und dynamisches Forschungsgebiet entwickelt, was u. a. auch
seinen Ausdruck in der im November 2009 zum sechsten Mal durchgefiihrten internationalen
Konferenz iiber CNAPS (,,Circulating Nucleic Acids in Plasma and Serum, CNAPS-VI®) in
Hong Kong findet.

Inzwischen konnten CNAs in einer Reihe ganz unterschiedlicher Symptomatiken nachge-
wiesen werden. Einen kleinen Uberblick iiber das Vorkommen von CNAs bei unterschiedli-
chen Erkrankungen gibt Tabelle 1 wieder. DNA-Plasmaspiegel zeigen sich als geeignet zum
Nachweis und zur Prognostik von Traumapatienten (Lo et al. 2000). Bei chronischen Er-
krankungen, wie rheumatoider Arthritis (LEON et al. 1977a), und Autoimmunerkrankungen,
wie systemischer Lupus erythematosus (TAN et al. 1966), wurden zirkulierende Serumnu-
kleinsduren ebenso nachgewiesen wie bei Infektionskrankheiten (ANKER und STROUN 2000,
FLEISCHHACKER 1999, Lo 2001). In der Onkologie dient der Nachweis von aus Tumorgewebe
oder von Viren stammenden Nukleinsduren in Serum oder Plasma der Diagnostik, Prognostik
sowie der Kontrolle des Therapieerfolges. Studien hierzu reichen zuriick bis in die 1970er
Jahre (LEON et al. 1977b).

Wie derartige CNAs gebildet werden und welche Funktion sie haben, ist gegenwirtig
noch nicht vollstindig bekannt. Wie bereits oben erwéhnt gibt es theoretisch sechs verschie-
dene Herkiinfte von CNAs (Abb. 1). Momentan wird jedoch die Herkunft der CNAs aus
apoptotischen Vorgidngen und aktiver Sekretion als wesentliche Quelle angenommen. Bei der
gelelektrophoretischen Auftrennung von CNAs zeigt sich in der Regel eine DNA-Leiter und
kein Schmier, wobei die DNA-Fragmente in einem Grofenbereich von 180-1000 bp liegen.
Bei nekrotischen Prozessen wiirde man dagegen eher einen Schmier in einem unterschiedli-
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Tab. 1 Vorkommen von CNAs im Plasma und Serum von Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen

Erkrankung Nukleinsédure Referenz
Systemischer Lupus erythematosus ~ DNA TaN et al. 1966
Hirnschlag DNA RAINER et al. 2003
Trauma DNA Lawm et al. 2003
Herzinfarkt DNA CHANG et al. 2003
Trauma RNA LAKTIONOV et al. 2004
Multiple Sklerose DNA BEck et al. 2010b
Mammakarzinom DNA BEck et al. 2010a

chen GroBenbereich erhalten, der keine spezifischen Bandenmuster aufweisen wiirde. Neben
der Apoptose werden CNAs aber auch zellfrei oder in DNA/RNA-Lipoprotein-Komplexen
verpackt ins Blut abgegeben. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass derartige Kom-
plexe von intakten Zellen gebildet und nach ihrer Sekretion von Zielzellen aufgenommen
werden konnen, um dort verschiedene zelluldre Verdnderungen bzw. Reaktionen zu indu-
zieren. Hierzu gehoren z. B. die Induktion von Krebs, die Verdnderung der Kontraktionsrate
von Herzmuskelzellen, Antikorperbildung, die Initiation und der Abbruch der DNA-Synthese
(GAHAN 2006, GAHAN et al. 2008). Spezifische CNA wurden u. a. im Urin entdeckt, und
daher scheint eine renale Ausscheidung als sehr wahrscheinlich (Lo et al. 2000, TsumiTA und
IWANAGA 1963).

Eine detaillierte Studie iiber die Zusammensetzung humaner CNAs gesunder Individuen
wurde kiirzlich publiziert (BEck et al. 2009b). Dabei konnte u. a. gezeigt werden, dass sich
die CNAs in ihrer Zusammensetzung beziiglich des Vorkommens von Genen oder Genfrag-
menten, RNAs, kodierenden und untranslatierten Bereichen sowie repetitiven, intergenischen
und nichtrepetitiven Regionen, nicht wesentlich von nukleédrer chromosomaler DNA unter-
scheiden. Auch bei der Verteilung der CNAs beziiglich ihrer chromosomalen Herkunft konnte
keine Abweichung von der erwarteten genomischen DNA-Mengenverteilung ermittelt wer-
den. Bei einer genaueren Analyse der Zusammensetzung der CNAs im Vergleich zur nuklei-
ren genomischen DNA konnten aber hinsichtlich des Anteils von Alu-Elementen sowie LINE
L1 und L2 Unterschiede gezeigt werden (BROOKFIELD 1994, DEWANNIEUX und HEIDMANN
2005). Alu-Elemente waren dabei signifikant tiber- und L1- bzw. L2-Elemente signifikant
unterreprasentiert. Neben CNAs genomischer Herkunft der Probanden lielen sich aulerdem
ungefihr 0,16 %, 0,02 % bzw. 0,01 % der CNAs entweder Bakterien-, Virus- bzw. Pilzgeno-
men zuordnen.

Die Analyse und Erstellung von CNA-Datenbanken von gesunden Individuen ist eine
wichtige Voraussetzung fiir zukiinftige Untersuchungen von CNAs bei unterschiedlichen Er-
krankungen. Erkrankungsspezifische CNAs lassen sich dann durch den Vergleich mit den
normalen Repertoires an CNAs identifizieren.

Untersuchungen mit CNA haben ein neues Feld von Moglichkeiten zur nichtinvasiven, mo-
lekularen Diagnostik von Krankheiten erdffnet (Tsul et al. 2002), die weit iiber den Nachweis
von Erreger-DNA hinausgeht. Das Grundprinzip liegt darin, krankheitsspezifische Zellschidi-
gungen oder Zellaktivierungen durch den Nachweis der dabei ins Serum/Plasma freigesetzten
Nukleinsduren zu erkennen. Mit Hilfe von PCR-Techniken konnen spezifische Bandenmuster
dargestellt werden, die fiir eine bestimmte Krankheit pathognostisch sein konnen.
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2. Zirkulierende Nukleinsiuren bei Tieren

Nukleinsduren im Serum von Haussdugetieren wurden bisher nur beim Rind im Rahmen von
Untersuchungen der Bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) beschrieben (BRENIG et
al. 2002, ScHuUTZ et al. 2005). Dabei konnten mittels subtraktiver Hybridisierung spezifische
BSE-induzierte CNAs identifiziert werden. Es fanden sich Sequenzen mit einer Lange zwi-
schen 109 und 220 bp. Ein gemeinsamer Bereich von 80 bp konnte in jeder dieser Sequenzen
nachgewiesen werden. Der 80bp-Bereich zeigte eine sehr hohe Homologie zu einem bovinen
SINE, Bov-tA (ScHUTZ et al. 2005). Die Uberpriifung der isolierten CNA bei BSE-positiven
und Kontrolltieren zeigte eine Spezifitit der CNAs mit einer statistischen Signifikanz von
p < 0,001. Weiterfiihrende Untersuchungen haben gezeigt, dass Unterschiede zwischen infi-
zierten und gesunden Rindern sich nicht nur in der An- bzw. Abwesenheit spezifischer CNAs
ausdriicken, sondern auch die Zusammensetzung der CNAs ein spezifisches Muster aufweist
(Beck et al. 2009a). In dieser Studie wurden 15 Rinder mit 100 g BSE-infiziertem Gehirn oral
infiziert und 40 Monate nach der Infektion die CNAs aus Serumproben der infizierten Tiere
analysiert. Insgesamt wurden 4,64 x 107 Nukleotide in 5,96 x 105 Einzelsequenzen unter-
sucht. Die durchschnittliche Lange der untersuchten DNA-Fragmente betrug 78 bp. Die Se-
quenzdaten der CNAs der infizierten Tiere wurden mit den homologen Sequenzen der Kon-
trolltiere verglichen. Dabei konnten spezifische Einzelnukleotidvarianten (SNP) zwischen den
analysierten Individuen identifiziert werden. Einige der SNPs waren ausschlielich bei den
infizierten Tieren nachweisbar. Insgesamt konnten bei der Studie 421 SNPs charakterisiert
werden, die in keiner der ca. 3,0 x 105 Sequenzen der nicht-infizierten gesunden Kontrolltiere
auftraten. Mit einer Auswahl von zwei SNPs lie3en sich alle BSE-infizierten Tiere innerhalb
der untersuchten Kohorte eindeutig erkennen.

Im Rahmen einer anderen Studie konnten TSE!-spezifische CNAs auch bei an Chronic
Wasting Disease (CWD) erkrankten kanadischen Rothirschen (Cervus elaphus) gefunden
werden (GORDON et al. 2009). CNAs wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten iiber einen
Zeitraum von 25 Monaten nach einer oralen Infektion aus dem Serum von 24 Rothirschen
isoliert. Insgesamt wurden aus den Extrakten 657431 DNA-Sequenzen generiert, von denen
401733 von infizierten Tieren stammten. Die DNA-Fragmente hatten eine durchschnittli-
che Linge von 163 bp. Innerhalb der CNAs konnten drei fiir unterschiedliche CWD-Stadi-
en reprisentative Sequenzen identifiziert werden. Eines der Sequenzmotive erwies sich als
spezifisch fiir Tiere ohne klinische Symptome bis zu 5 Monaten nach der Infektion. Zwei
weitere Motive wurden identifiziert, die bei Tieren kurz vor dem Auftreten klinischer Symp-
tome nachweisbar waren. Wihrend in dem ersten Motiv keine besonderen Sequenzabschnitte
nachweisbar waren, zeigte sich bei dem zweiten Motiv (Motiv A) eine Homologie zu einer
viralen Protein-Bindungsstelle (EVI 1). Das dritte Motiv (Motiv B) zeichnete sich ebenfalls
durch das Vorkommen eines besonderen Motivs aus. Hierbei handelte es sich um eine Zink-
finger-Proteinbindungsstelle (PLZF). Ein weiteres Sequenzmotiv (Motiv C), das jedoch keine
besonderen bisher bekannten DNA-Abschnitte enthilt, wurde bei allen terminalerkrankten
Tieren nachgewiesen.

Die Untersuchungen von GORDON et al. (2009) zeigen, dass CNAs nicht nur bei Rindern
auftreten, sondern auch bei Rothirschen sehr spezifische CNAs als Reaktion eines Tieres auf
eine TSE-Infektion gebildet werden.

1 TSE - Transmissible spongiforme Enzephalopathie.
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Bisher gibt es noch keine weiteren Publikationen zu CNAs bei anderen Tieren. Die bisheri-
gen Ergebnisse bei Rindern und Rothirschen lassen jedoch vermuten, dass auch bei anderen
Tierarten CNAs vorkommen. Untersuchungen hierzu sind in Vorbereitung oder haben bereits
begonnen. Man darf gespannt sein, welche interessanten Erkenntnisse auf diesem Gebiet zu-
kiinftig noch erlangt werden.

3. Einsatz zirkulierender Nukleinsiduren in der Diagnostik

Gegenwirtig werden CNAs bereits als Biomarker in der Humanmedizin eingesetzt. Der Ein-
satz reicht von der Diagnose, liber die Prognose bis hin zu Verlaufskontrollen von Behandlun-
gen bei einer Vielzahl verschiedener Erkrankungen. Die Analyse ist dabei denkbar einfach,
da nach einer Blutentnahme die CNAs aus dem Plasma oder Serum isoliert und anschlieend
mit Standardverfahren der Molekularbiologie, z. B. PCR und Gelelektrophorese oder DNA-
Sequenzierung, untersucht werden konnen. Auch sehr geringe Mengen an CNAs lassen sich
durch ,,whole genome amplification“(WGA)-Methoden vorher entsprechend anreichern.

Das diagnostische Potential der CNAs wird gegenwirtig bereits in der Notfallmedizin,
Diabetesdiagnostik, Prianatalmedizin und Onkologie ausgenutzt.

In der Tiermedizin und Tierzucht ergeben sich interessante Anwendungen der CNAs im
Bereich der Prinataldiagnostik (NIPD, nichtinvasive Prinataldiagnostik). Der Austausch ma-
ternaler und fetaler kernhaltiger Zellen ist seit vielen Jahren bekannt und wurde erstmals 1969
beschrieben (Lo et al. 1989, 1996, WALKNOWSKA et al. 1969). Mit der Entwicklung der PCR
konnte Mitte der 1990er Jahre der Nachweis fetaler Y-Chromosom-spezifischer Sequenzen
im Serum der Mutter zur prianatalen Geschlechtsbestimmung eingesetzt werden. Fiir die Pré-
nataldiagnostik eroffnet der Nachweis zirkulierender, fetaler DNA im miitterlichen Plasma/
Serum vollig neue Wege (Lo et al. 1997). Neben der Geschlechtsbestimmung ist es inzwi-
schen auch gelungen, unterschiedliche genetische embryonale Defekte mittels CNA-Dia-
gnostik prinatal zu bestimmen (SWAMINATHAN und ButTt 2006). Erst kiirzlich konnte sogar
ein unterschiedliches Methylierungsmuster des Maspin-Gens in fetaler zirkulierender DNA
nachgewiesen werden (CHIM et al. 2005, PooN et al. 2002). Tabelle 2 gibt einen Uberblick
iiber einige CNAs, die erfolgreich in der NIPD eingesetzt werden. Da die CNA-Diagnostik
nichtinvasiv durchgefiihrt wird, besteht auch nicht die Gefahr eines durch Manipulation be-
dingten Abortus (L1u et al. 2007).

Fiir die Diagnostik sind natiirlich Fragen zu den Faktoren, die die Zusammensetzung und
die Konzentration fetaler DNA im Serum der Mutter (cff-CNA, cell-free fetal CNA) beein-
flussen, von groflem Interesse. Dies betrifft sowohl den Verlauf der cff-CNA-Konzentration
wihrend einer Graviditit als auch Verianderungen, die durch externe Faktoren, z. B. Art der
Befruchtung, Fiitterung oder Rasse, bedingt sind. Untersuchungen zu diesen Fragen wurden
bisher nur beim Menschen durchgefiihrt. Wichtig fiir eine friihe Prianataldiagnostik oder sogar
praimplantative Diagnostik (PID) ist der Nachweis von cff-CNA kurz nach der Befruchtung
bis zur Nidation. Untersuchungen mittels Real-time-PCR von WATAGANARA et al. (2004) zei-
gen, dass cff-CNAs (DYS1) beim Menschen ab dem 32. Tag der Graviditidt ohne Probleme
nachweisbar sind. Eine frithere Detektion durch Extrapolation der vorliegenden Daten ldsst
sich ab dem 29. Tag der Graviditit erwarten. Andere Untersuchungen gehen von einem ak-
kuraten und robusten Nachweis der cff-CNA ab der 5. Woche (BIRcH et al. 2005), 6. Woche
(STANGHELLINTI et al. 2006) oder 8. Woche (GALBIATI et al. 2005) der Graviditit aus. Diese
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Tab. 2 Untersuchung von CNAs in der nichtinvasiven Prinataldiagnostik (NIPD)

Erkrankung/Phénotyp CNA-Biomarker Referenz

Prienklampsie Y-chromosomales geschlechts- Tao et al. 2005
determinierendes Gen (SRY)
ACTH-Gen NG et al. 2003
Maspin-Gen CHM et al. 2005

B-Thalassdmie B-Globin-Gen L1 et al. 2005, 2006
B-Globin-Gen Papasavva et al. 2008

Geschlechtsbestimmung Amelogenin-Gen VECCHIONE et al. 2008
X-chromosomale Microsatelliten VECCHIONE et al. 2008
Y-chromosomale multicopy DAZ VAINER et al. 2008

Down-Syndrom Plazenta-spezifisches Protein 4-Gen Lo et al. 2008
(PLAC4)

Rhesusfaktor RHD-Gen FINNING et al. 2004,

HARPER et al. 2004

Ergebnisse dokumentieren, dass die Nachweisgrenze und damit der fritheste Zeitpunkt einer
Diagnostik noch nicht endgiiltig bestimmt ist. Durch den Einsatz noch sensitiverer Techniken
ist daher zu erwarten, dass cff~-CNAs noch zu einem weitaus fritheren Zeitpunkt der Gravidi-
tit detektiert werden konnen. Fiir die Diagnostik beim Rind ist von Interesse, dass auch bei
Graviditidten durch In-vitro-Fertilisation cff-CNAs nachgewiesen werden konnten (PAN et
al. 2005). AuBerdem muss beachtet werden, dass sich alle bisherigen Untersuchungen beim
Menschen auf den Nachweis fetaler DNA beziehen. Die Verinderung maternaler zirkulieren-
der DNA wurde in keiner Studie bisher beriicksichtigt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass auch in der Tierzucht und Tiermedizin eine Vielzahl inter-
essanter Anwendungen der CNAs moglich ist.

4. Schlussfolgerung

Das Gebiet der zirkulierenden Nukleinsduren befindet sich bei unseren Haussdugtieren noch
ganz am Anfang. Jedoch zeigen die Ergebnisse im Bereich der Humanmedizin und erste Er-
kenntnisse beim Rind und Rothirsch, dass CNAs vor allem in der nichtinvasiven Diagnostik
ein enormes Potential besitzen. Dieses wird sich mit Sicherheit zukiinftig auch in der Tierme-
dizin und Tierzucht in zunehmendem Male ausschopfen lassen.
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Quantification of Genetic Variation
in Livestock Species
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Abstract

Genetic diversity within livestock species can be found within and between breeds. It is not a constant, but is threat-
ened by extinction of breeds and by inbreeding and genetic drift. The need to conserve genetic diversity is widely ac-
cepted. It was shown that those breeds should be conserved that contribute to genetic diversity (which are not always
the most endangered breeds). This involves the need to measure the genetic diversity using an appropriate diversity
measure. For this purpose a kinship based core set diversity measure is presented that considers both between and
within breed diversity and fulfils the so-called Weitzman criteria for a proper diversity measure. It values breed with
a high within breed kinship that are not related to other breeds in order to maximise the total additive genetic vari-
ance of a quantitative trait. A stochastic algorithm for the estimation of breed marginal diversities is described that
is tailored to analyse large data sets. It considers putative future changes of marginal diversities due to genetic drift.
Marginal diversities can be used to prioritise breeds for conservation. The methods were applied to a real data set
consisting of nine genotyped cattle breeds, demonstrating the usefulness of the approach. In future it is assumed that
next to the neutral MV T-diversity also adaptive diversity will play an important role in making conservation decision.

Zusammenfassung

Die genetische Diversitit landwirtschaftlich genutzter Spezies ist innerhalb und zwischen Rassen zu finden. Sie ist
nicht konstant, sondern durch z. T. begrenzte effektive Populationsgrofen und Aussterben von Rassen bedroht. Die
Notwendigkeit der Erhaltung der genetischen Diversitit ist aus unterschiedlichen Griinden weitgehend akzeptiert,
und es wurden weltweit Erhaltungsprogramme etabliert. Dabei kommt der Auswahl der Rassen fiir ein Erhaltungs-
programm eine zentrale Bedeutung zu. In der Vergangenheit wurden oftmals die am meisten gefihrdeten Rassen aus-
gewiihlt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Auswahl nach dem Beitrag der einzelnen Rassen zur Diversitit
wesentlich sinnvoller ist. Die Identifikation solcher Rassen setzt voraus, dass ein geeignetes Diversitidtsmal} verwen-
det wird, welches beide Komponenten der Diversitit (innerhalb und zwischen Rassen) mit entsprechender Gewich-
tung beriicksichtigt. Ein solches Diversitdtsmaf ist die neutrale MVT-Diversitit. Sie misst den Anteil der genetischen
Variation eines hypothetischen quantitativen Merkmals, welches von einem definierten Set von Rassen zum jetzigen
und zu einem zukiinftigen Zeitpunkt konserviert wird. Letzteres setzt voraus, dass Aussterbewahrscheinlichkeiten
der Rassen abgeleitet werden konnen. Das MVT-Diversititsmall hat eine eindeutige quantitativ-genetische Fun-
dierung und erfiillt die sogenannten Weitzman-Kriterien fiir ein ,sinnvolles® Diversitatsmafl. Als Input-Parameter
benétigt es durchschnittliche Verwandtschaften zwischen und innerhalb der Rassen, welche mit neutralen geneti-
schen Markern geschitzt werden konnen. Mit der Verfiigbarkeit von genomweiten und massiven Markerdaten ist es
moglich, neben der neutralen genetischen Diversitit auch die adaptive Diversitit iiber die Kartierung von Signaturen
der Selektion im Genom anzusprechen. Zukiinftiger Forschungsbedarf wird in der simultanen Beriicksichtigung der
neutralen und der adaptiven Diversitit bei der Quantifizierung der genetischen Diversitit gesehen.
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1. Introduction

The genetic diversity within a livestock species can be divided into the diversity that can be
found within and between breeds. The within breed diversity is due to the different deviations
from the respective breed mean and the between breed diversity arises from different breed
means (WooLiams and Toro 2007). It is often argued that especially the between breed di-
versity of farm animal species is threatened by extinction of breeds. For example, there are
around 7,600 breeds from 35 domestic mammals and bird species. Around one third of them
are classified either as endangered, at risk or even extinct (SCHERF et al. 2006). But also the
within breed diversity remains not constant over time but declines with increasing inbreeding
of the breed (FALCONER and MckAYy 1996) and, of course, also because of extinction. The
need to conserve genetic diversity is generally accepted (e.g. OLDENBROEK 2007). One major
reason is that an abundant resource of genetic diversity is a prerequisite of coping with puta-
tive future changes in livestock farming conditions, e.g. changes in production conditions or
in market requirements. Due to limited resources it is not possible to conserve all endangered
breeds. Therefore, an efficient conservation scheme should include only those breeds that
contribute to its objectives (SIMIANER 2005).

The need to conserve genetic diversity involves in general two questions: (i) is the expected
loss of diversity in a set of breeds within a defined future time horizon large enough to establish
a conservation plan, and if so (i7) which breeds should be prioritised for such a conservation
plan. The present study describes a method that addresses these questions. It combines a kinship
based diversity measure that considers both between and within breed diversity and a stochastic
method for the estimation of expected loss of diversity and of breed marginal diversities. Puta-
tive changes in breed diversity contributions with time due to genetic drift are considered. The
obtained marginal diversities can be used to asses breed conservation priorities.

2. The MVT-Diversity Measure

Assume a set of N breeds with a known average kinship matrix M. The additive genetic vari-
ance of a hypothetical quantitative trait within the set is

1 _
var(uW):WZ[(h M,)-2M] [1]
i=1

where M, is the within breed kinship of breed i obtained from the diagonal elements of M and
denotes the mean of all the elements of M. The maximum variance total (MVT) method forms
a core set in which the total genetic variance of a hypothetical quantitative trait is maximised
(BENNEWITZ and MEUWISSEN 2005a). The relative breed contributions to the MVT core set
are stored in the vector ¢ and are calculated as

TV Vi v o
4 L M™,

with F being a vector containing the within breed kinship, i.e. F' = diag(M) and [, a vector
of ones. The MVT diversity (D) is then calculated as D = 1 + ¢ F — 2c MC (BENNEWITZ
and MEUWISSEN 2005a). According to the redistribution of the variance of a quantitative
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trait in subdivided populations undergoing inbreeding (FALCONER and MCKAY 1996), the
MVT diversity can be partitioned into MVT between breed diversity (D,) and MVT with-
in breed diversity (D,,) as follows D, = 2(c,,.F — ¢,..Mc,,,) and Dy = 1 — c,,,F. Hence,
D =D, + Dy = 2(c,,,F - c,,,Mc,,,) + (1 —c,,,F), which is equivalent to D = [ + cF — 2cMc.
Note that this diversity measure fulfils the so-called Weitzman criteria for a proper diversity
measure (BENNEwWITZ and MEUWISSEN 2005a).

Matrix M can be estimated using marker information (EDING and MEUWISSEN 2001,
2003). Accurate contribution estimates are obtained with bootstrapping (BENNEWITZ and
MEUWISSEN 2005a), drawing B bootstrap samples. A bootstrap sample b is generated by
sampling the individuals within breed and the marker loci. For each b, M is estimated by a
weighted log-linear model, which uses marker estimated average similarities between and
within breeds and separates IBD probabilities from Alike In State probabilities (EDING and
MEUWISSEN 2003). Subsequently, the contribution vector and the diversity is estimated for
each b as shown above. The final contribution vector estimate and the final diversity estimate
is the mean of all bootstrap estimates, respectively.

3. Estimating Expected Future MVT-Diversity

Assume that the extinction probabilities of the breeds (z) for a defined future time horizon ¢
(e.g. t = 50 years into the future) are known. The estimation of expected future diversity and
breed marginal diversities can be done stochastically. A sample s is repeatedly generated from
the breeds starting with the filling in of an indicator vector k. Each element k; in & is allocated
for one breed i, it is either set to zero with extinction probability z; (breed i is extinct at time )
or to one with probability 1 — z; (breed i is alive at time 7). Breeds with k;= 0 are removed from
sample s and the diversity of s (D) is estimated by the MVT core set algorithm and bootstrap-
ping as shown above, but replacing M and F in each bootstrap sample by the expected kinship
matrix and expected with within breed kinship vector at time #, M, and F,, respectively (for
estimation of M, and F, see below). The algorithm is repeated S times. The expected diversity
at t, E(D,), is the mean of all D, and the variance of D,, 6%y, is the variance of the D, The
covariance structure of k and D, is

k1 |1Q ¢
= . b 3
“lo. s | :

where Q is a matrix containing the variance of k; (i.e. z;(1 — z;)) on the diagonal elements and
zero elsewhere. Vector g contains the covariance between k; and D,, and can be obtained from
the S samples. The marginal diversity of breed i, m;, is defined as the change of conserved
diversity at time # when the extinction probability would be changed by one unit (SIMIANER
et al. 2003). Using this method, they are estimated by regressing D, on k;, i.e. m; = cov(D,, k;)/
var(k;). It was shown that this stochastic algorithm is tailored to analyse large data sets and
produces accurate estimates for S being large (BENNEWITZ et al. 2006). Conservation poten-
tials (CP) are estimated as CP;= z;*m; (SIMIANER et al. 2003).

Vector F, can be modelled as a function of the rate of increase per generation of within
breed kinship due to genetic drift (stored in vector AF) and the number of generations 7 (i.e.
t divided by the generation interval) as follows
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F =1, -1y —AF)" o (1, - F) [4]

where denotes for the Hadamard product. It was shown that the between breed kinship (i.e.
the off diagonals in M) remains constant over time (EDING and MEUWISSEN 2001). Hence,
the expected kinship matrix at time #, M,, can be obtained by inserting the elements of F, into
the corresponding diagonal elements of M. AF can be obtained as one divided by two times
the effective population size.

4. An Application

A data set consisting of nine cattle breeds from The Netherlands (Tab. 1) genotyped at 11 poly-
morphic microsatellite markers (EDING and MEUWISSEN 2003) was re-analysed with the pre-
sented algorithms (B = 100, S = 10000). The future time horizon was ¢ = 50 years and the
generation interval was assumed to be 5 years, hence T = 10. Unfortunately no data were avail-
able to estimate extinction probabilities either semi-quantitatively (REIST-MARTI et al. 2003)
or quantitatively (BENNEWITZ and MEUWISSEN 2005b). Therefore, they were modelled as one
divided by two time the effective population size and multiplied by a constant (i.e. by 20). Ad-
ditionally, no pedigree or temporal marker data for the estimation of the effective population
size were available. They were taken from the database entries of the European Association for
Animal Production (http://www.tiho-hannover.de/ einricht/zucht/eaap/index.htm).

Tab. 1 Extinction probability (z;), within breed kinship (f;), overall mean kinship (f,,,,;), expected within breed
kinship at t (f;), relative contribution to the MVT diversity (c;), marginal diversity (m;) and conservation potential
(CP)) of the breeds

Breed Zi bis Sneand"! Sl Ci m;?! Cp;

Belgian Blue 0.027 0.117 0.068 0.121 0.042 11.14 0.301
Dutch Red Pied 0.147 0.098 0.057 0.130 0.098 34.17 5.023
Dutch Black Belted 0.065 0.200 0.088 0.213 0.087 32.22 2.094
Limousine 0.025 0.091 0.042 0.097 0.240 154.74 3.869
Holstein Friesian 0.001 0.114 0.054 0.115 0.205 23.61 0.024
Galloway 0.435 0.216 0.072 0.297 0.163 190.48 82.859
Dutch Friesian 0.034 0.115 0.069 0.122 0.023 5.82 0.198
Improved Red Pied 0.090 0.185 0.077 0.204 0.099 41.77 3.759

[1] average from all bootstrap samples
[2] multiplied by 104

5. Results and Discussion

The attractiveness of the MVT diversity measure is that it favours breeds with a high within
breed kinship that are not related to other breeds. This can be demonstrated by the high con-
tributions of the Limousine, Holstein Friesian and Galloway breed (Tab. 1). Consequently it
attempts to conserve breeds with a large difference in the respective population mean of a
hypothetical quantitative trait, which enables a strong selection among the conserved breeds
for a desired trait. For prioritising breeds for conservation it seems to be advisable to use
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marginal diversities or conservation potentials, because, in contrast to the relative breed con-
tributions, they consider the extinction dynamic of the breeds.

In previous studies it was assumed that the breed diversity contribution remains constant
over time if the breed is alive or drops to zero if the breed is extinct (e.g. SIMIANER et al. 2003,
BENNEWITZ et al. 2006). The present study presents a way how to model a putative change of
the breed contributions over time by considering the effect of genetic drift. The actual MVT
diversity is 1.028 and the expected diversity at time 7 is 1.033. The reason for this somewhat
surprising outcome (gain in diversity over time) is that most breeds are not endangered (Tab.
1) and the increase of the within breed kinship over time overcomes the loss of diversity due
to putative extinction of breeds. Highest increases in within breed kinship were observed for
the two breeds with lowest effective population size, Galloway and Dutch Red Pied (Tab.
1). Without considering the effect of drift, the marginal diversities of especially these two
breeds changed markedly (dropped to 110.45 and 20.11, respectively, compare with Tab. 1).
This shows that the effect of considering drift is highest for those breeds with a low effective
population size which are usually the most endangered breeds and, therefore, their marginal
diversity are of particular interest. Additionally, not considering drift would result in a re-
duced estimate for the expected future diversity at time 7 (1.022).

6. Conclusion and the Future

The MVT diversity measure values breeds with high within breed kinship that are not related
to other breeds in order to maximise the total variability of putative traits. Marginal diversities
are suitable measures to prioritise breeds for conservation. They can be estimated for large
data sets using the presented stochastic algorithm. Considering future drift increases the mar-
ginal diversity of endangered breeds, because their effective size is small and thus expected
future drift is the largest.

In future it is expected that next to the neutral MVT-diversity also adaptive diversity will
become important in making decision about the genetic value of a breed for conservation.
This is because with the advent of massive molecular marker data it is possible to find chro-
mosomal regions that contain genes which are responsible for the adaptation of a breed to its
environment.
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SNP-Hochdurchsatzanalysen zur Genkartierung

Ivica MEDJUGORAC (Miinchen)
Mit 6 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

Die Genome der domestizierten Nutztiere enthalten Hunderte von Regionen, deren Variabilitéitsprofil eine kiirzliche
positive natiirliche und/oder kiinstliche Selektion andeutet. Die meisten zugrunde liegenden Gene und vorteilhaften
Mutationen sind nach wie vor unbekannt. Wir verwenden und entwickeln Designs und Methoden, die verschiedene
Analysen der positiven Selektion miteinander kombinieren und so zu einer feineren Resolution der Kartierung fiih-
ren. Unter Verwendung von SNP-Hochdurchsatzanalysen lokalisierten wir Erbkrankheiten, Quantitative Trait Loci
sowie bekannte und neue populationsspezifische Selektionssignale beim Rind. Die Anwendung des Versuchsdesigns
auf mehrere divergent- und unselektierte Rinderrassen soll eine Identifizierung der kausalen Varianten erleichtern.
Obwohl der derzeit verfiigbare (S0K) SNP-Chip eine enorme Beschleunigung der Genkartierung darstellt, ist eine
Kartierung unter einer Megabase weiterhin selten. Die hier diskutierten vorldufigen Ergebnisse demonstrieren, dass
eine Entwicklung eines groeren SNP-Chips ohne Erhebungsverzerrung notwendig ist, um eine noch schnellere und
prizisere Identifizierung von einzelnen kausalen Loci zu ermdglichen.

Abstract

The genomes of domesticated animals contain hundreds of regions whose variability profiles indicate a recent posi-
tive natural and/or artificial selection. Most of the underlying genes and advantageous mutations are still unknown.
We are using and developing designs and methods, which combine different analyses of positive selection and thus
enable a finer resolution of the mapping. Based on high-throughput analyses we localised hereditary diseases, quan-
titative trait loci and already published as well as unpublished population specific selection signals in cattle. The
application of the study design in several divergent and unselected cattle breeds shall facilitate the identification of
the causal variants. Although the currently available (SOK) SNP-Chip represents an enormous acceleration in gene
mapping, fine mapping below one mega base still remains rare. The discussion of the present preliminary results
demonstrates the need of the development of a larger SNP-Chip without ascertainment bias to enable a faster and
more precise identification of single causal loci.

1. Einleitung

Der grofite Teil der phianotypischen Varianz innerhalb einer Spezies scheint durch zahlreiche
Gene kontrolliert zu sein. Solche Gene mit quantitativem Effekt (Quantitative Trait Loci —
QTL) sind deutlich schwieriger zu identifizieren als Mendelschen Merkmalen zugrunde lie-
gende Gene. Die Methode der Intervallkartierung (LANDER und BOTSTEIN 1989) und deren
Varianten (reviewed in MANLY und OLSON 1999, BRoMAN 2001) wurden intensiv zur Kar-
tierung von QTLs genutzt, detektieren aber derart groe Genomregionen, die kaum eine Iden-
tifizierung der beteiligten Gene erlauben. Da neben anderem die Feinkartierung von QTLs
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eine grofle Zahl an informativen Rekombinationsereignissen benotigt, wurden verschiedene
Strategien zur Anhebung von Rekombinationsereignissen in der Kartierungspopulation vor-
geschlagen (DARvASI 1998, 2005, RONIN et al. 2003, JiN et al. 2004, Xu et al. 2005). Ein wei-
terer Nachteil der klassischen Kartierungsmethoden ist, dass sie nur in Populationen mit einer
etablierten Merkmalserfassung, und zwar nur fiir explizit erfasste Merkmale, anwendbar sind.

Eine neue Entwicklung in der Molekulargenetik erlaubt die Anwendung von sogenannten
~Population genomics* (z. B. JORDE et al. 2001) auch in der Tierzucht. Die Entwicklung
der SNP-Chip-Technologie ermoglicht genomweite Genotypisierungen (z. B. DUERR et al.
2006, BARENDSE et al. 2007) bei Hunderten von Individuen mit vertretbarem Kostenaufwand.
Die Entwicklung von ausgekliigelten analytischen Methoden (VOIGHT et al. 2006, TISHKOFF
et al. 2007, SABETI et al. 2007, PICKRELL et al. 2009, GrRossMAN et al. 2010) fiihrt zu ei-
ner sehr feinen Kartierung von Genen unter adaptiver oder kiinstlicher Selektion. Anderseits
wurden hoch effektive SNP-basierte Assoziationsanalysen in Fall-Kontroll-Studien (Case-
Control Design, CCD) zur Kartierung von monogenen Krankheiten entwickelt (CHARLIER
et al. 2008). Diese Kartierungsmethoden nutzen alle historischen Rekombinationsereignisse
und erlauben gleichzeitig auch eine Kartierung ohne explizite Merkmalserfassung in Teilpo-
pulationen. Somit werden die schwerwiegenden oben genannten Nachteile der klassischen
Kartierungsmethoden umgangen. Dariiber hinaus werden durch die Kartierung von Genen
unter adaptiver oder kiinstlicher Selektion gerade Gene, die die effektive genetische Vielfalt
reprisentieren, identifiziert. Dies sind nicht nur Gene, die die Leistung und Produktqualitét
bei Nutztierrassen beeinflussen, sondern auch Gene, die allgemein eine Rasse oder Teilpopu-
lation von anderen unterscheiden.

Die Identifikation von Genen, die eine effektive genetische Vielfalt reprisentieren, kann
die Studien der genetischen Vielfalt bei domestizierten Tierarten aus einem theoretischen in
einen anwendungsbezogenen und kommerziellen Wirkungsbereich verschieben.

Aus laufenden und vorangegangenen Kartierungs- und Diversititsstudien standen uns
umfangreiche Probensammlungen zur Verfiigung, die zum grofiten Teil bereits mit zahlrei-
chen Mikrosatellitenmarkern genotypisiert wurden. Dadurch wurden wichtige Vorkenntnisse
iber Populationsunterteilung sowie eine grobe Kartierung von Genen gewonnen. Aus diesem
Material und den Vorkenntnissen wurde ein klassisches CCD zur Kartierung von monogenen
Krankheiten angewendet und ein neues reziprokes CCD (R-CCD, Reciprocal-Case-Control
Design) zur Kartierung von adaptiver Diversitét entwickelt. Es wurden zuerst anhand klassi-
scher CCD am Beispiel von zwei Erbkrankheiten die Effizienz und die Grenzen der zurzeit
verfiigbaren SNP-Hochdurchsatzanalysen demonstriert. Darauffolgend wurde ein R-CCD
zur Kartierung von adaptiver Diversitét in zehn divergent selektierten Rinderrassen einge-
setzt. Die hier angewendeten Methoden und erzielten Ergebnisse sollen eine Diskussion iiber
unsere Erwartungen von SNP-Hochdurchsatzanalysen anregen.

2. Material und Methoden

2.1 Tiere fiir Klassische Fall-Kontroll-Studie — Spinale Dysmyelinisierung und Arachnomelie

Die Bovine Spinale Dysmyelinisierung (BSD) ist eine monogene rezessive Erbkrankheit, die
zu todlichen Myelinisierungsstorungen neugeborener Kilber der Rasse Braunvieh (BV) fiihrt.
In der vorliegenden Studie wurden als Fallgruppe 19 BV-Kilber genommen, die als Merk-
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malstrdger durch klinische und neurologische Untersuchungen an der Tierérztlichen Fakultét
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen diagnostiziert wurden. Als Kontrollgruppe
diente eine Stichprobe von 44 moglichst unverwandten Originalen Braunvieh (OBV)-Tieren.
Da BSD durch Amerikanische Brown-Swiss (BS)-Bullen in die europdische BV-Population
eingefiihrt wurde, wurde auch eine Stichprobe von 43 moglichst unverwandten Braunvieh-
Brown-Swiss (BBV)-Tieren als zweite Kontrollgruppe analysiert. Neben Fall- und Kontroll-
gruppen wurden 21 Anlagetrdger analysiert.

Die Spinnengliedrigkeit (SAA, Syndrom der Arachnomelie und Arthrogrypose) ist eine
erbliche Entwicklungsstorung, die beim Fleckvieh und Braunvieh zu totgeborenen Kélbern
mit Missbildungen fiihrt. SAA wird in beiden Rinderrassen monogen autosomal rezessiv
vererbt, prasentiert aber eine Krankheit mit Locus-Heterogenitit, d. h., die gleiche Krankheit
wird durch verschiedene Gene in Fleckvieh und Braunvieh hervorgerufen (DROGEMULLER et
al. 2009, Buitkamp et al. 2009). Als Fallgruppe dienten 12 Fleckvieh-Kélber, die als spinnen-
gliedrig diagnostiziert wurden. Die mit SNP genotypisierten Merkmalstriger wurden anhand
vorangegangener Mikrosatellitenanalyse zur Kartierung und markergestiitzten Selektion in
der Tierzuchtforschung e. V. Miinchen (TZF) ausgesucht, die DNA pripariert und mit Bead-
Chip (BovineSNP50) der Firma Illumina genotypisiert. Aus etwa 100 verfiigbaren Merkmal-
strdgern wurden nur solche, die moglichst einen rekombinanten Haplotyp tragen, ausgewihlt.
Die Kontrollgruppe bestand aus 50 moglichst unverwandten reinrassigen Fleckvieh (DFV,
ohne Einkreuzung von Rot-Bunten [RH])-Tieren. Neben Fall- und Kontrollgruppen wurden
sieben Anlagetriger analysiert.

2.2 Tiere fiir reziproke Fall-Kontroll-Studie zur Kartierung von adaptiver Diversitdit

Die zehn in Tabelle 1 dargestellten Teilpopulationen wurden bereits mittels Mikrosatelliten-
marker umfangreich analysiert (MEDUGORAC et al. 2009) und fiir eine genomweite Geno- und
Haplotypisierung mit BovineSNP50-Chip ausgewdhlt. Diese Teilpopulationen représentieren
vier Selektionsrichtungen (Unselektiert, Doppelnutzung, Milchnutzung und Fleischnutzung)
mit breiter geografischer Deckung von Anatolien iiber Balkan und Alpen zur europiischen
Nordkiiste und Schottland.

Alle in Tabelle 1 genannten Tiere wurden als typische Vertreter der jeweiligen Rasse und
moglichst unverwandt ausgewihlt. Dabei wurden schriftliche und miindlich von Ziichtern
mitgeteilte Informationen berticksichtigt. Einige Stichproben wurden in unserem Auftrag
durch entsprechende Zuchtverbdnde gesammelt.

2.3 Gen- und Haplotypisierung

Fiir oben genannte Tiere standen Proben aus Blut, Sperma und Haarwurzeln zur Verfiigung.
Entsprechend der Probenart wurde DNA nach Standardprotokollen prépariert und zur Genoty-
pisierung mit SNP-Chip BovineSNP50 der Firma Illumina an die TZF weitergereicht. Von der
TZF erhaltene Genotypen wurden in eine MS SQL-Server-Datenbank an unserem Lehrstuhl
importiert und mit Datenbankanwendungen auf Plausibilitét kontrolliert. Diese Kontrolle be-
stand aus Tier-und-Marker-bezogener Call-Rate (Erfolgsquote der Genotypisierung pro Tier
und/oder pro Marker) sowie aus einem Abstammungstest (wo moglich). Anschliefend wurde
eine genomweite Haplotypisierung mit dem Programm BEAGLE (Version 3.0.4, BROWNING
and BROWNING 2009) durchgefiihrt. Eine genomweite IBD-Analyse (IBD, Wahrscheinlichkeit
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Tab. 1 Die zehn fiir eine Selektionssignaturanalyse ausgewihlten Rinderrassen

Nr.  Teilpopulation
Abk. Name Herkunft und Selektion Kurze Beschreibung/Begriindung N
1 ASV Anatolisches Anatolien / keine Autochthones, einfarbiges, kurzhorniges, 49
Schwarzvieh Zuchtprogramme Kleinrahmiges Dreinutzungsrind.
2 ILR Illyrisches Rind Albanien / keine Autochthones, einfarbiges, kurzhorniges, 45
Zuchtprogramme kleinrahmiges Dreinutzungsrind.
3 DFV Fleckvieh Deutschland / Zweifarbiges mittel- bis grorahmiges 48
Milch und Fleisch Doppelnutzungsrind aus Alpenregion.
4 MWF  Murnau- Bayern / Mittelrahmiges einfarbiges 50
Werdenfelser Milch und Fleisch Doppelnutzungsrind aus Alpenregion.
5 FGV Gelbvieh Bayern / Mittelrahmiges einfarbiges 50
Milch und Fleisch Doppelnutzungsrind aus Franken.
6 OBV Original Deutschland und Schweiz/ Mittelrahmiges einfarbiges 43
Braunvieh Milch und Fleisch Doppelnutzungsrind aus Alpenregion.
7 BBV Braunvieh — Deutschland und Auf OBV-Basis fiir hohe Milchleistung 43
Brown-Swiss weltweit / Milch selektiertes Rind
8 RH Red-Holstein Deutschland und Fiir hohe Milchleistung auf Rot- 50
weltweit / Milch Buntbasis selektiertes grofrahmiges
Holsteinrind
BBB Weiliblaue Belgier Belgien und Mittel- bis grofrahmig, extrem 48
weltweit / Fleisch bemuskeltes Rind.
10 GLW Galloway Deutschland und Extensives, kleines, robustes, fiir 46
weltweit / Fleisch Fleischproduktion selektiertes Rind.

der Herkunftsgleichheit) wurde mit dem Programm PLINK (PURCELL et al. 2007) durchgefiihrt
und uns unbekannte Verwandtschaften iiberpriift. Alle Tiere mit einem genomweiten IBD > 0,2
(ausgenommen Fallgruppe in CCD) wurden aus weiteren Analysen ausgeschlossen.

2.4 Populationsunterteilung F¢r-Wert

Der F¢-Wert (WEIR und COCKERHAM 1984) ist ein klassischer Parameter zur Schitzung der
Populationsunterteilung und wurde lange Zeit zur Aufdeckung von Ausreilern bzw. selek-
tierten Loci verwendet. GROSSMAN et al. (2010) demonstrierten, dass der Fg;-Wert in Kom-
bination mit anderen Selektionssignalen zur Verbesserung der Kartierung fiihren kann. Hier
wurden genomweit Fg-Werte fiir alle Populationspaare nach WEIR und COCKERHAM (1984)
mittels einer Datenbank und Visual-Basic-Anwendung berechnet.

2.5 Genomweite Homozygotie-Kartierung

Eine genomweite Homozygotie-Kartierung wurde mit der Methode ASSHOM (CHARLIER
et al. 2008) durchgefiihrt. Diese Kartierung sucht in einer Stichprobe nach gemeinsamen ho-
mozygoten Segmenten, die nicht unbedingt herkunftsgleich sind. Diese nicht parametrische
Methode fiihrt nur zu einem Treffer, wenn sich die Homozygotie iiber lange Segmente vom
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jeweiligen Chromosomenpaar in der ganzen Fallgruppe erstreckt. Wir implementierten diese
Methode in eine Visual-Basic-Anwendung, die durch MS-SQL-Server unterstiitzt wird.

Die Homozygotie-Kartierung wurde zuerst fiir die Kartierung von monogenen rezessiven
Erbkrankheiten (Abschnitt 2.1) angewendet. Dabei wurde jeweils nur eine Fall- und eine
bzw. zwei Kontrollgruppen beriicksichtigt. In einer zweiten Phase wurde dieses Verfahren zur
Kartierung von rassenspezifischen Homozygotie-Regionen angepasst. Dabei wurden zehn
Rinderrassen gegenseitig verglichen. Jede Rasse wurde als Fallgruppe gegen neun Kontroll-
gruppen genomweit verglichen. Somit wird in einem Vergleich BBV-DFV-Selektion nur in
Fallgruppe BBV, und im Vergleich DFV-BBV-Selektion nur in Fallgruppe DFV entdeckt. Wir
nennen dies reziproke Fall-Kontroll-Analyse oder reziprokes Fall-Kontroll-Design (R-CCD,
Reciprocal-Case-Control Design).

2.6 Cross Population Extended Haplotype Homozygoty

Die Extended Haplotype Homozygoty (EHH) ist die Wahrscheinlichkeit, dass zwei zufillig
ausgewihlte Chromosomen, die den gleichen Haplotyp von Interesse tragen, herkunftsgleich
sind (SABETI et al. 2002). Dadurch deckt EHH die Ubertragung von langen Haplotypen ohne
Rekombination auf. Die EHH-Werte dienen als wichtigster Inputparameter fiir die Durch-
fiihrung von Long Range Haplotype (LRH)-, integrated Haplotype Score (iHS)- und Cross
Population EHH (XP-EHH)-Tests. Mit diesen Tests werden Signale der positiven Selektion
kartiert und die Teilpopulation(en), die unter Selektion fiir bestimmte Gene bzw. Chromoso-
menregionen steht/stehen, detektiert. Fiir das hier gewihlte Versuchsdesign mit vier Selek-
tionsrichtungen in zehn Teilpopulationen mit verschiedener geografischer Herkunft schitzen
wir XP-EHH-Tests als ein besonders attraktives Verfahren (SABETI et al. 2007, PICKRELL et
al. 2009, GrRosSMAN et al. 2010) ein. Ein wesentlicher Unterschied zwischen XP-EHH- und
iHS-Test fiir ein Design mit divergent selektierten Teilpopulationen ist, dass XP-EHH auch
in einzelnen Teilpopulationen fixierte Allele zur Erkennung von Selektionssignalen nutzen
kann. Daher werden hiermit die wichtigsten rassespezifischen Allele detektiert. Ein wesent-
licher Unterschied zwischen XP-EHH und R-CCD-Test ist, dass R-CCD nur Regionen auf-
deckt, die in einer Rasse komplett fixiert sind, und XP-EHH dariiber hinaus noch streng se-
lektierte, aber noch nicht fixierte Allele kartieren kann. Daher werden hiermit die wichtigsten
positiv selektierten und rassespezifischen Allele detektiert.

Hier wurden genomweite XP-EHH-Analysen mit dem Programm xpehh von PICKRELL et
al. (2009) durchgefiihrt. Als Input-Daten wurden die Ergebnisse der Haplotypen- und Imputa-
tion-Analyse nach BROWNING und BROWNING (2009) verwendet. Die erhaltenen ungewich-
teten XP-EHH-Werte wurden in eine Datenbank importiert und fiir jeden Rassenvergleich ge-
trennt standardisiert. Standardisierte XP-EHH-Werte wurden durch Datenbankanwendungen
fiir grafische Darstellungen und weitere Analysen entsprechend vorbereitet.

3. Ergebnisse

3.1 Klassische Fall-Kontroll-Studie

Von 19 Merkmalstrigern fiir Bovine Spinale Dysmyelinisierung (BSD) wurden 16 erfolg-
reich genotypisiert. Drei DNA-Proben, gesammelt 1995, waren stark degradiert und wurden
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mit einer nicht zufriedenstellenden Call Rate (0,82 < Call Rate < 0,95) genotypisiert. Die
verbliebenen 16 Merkmalstriager (Call Rate > 0,98) fiihrten zu einer BSD-Kartierung auf
Bos taurus-Autosom 11 (BTA11). Die Abbildung 1A zeigt, dass beide, OBV und BBV als
Kontrollgruppe, zur gleichen Kartierung fiihren. Die Nutzung von OBV als Kontrollgruppe
flihrt zu einem starkeren Signal als BBV, jedoch fiihren beide nur zu einer Resolution von
2,914 Mb. Der in allen Merkmalstrigern homozygote Block erstreckt sich von 13838010
bis 16752108 bp, in dessen Mitte (von 15334113 bis 15389187, siche Abb. 1) sich das BSD
kausale Gen SPAST (THOMSEN et al. 2010) befindet.
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Abb. 1 Ergebnisse der klassischen Fall-Kontroll-Kartierung fiir zwei Erbkrankheiten. Auf der X-Achse ist die phy-
sikalische Position einzelner Marker in Basenpaaren (bp) dargestellt. Die Y-Achse présentiert den unstandardisierten
ASSHOM-Wert, berechnet nach CHARLIER et al. (2008). (A) Homozygotie-Kartierung von Boviner Spinaler Dys-
myelinisierung (BSD) auf BTA11 unter Nutzung von Original Braunvieh (OBV) und Brown-Swiss-Braunvieh (BBV)
als Kontrollgruppe. Die Position des BSD-kausalen Gens SPAST (THOMSEN et al. 2010) ist mit einem Dreieck gekenn-
zeichnet. (B) Homozygotie-Kartierung von Spinnengliedrigkeit oder Arachnomelie (SAA) auf BTA23 in der Fleckvieh-
Population (DFV). Beide Abbildungsteile A und B wurden fiir X- und Y-Achse auf die gleiche Skala gebracht.

Alle 12 ausgewdhlten SAA-Merkmalstriger und 50 unverwandte Kontrolltiere wurden mit
einer hohen Call Rate (> 0,97) genotypisiert. Das hier erzielte Ergebnis (Abb. 1B) bestitigt
die Kartierung von SAA auf BTA23 in der Fleckvieh-Population (Buitkam et al. 2009).
Beide Abbildungen 1A und 1B wurden fiir X- und Y-Achse auf die gleiche Skala gebracht.
Somit wird aus dem direkten Vergleich ersichtlich, das die 12 SAA-Merkmalstriger zu einer
zweimal genaueren Kartierung (1,461 Mb) fiihren als 16 BSD-Merkmalstriger.
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3.2 Genomweite IBD und Populationsunterteilung

Die genomweite IBD spiegelt die realisierte Verwandtschaft zwischen einzelnen Tieren wi-
der. Obwohl jede Anstrengung unternommen wurde, relativ unverwandte Tiere fiir jede Rasse
aus Tabelle 1 zu sammeln, wurden in allen Teilpopulationen Tierpaare mit hoher realisier-
ter Verwandtschaft gefunden. Aus jedem dieser Paare wurde das Tier mit der niedrigeren
Call Rate aus weiteren Selektionssignaturanalysen entfernt. Dieses Prozedere wurde wieder-
holt, bis alle Tierpaare eine genomweite IBD < 0,2 zeigten. Dies fiihrte zu einer deutlichen
Reduzierung der Stichprobengréf3e in einzelnen Populationen (Abb. 2). So wurde z. B. die
MWE-Stichprobe von 50 (Tab. 1) auf 23 (Abb. 2) reduziert. Durch eine detaillierte Analyse
der realisierten Verwandtschaften wurde neben der im Voraus bekannten Unterteilung von
OBYV in Schweizer und deutsche Teilpopulation auch eine Unterteilung von GLW in Belted
und Schwarze sowie eine Unterteilung von BBB in belgische und dénische Teilpopulationen
entdeckt. Da diese Stichproben in unserem Auftrag durch Zuchtverbiande gesammelt wurden,
spricht dieses Ergebnis fiir eine prizise Zuordnung einzelner Individuen zu Teilpopulationen
und weniger fiir eine prizise Zusammenstellung der Stichproben. Die F;-Werte wurden fiir
alle 47 003 Marker berechnet, die die Plausibilitidtskontrolle bestanden und eine minimale Va-
riabilitét gezeigt hatten. Anhand des gleichen Markersatzes wurden auch paarweise Fg;-Werte
zwischen den 14 Teilpopulationen berechnet (Abb. 2). Eine 100 %ige Zuverlissigkeit dieser
Gruppierung wurde durch 10000 Bootstrap-Replikate bestitigt. Da eine Populationsstratifi-
zierung in diversen Kartierungdesigns zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren kann (LANDER
und SCHORK 1994), wurden vorerst nur groflere Teilpopulationen der gleichen Rasse fiir Se-
lektionssignaturanalysen verwendet, d. h. Schwarze Galloways, Belgische Weifiblaue Belgier
und Schweizer Original Braunvieh-Tiere.

Weitere Ergebnisse der Fg-Analyse werden parallel in R-CCD- und XP-EHH-Analysen
gezeigt.

3.3 Signale der adaptiven oder positiven kiinstlichen Selektion kartiert durch reziproke Fall-
Kontroll-Studie zwischen Rassen

Die reziproke Fall-Kontroll-Studie (R-CCD) zwischen 10 Rinderrassen zeigte etwa drei Dut-
zend eindeutige Signale der adaptiven oder positiven kiinstlichen Selektion, die zu einer Fi-
xierung innerhalb einzelner Rassen fiihrte. Die gegenseitige Bestitigung der Ergebnisse wird
hier an einigen ausgewihlten Beispielen demonstriert.

Auf BTAO1 werden hochste ASSHOM-Werte im chromosomalen Segment von 0,312 Mb
(1479888-1791641) detektiert. Allerdings sind diese Signale nur in Populationspaaren zu be-
obachten, wo GLW als Fallgruppe dient. Das stéarkste Signal ist im Vergleich von GLW-BBB
zu beobachten, und weitere acht unabhingige Vergleiche bestitigen die positive Selektion in
GLW. Da zwischen den zehn hier untersuchten Rinderrassen nur GLW fiir Hornlosigkeit se-
lektiert wurde und in diesem Bereich das Gen fiir Hornlosigkeit (DROGEMULLER et al. 2005)
kartiert wurde, handelt es sich um eine unabhingige Kartierung von positiv selektierter Horn-
losigkeit in GLW durch R-CCD. Fg-Werte auf BTAO1 (besonders zwischen GLW und BBV)
unterstiitzen die R-CCD-Ergebnisse. Diese Kartierung innerhalb 0,312 Mb ist feiner als das
bislang offentlich verfiigbare Ergebnis (DROGEMULLER et al. 2005).

Ein weiteres Beispiel, das unser Vertrauen in die Ergebnisse der R-CCD-Methode stérkt,
ist auf BTAO2 zu finden. In einem Bereich von nur 29 Kb (6996750-7025774) detektierten
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Abb. 2 Strict Consensus Neighbour-Network von paarweisen Fg,-Werten zwischen 14 Teilpopulationen. Neben der
Abkiirzung der Rasse bzw. Teilpopulation wurde auch die Stichprobengrofie aufgefiihrt. Die Rassenabkiirzung ist
wie in Tabelle 1. Die Stichprobengrofie ist hier kleiner als in Tabelle 1, da alle Tiere mit hoher realisierter Verwandt-
schaft (IBD > 0,2) von F;-Schitzung und Selektionssignaturanalysen ausgeschlossen wurden.

wir nur ein Selektionssignal, wenn BBB als Fallgruppe diente. Dieses chromosomale Seg-
ment, bezeichnet durch lange iiberlappende Homozygotie-Bereiche in BBB, liegt in unmit-
telbarer Nihe zu Myostatin, das als Doppellender-Gen in BBB bekannt ist (GROBET et al.
1997). Dieses hochste R-CCD-Signal auf BTAO2 wird durch ebenfalls hochste Fg-Werte
(0,70-0,96) zwischen BBB und 9 Vergleichsrassen unterstiitzt.

Weitere Beispiele von erfolgreicher Kartierung der Selektionssignale werden entlang der
Ergebnisse der XP-EHH-Analyse dargestellt.

3.4 Signale der positiven Selektion kartiert durch XP-EHH

Beide oben beschriebene Kartierungsbeispiele sind auch durch XP-EHH bestitigt. Um eine
gegenseitige Unterstiitzung der Ergebnisse zu demonstrieren, wird hier ein positiv selektier-
tes Segment auf BTA11 dargestellt.

Auf BTA11 im Bereich von etwa 66,1 bis 73,5 Mb detektierten wir stark angehéufte
und tiberlange Haplotypen in OBV im Vergleich mit 8 weiteren Rinderrassen. Die einzige
Ausnahme bildete BBV (aus OBV abgeleitet). Im Kernbereich von 69 bis 70 Mb wurden
standardisierte XP-EHH-Werte erreicht, die um 8 bis 11 Standardabweichungen (SD) vom
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genomweit durchschnittlichen XP-EHH-Wert grofer sind (Abb. 3). Im gleichen Bereich zeigt
nur noch BBV Signale der positiven Selektion, insbesondere im Vergleich mit unselektiertem
ASV. Obwohl dies ein deutlich schwicheres Signal ist, werden immerhin Werte von 5,25 SD
erreicht. Die R-CCD-Analyse zeigte ebenfalls, dass nur OBV eine vollstindige Fixierung fiir
16 benachbarte Marker und eine weitrdaumige iiberlappende Homozygotie in der angrenzen-
den Region aufwies (Abb. 3). Fsp-Werte > 0,70 sind fiir zahlreiche SNP-Marker in diesem
Kernabschnitt von 0,633 MB und Umgebung zu finden (Abb. 3).
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Abb. 3 XP-EHH-Kartierung von positiver Selektion in Schweizer Original Braunvieh (SOBV) auf BTA11. Auf
der X-Achse ist die physikalische Position einzelner Marker in Basenpaaren (bp) dargestellt. Die Y-Achse priisen-
tiert den standardisierten XP-EHH-Wert mit Mittelwert 0 und Standardabweichung 1, berechnet nach SABETI et
al. (2007). Negative XP-EHH-Werte deuten eine Selektion in der zweiten Vergleichrasse an. Ergebnis der R-CCD-
Analyse sowie geschitzte Fg-Werte (Fg;*(-10)) wurden eingeblendet.

In Abbildung 4 sind die massiven Unterschiede in der Haplotypenlidnge in OBV verglichen
mit DFV, RH und BBB in dieser Region unter positiver Selektion gezeigt.

Auf BTAO6 befinden sich in zwei verschiedenen Rassen zwei verschiedene Regionen
unter Selektionsdruck. In der Region von 37,5 bis 39 Mb ist BBV bis zur weitraumigen Fixie-
rung selektiert (Abb. SA). Anderseits ist eine Region von 71,5 bis 73,5 Mb stark in DFV se-
lektiert (Abb. 5B). Allerdings ist diese Region nur in einem relativ kurzen Bereich (0,24 Mb)
fixiert oder nahe an einer Fixierung. In der Abbildung 5A und 5B sind sich gegenseitig unter-
stiitzende Ergebnisse von R-CCD, populationsspezifische EHH und F;-Analysen dargestellt.

Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 115-130 (2012) 123



Ivica Medjugorac

1,0
BTA1l —— OBV(CH)
——DFV
08 R H
- BBB
0,6
04 ﬁ E&
0,2 1
0,0 : : . ; ; —
(2] (o2} (o2} [*)] (2] ~ ~ ~ ~ ~
a (o2} ~ © © o = N w P
a a1 u a [ a [ (o a a1
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o

Abb. 4 EHH-Werte als Wahrscheinlichkeit, dass zwei zufillig ausgewihlte Chromosomen, die den gleichen Ha-
plotyp von Interesse tragen, herkunftsgleich sind in zwei Rinderrassen auf BTA11. Auf der X-Achse ist die physi-
kalische Position einzelner Marker in Basenpaaren (bp) dargestellt. Die Y-Achse prisentiert rassespezifische EHH-
Werte. Positive Selektion und lange Region mit kompletter Fixierung (EHH = 1) in Schweizer Original Braunvieh
(SOBYV), verglichen mit Fleckvieh (DFV), Red-Holstein (RH) und Wei3blaue Belgier (BBB), sind aus der Verteilung
der EHH-Werte ersichtlich.

Ein letztes hier aufgefiihrtes Beispiel liefert BTAOS5 mit dem Abschnitt von 81,7 bis 82,5 Mb.
Hier ist ein starker Selektionsdruck in BBV im Vergleich zu anderen Rassen zu beobachten.
Insbesondere zwischen BBV und DFV ist ein starker Unterschied zu beobachten (Abb. 6).
Wihrend BBV fiir eine zentrale Region von 8§ Markern bis zur Fixierung selektiert wurde und
lange Haplotypen um dieses Segment aufweist, zeigt DFV ganz normale Heterozygotiegrade
von iiber 0,3 und fiir eine nicht selektierte Region typische, kurze Haplotypen. Die in BBV
fixierte Region von etwa 0,24 Mb beinhaltet, soweit uns bekannt, nur ein Gen, Synaptotag-
min-10 (SYT10). Es wurden 7 Primerpaare, die 7 SYT10-Exons flankieren, synthetisiert und
in jeweils einem BB V- und DFV-Tier vorwirts und riickwirts sequenziert. Es ergab sich eine
Sequenz von insgesamt 5953 bp in hoher Qualitit. In dieser Sequenz waren vier Unterschiede
zwischen BBV und DFV zu finden, allerdings befinden sich alle diese Unterschiede in Introns
und konnten nicht als urséchlich fiir die prasente Selektion deklariert werden.

4. Diskussion
Es stehen zahlreiche Methoden zur Kartierung von wichtigen Genen in den Nutztierrassen
zur Verfiigung. Die meisten dieser Methoden wurden in der Humangenetik entwickelt und fiir

spezifische Probleme und Designs in der Tierzucht adaptiert. Dies begann mit der Intervall-
kartierung (LANDER und BOTSTEIN 1989) und setzt sich mit der aktuellen Selektionssignatur
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Abb. 5 EHH-Werte als Wahrscheinlichkeit, dass zwei zufillig ausgewihlte Chromosomen, die den gleichen Ha-
plotyp von Interesse tragen, herkunftsgleich sind in zwei Rinderrassen auf BTA06. Auf der X-Achse ist die physi-
kalische Position einzelner Marker in Basenpaaren (bp) dargestellt. Die Y-Achse prisentiert den rassenspezifischen
EHH-Wert. (A) Positive Selektion und lange Region mit kompletter Fixierung (EHH = 1) in Braunvieh (BBV) ver-
glichen mit Red-Holstein (RH). Die Dreiecke zeigen die Position des ABCG2-Gens, welches das Ziel einer positiven
Selektion in Holstein-Rindern ist (siche HAYES et al. 2008). (B) Positive Selektion und kurze Region mit kompletter
Fixierung (EHH = 1) in Fleckvieh (DFV) verglichen mit Braunvieh (BBV).

fort (PICKRELL et al. 2009, GrRossMAN et al. 2010). Da Human- und Nutztierpopulationen
nicht in jeder Hinsicht vergleichbar sind, ist eine vorsichtige Ubertragung und Adaptierung
von Methoden aus der Humangenetik in die Tierzucht sehr wichtig. Hohe Diversitit zwi-
schen divergent selektierten Nutztierrassen bietet in der Humangenetik nicht denkbare Chan-
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Abb. 6 EHH-Werte zugehorig zu starken R-CCD- und XP-EHH-Signalen fiir eine positive Selektion auf BTAOS in
Braunvieh (BBV) verglichen mit Fleckvieh (DFV) und Red-Holstein (RH). Auf der X-Achse ist die physikalische
Position einzelner Marker in Basenpaaren (bp) dargestellt. Die Y-Achse prisentiert den rassespezifischen EHH-Wert.
Das Verhiltnis von Oberflachen (Integral) unter der jeweiligen Kurve dient als Grundlage zur Berechnung von un-
standardisiertem XP-EHH. Die Position des positionellen Kandidatengens SYT10 wurde in der Hohe 0,1 angedeutet.

cen (ANDERSSON und GEORGES 2004), anderseits werden eine niedrigere Diversitit und ein
hoheres Kopplungsungleichgewicht innerhalb von Rassen erwartet. Es ist also eine Kombi-
nation von Methoden und Kartierungsdesigns notwendig, die alle Gegebenheiten in einer
Spezies zum Vorteil macht (vgl. GRossMAN et al. 2010). Zudem wird eine Diskussion iiber
die nachhaltig wichtigsten genetischen Varianten und Merkmale in der Tierzucht notwendig,
da die streng selektierten Loci von heute nicht unbedingt die adaptiven Loci fiir die Zukunft
darstellen (LUIKART et al. 2003). Heutige Nutztierrassen und Teilpopulationen sind durch
verschiedene evolutive Prozesse, die grofiteils natiirliche adaptive und kiinstliche Selektion
beinhalten, geformt. Verschiedene Selektionsereignisse hinterlassen verschiedene Spuren im
Genom, die man mit verschiedenen Methoden verfolgen kann. GROSSMAN et al. (2010) zeig-
ten eindrucksvoll, wie Ergebnisse aus verschiedenen Methoden zur Kartierung von Selek-
tionssignatursignalen kombiniert werden konnen.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Kartierung von
Selektionssignatursignalen angewendet. Wir demonstrierten zuerst die Effizienz von Fall-
Kontroll-Analysen zur Kartierung von monogenen Merkmalen. Dabei wurde das mitt-
lerweile bekannte kausale BSD-Gen (THOMSEN et al. 2010) mit nur 16 Merkmalstragern
korrekt kartiert. Obwohl fiir die Kartierung von SAA nur 12 Merkmalstriger genotypi-
siert wurden, konnte diese Krankheit mit doppelter Prézision in dem vorher beschriebenen
chromosomalen Intervall (Buitkam et al. 2009) kartiert werden. Diese genauere Kartie-
rung hingt mit dem Versuchsdesign und der Markerqualitdt in den einzelnen Regionen
zusammen. Erstens war bei SAA eine Vorselektion von rekombinanten Tieren moglich. Aus

126 Nova Acta Leopoldina NF 773, Nr. 388, 115-130 (2012)



SNP-Hochdurchsatzanalysen zur Genkartierung

etwa hundert Merkmalstragern wurden anhand von Mikrosatelliteninformation nur solche
ausgewihlt, die mindestens einen rekombinanten Haplotyp tragen. Mit diesem Vorgang
unterstreichen wir die weiterhin vorhandene Notwendigkeit zur Anhebung von Rekombina-
tionsereignissen in der Kartierungspopulation (vgl. DARVASI 1998). Zweitens waren wir bei
BSD durch die Verfiigbarkeit von Merkmalstragern und Haplotypen-Diversitit bzw. Mar-
kerqualitit in der betreffenden chromosomalen Region begrenzt. Alle Merkmalstriager wa-
ren fiir ein Intervall von 56 benachbarten SNP homozygot. Dabei ist der Bulle ELEGANT,
Anlagetrager und Founder, der die Krankheit in BBV eingefiihrt hat, fiir die proximale
Hilfte der Haplotypen um das Krankheitsgen homozygot. Somit war eine Unterscheidung
zwischen einem freien und einem anlagetragenden Haplotypen in der proximalen Hélfte
gar nicht moglich. Mit einer hoheren Markerdichte und einem Markersatz, der fiir eine
groflere Rassenbreite ausgelegt ist, werden solche Situationen seltener. Der BovineSNP50-
Chip von der Firma Illumina ist eindeutig erhebungsverzerrt. In unseren Diversititsstudien
mit 105 neutralen Mikrosatelliten (MEDUGORAC et al. 2009) fanden wir die hochste Diver-
sitidt in unselektierten Rassen, die ndher zum Domestikationszentrum vorkommen (z. B.
ASV und ILR), eine kontinuierliche Reduzierung von Diversitit mit der Entfernung vom
Domestikationszentrum und eine gleichzeitige Zunahme an Selektionsintensitit. In dieser
Studie mit SNP-Chip fanden wir die hochste Heterozygotie in Red-Holstein, obwohl gro-
Benteils das gleiche Tiermaterial genotypisiert wurde. Dies erkldren wir durch Erhebungs-
verzerrung (ascertainment bias), da auf dem SNP-Chip Marker mit hoher Informativitét
fiir die kosmopolitische Rasse Holstein aufgenommen wurden. VOIGHT et al. (2006) und
SABETI et al. (2007) diskutieren Probleme, die durch die Erhebungsverzerrung verursacht
werden, und diese sind auch hier nicht zu vernachléssigen.

Mit den oben genannten zwei Beispielen von klassischen Fall-Kontroll-Analysen de-
monstrierten wir zuerst die Effizienz der Methode, aber auch die weiterhin bestehende Not-
wendigkeit fiir eine hohere Markerdichte und -qualitdt. Die Anwendung von R-CCD in 10
divergent selektierten Rinderrassen brachte weitere Beispiele fiir eine erfolgreiche Bestiiti-
gung (Hornlosigkeit und Doppellender) und Neukartierung von zahlreichen Selektionssigna-
len. Hier wurden vorldufige Ergebnisse, grofiteils ohne einen formellen Signifikanztest, dar-
gestellt. Signifikanzschwellen fiir Selektionssignatursignale sind sehr schwierig festzulegen.
Es bieten sich verschiedene Moglichkeiten, einerseits kann eine experimentale Verteilung der
geschitzten Statistik verwendet werden (PICKRELL et al. 2009), anderseits bietet sich eine Si-
mulation von evolutiven Vorgidngen an (GROSSMAN et al. 2010). Beide Ansitze haben eigene
Vor- und Nachteile. Eine Simulation verlangt genaue Kenntnisse iiber die Vergangenheit bis
vor Domestikation der Nutztiere, sodass eine experimentelle Verteilung der Teststatistik eine
vorlaufig realistischere Option darstellt.

Wir verwendeten vorldufig in unseren Analysen mit Absicht keine iHS-Statistik (VOIGHT
et al. 2006), da diese neben Schwierigkeiten mit formellen Signifikanztests zusitzlich noch
eine Definition von herkdmmlichen und abgeleiteten Allelen verlangt. Da wir uns eine diver-
gente Selektion vorstellen, die nicht nur auf neuen abgeleiteten Allelen basiert, sondern auch
auf vor der Domestikation bereits vorhandenen Variationen (standing variation), erscheint
uns eine Definition von herkommlichen und abgeleiteten Allelen willkiirlich (siehe als Bei-
spiel HAYES et al. 2008). Nehmen wir uns als Beispiel zwei Allele vom gleichen Lokus, eins
bewirkt hohere Milchleistung, und das andere stirkt durch eine normale, niedrigere Milch-
leistung direkt eine robuste Fleischproduktion. Diese beiden entgegengesetzten Allelvarian-
ten werden in zwei verschiedenen, divergent selektierten Populationen selektiert, unabhéngig
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davon, welches die herkommliche und welches die abgeleitete ist. Trotzdem wird iHS in
diesem Fall nur das Selektionssignal an von uns festgelegten abgeleiteten Allelen detektieren.

Wir haben hier verschiedene Tests verwendet und priifen die Moglichkeiten, diese in ei-
nem Ergebnis zu kombinieren. GROSSMAN et al. (2010) zeigten, wie dies bei Tests, die unab-
hingige Information aus einem gleichen Datensatz nutzen, zu bewerkstelligen ist. Wir nutzen
hier nicht nur verschiedene Tests, sondern auch gleiche Tests in verschiedenen Datensitzen,
z. B. wird ein signifikanter Test fiir die Rasse BBV im Vergleich mit mehreren anderen Ras-
sen bestitigt. Hier bietet sich entweder die Auswertung von kombinierten Fallgruppen oder
die kombinierte Wahrscheinlichkeit fiir unabhéngige Tests (SOKAL und ROHLF 1998) an. Wie
bei GROSSMAN et al. (2010) angedeutet, wird der kombinierte Test von der demografischen
Geschichte und Populationsstruktur der zu untersuchenden Spezies abhingen. Obwohl un-
sere Aufmerksamkeit hauptsidchlich den Loci mit fortgeschrittener Selektion in einzelnen
Rassen gilt, wird damit nicht nur die durch Selektion bereits verbrauchte genetische Varia-
bilitdt analysiert. Die hier dargelegten Beispiele zeigen, dass die in einer Rasse verbrauchte
genetische Variabilitit in anderen Rassen eine neutrale Stellung einnimmt. Obwohl hier nicht
ausfiihrlich diskutiert, verhelfen zwei unselektierte Rassen besonders oft und besonders stark
der Kartierung von einzelnen Genen unter Selektionsdruck in Doppelnutzungs- sowie Milch-
und Fleischrassen. Daher hilft uns dieses Design nicht nur bei der Kartierung sonst nicht
kartierbarer Gene, sondern auch bei der Schitzung der verbrauchten genetischen Diversitit in
einzelnen hoch selektierten Rassen.
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Charakterisierung vom QTL -
Stand der QTL-Analyse beim Schwein

Christine GROSSE-BRINKHAUS, Mehmet Ulas CINAR, Muhammad Jasim UDDIN
und Karl SCHELLANDER (Bonn)

Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren wurden iiber 5000 QTL (Quantitative Trait Loci) fiir 546 unterschiedliche Merkmale
beim Schwein identifiziert. Fiir quantitative Merkmale wurden so die komplexen genetischen Strukturen erforscht
und die Grundlage fiir weitergehende Untersuchungen geschaffen. Die Herausforderung ist nun, die bisher iden-
tifizierten QTL-Regionen weiter einzugrenzen, weitere genetische Effekte und Mechanismen mit in die Modelle
aufzunehmen sowie zusitzliche Merkmale in Form von Genexpressionsprofilen zu erfassen. Nur so lassen sich
fiir spezifische Merkmale einzelne potentielle Kandidatengene identifizieren und Gen-Netzwerke charakterisieren.
Dieser Artikel soll einen Uberblick iiber den bisherigen Stand der Analysen von QTL-Studien und die dariiber hin-
ausgefiihrten weiteren genetischen Untersuchungen beim Schwein geben.

Abstract

In the recent years more than 5000 QTL (Quantitative Trait Loci) for 546 different traits in pig have been identified.
Especially for quantitative traits it was possible to investigate the complex structure of the genetic background. These
results are the general basis for further analysis. The next challenge will be to refine the genomic QTL regions, to
consider additional genetic effects and mechanisms and to record other traits like gene expression patterns. Taking all
this into account, it will be possible to identify more candidate genes and build up gene networks. The main target of
this article is to give an overview of the so far performed QTL investigations and additional genetical analysis in pig.

1. Einleitung

Quantitative Merkmale werden durch viele Genorte (QTL, Quantitative Trait Loci) beein-
flusst. Die Identifikation dieser QTL ist die Grundlage der positionellen Ableitung von Kan-
didatengenen, die einen kausalen Zusammenhang mit der Merkmalsvariation haben. In der
Schweineproduktion spielen vor allem Merkmale von 6konomischer Wichtigkeit eine grofe
Rolle, die sich durch eine sehr hohe phinotypische Variation auszeichnen. Fiir Tierziichter hat
sich das Werkzeug der QTL-Studie als hilfreich erwiesen, da mit dieser ein Teil der Variation
der Phinotypen zu erkliren ist. Dieser Artikel hat zum Ziel, einen Uberblick iiber die QTL-
Analyse und exemplarisch den Stand von verschiedenen Merkmalskomplexen zu geben. Zu-
nichst werden in diesem Abschnitt wesentliche Grundlagen beschrieben.

1.1 Genetische Marker

Grundlage fiir diese Untersuchungen ist die Verfiigbarkeit von DNA-Markern, die genetisch
oder physikalisch kartiert wurden und somit zusammen eine dichte Markerkarte bilden. Dies
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konnte fiir viele landwirtschaftliche Nutztiere mit Hilfe von einer Vielzahl von hoch polymor-
phen Mirkosatelliten erreicht werden. Beim Schwein wurde in den frithen 1990er Jahren das
Projekt PiGMaP eingerichtet, um das Genom zu kartieren. Mittlerweile sind beim Schwein in
der USDA MARC Database mehr als 1350 Mikrosatelliten kartiert worden. QTL, die mittels
dieser Markertypen gefunden werden konnten, weisen jedoch sehr gro3e Konfidenzintervalle
auf. Um diese groBen Regionen zu verkleinern, sind 5 bis 10 Marker je cM notwendig, die
es ermoglichen, ,,whole genome association®-Analysen durchzufiihren (Du et al. 2007). Eine
solche Markerdichte kann nur mittels Chiptechnologien fiir verschiedene Untersuchungen er-
zielt werden. In einer Studie von RAMos et al. (2009) wurden die Informationen von 372 886
SNP genutzt, um daraus den Illumina 60k SNP-Beadchip zu entwickeln. Des Weiteren er-
moglicht das ,,porcine genome sequencing‘*-Projekt, verschiedene Regionen niher zu cha-
rakterisieren (FLICEK et al. 2010).

1.2 Populationen

Entscheidend fiir die Identifikation von QTL ist, neben der Wahl der Marker, das Design der
zu untersuchenden Population. Generell wird zwischen Kreuzungen von zwei Linien und
segregierenden Populationen unterschieden.

Die Vorraussetzung fiir eine Kreuzungszuchtpopulation bilden Elternlinien, die sich merk-
malsspezifisch genetisch stark voneinander unterscheiden. So ist es moglich, dass die gene-
tischen Marker innerhalb der Population fiir die entsprechenden Genomregionen segregieren
(WELLER 2001). Beim Schwein wurden dazu in verschiedenen Untersuchungen experimen-
telle F,-Populationen aus Kreuzungen kommerzieller Linien mit zum Teil exotischen Rassen,
z. B. Wildschwein mit Large White (ANDERSSON-EKLUND et al. 1998) oder die chinesische
Rasse Meishan mit verschiedenen kommerziellen Rassen, genutzt (DE KONING et al. 2001,
Sato et al. 2003). Allerdings wurden in einer Reihe von QTL-Studien auch Kreuzungen aus
zwei oder mehreren kommerziellen Rassen eingesetzt, z. B. Berkshire mit Yorkshire oder
Duroc mit Pietrain (Liu et al. 2007, MALEK et al. 2001). Des Weiteren gibt es Riickkreu-
zungspopulationen, bei denen die F,-Generation mit einer Linie der parentalen Generation
zuriickgekreuzt wird (SANCHEZ et al. 2006). Dies ermoglicht es, spezifisch Tiere, die den
rekombinanten Chromosomenbereich tragen, miteinander anzupaaren und so den QTL auch
im Verhiltnis zur Rekombinationsrate zu beurteilen.

Eine andere Strategie ist die Untersuchung von segregierenden Populationen mittels Voll-
und Halbgeschwistergruppen sowie die Anwendung von Tiermodellen. Dies ermdglicht die
Betrachtung der Population an sich, ohne die Annahme von Anzahl und Frequenzen von
QTL-Allelen in den Ausgangslinien, wie dies bei Kreuzungspopulationen eine Rolle spielt
(BipaNEL et al. 2001, pE KONING et al. 2001, WiMMERS et al. 2008). Dadurch ist es moglich,
den Anteil genetischer Variation zu identifizieren, der nicht unbedingt auf die Fixierung von
Genorten in den Ausgangslinien zuriickzufiihren ist.

1.3 Methoden

Die genetische Manifestierung quantitativer Merkmale kann durch eine Vielzahl unterschied-
licher Methoden untersucht werden. Dabei werden grundsitzlich die Informationen der Phi-
notypen (das gemessene Merkmal) mit den Informationen der Genotypen (die erfassten ge-
netischen Marker) in Beziehung zueinander gesetzt.
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Generell wird zwischen verschiedenen Ansitzen der Markerregression auf Grundlage der
Analyse der Varianz (ANOVA) und der Intervall-Kartierung, z. B. mittels Maximum-Like-
lihood-Schitzungen (ML) zur Detektion von QTL unterschieden (LANDER und BOTSTEIN
1989, SoLLER et al. 1976). Der Unterschied zwischen beiden Methoden ist, dass bei der
ML-Schitzung angenommen wird, jedes Individuum habe entweder ein g-Allel oder ein Q-
Allel bekommen. Somit wird von zwei Verteilungen ausgegangen. Unterschiede werden auf
Grundlage der Genotypen identifiziert. Hingegen wird beim Regressionsansatz eine Normal-
verteilung innerhalb der Markergruppen angenommen. Des Weiteren hat die Varianzanalyse
im Gegensatz zur Intervallkartierung drei wesentliche Nachteile:

— Der eigentliche QTL-Effekt kann nicht separat geschitzt werden;

— Tiere mit fehlenden Genotypinformationen konnen nicht beriicksichtigt werden; und

— die Detektionspower nimmt mit zunehmender Distanz der Marker zueinander ab (Bro-
MAN 2001).

In den meisten Untersuchungen wird daher die Intervallkartierung angewendet. Eine deutlich
grofere Vielfalt gibt es bei der Parameterschétzung fiir die einzelnen Effekte, von Grenzwert-
schétzungen bis hin zu bayesschen Wahrscheinlichkeiten. Grundlegend fiir die Entscheidung,
welche Methode zur Parameterschitzung gewihlt wird, sind das Design der Population und
die untersuchten Merkmale.

2. QTL fiir Merkmale Stiilpzitze, Osteochondrose, Fleischqualitit und Immunantwort

In den letzten Jahrzehnten wurden mit groSem Aufwand eine Reihe von QTL identifiziert und
lokalisiert, die sich mit den meisten wichtigen 6konomischen Merkmalen beim Schwein as-
soziieren liefen. Insgesamt wurden 6433 QTL fiir 594 unterschiedliche Merkmale beschrie-
ben (Stand 4. Januar 2012). Einen guten Uberblick iiber die bisher durchgefiihrten QTL-
Studien geben hier eine Reihe von Datenbanken (Hu et al. 2005). Im folgenden Abschnitt
werden exemplarisch bindre Merkmale wie die Stiilpzitze, ordinale Merkmale wie ein Teil
der Fundamentbewertung und die komplexen Merkmale der Fleischqualitit und der Immun-
anwort vorgestellt. Dariiber hinaus gibt es noch eine Vielzahl an weiteren QTL-Studien, die
sich mit Gesundheits-, Wachstums-, Schlachtkorper- und Reproduktionsparametern befassen.

2.1 Stiilpzitze

Der Erbfehler Stiilpzitze ist einer der bedeutendsten Gesdugeanomalien in der Schweinepro-
duktion. Der Phénotyp der defekten Zitze ist die fehlende Zitzenkuppe sowie der nicht ent-
wickelte Zitzenkorper. Dies fiihrt bei der Laktation der Sau zu einem erschwerten Milchfluss
(WiESNER und WILLER 1977). Trotz ziichterischer Selektion gegen dieses Phianomen ist es in
allen Schweinepopulationen vertreten (MAYER und PIRCHNER 1995). Die Heritabilitit dieses
Merkmals liegt zwischen 0,2 und 0,5, so dass als mogliche Ursache die Beteiligung von ei-
nem Majorgen und weiteren Minorgenen angenommen werden kann (BREVERN et al. 1994).
Eine Studie von JoNas et al. (2008), sowohl in einer Duroc x Berliner Miniaturschwein F,-
Kreuzung als auch kommerziellen Mutterlinien, zeigte vier QTL-Regionen in iiberlappenden
Intervallen auf SSC3, SSC4, SSC6 und SSC11. Diese Regionen lieen sich mit einer Reihe
von positionellen und funktionellen Kandidatengenen assoziieren.
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2.2 Lineare Fundamentbewertung — Osteochondrose

Fundamentprobleme beim Schwein haben neben einer 6konomischen Bedeutung auch eine
starke Relevanz fiir das Wohlbefinden des Tieres. 20 bis 50 % aller getesteten Eber aus Leis-
tungspriifungen werden auf Grund von Fundamentproblemen ausselektiert (WEBB et al.
1983). Eine der Hauptursachen dieser Erkrankung ist Osteochrondrose. Diese charakterisiert
sich durch eine Reihe von Skeletterkrankungen, wie Storung der Knochenbildung, Knorpel-
Retention, Nekrosen des Knochengewebes u. a. (JORGENSEN 2000). Die Erfassung dieses
Merkmals ist aufwindig. Moglichkeiten bilden dabei die sogenannte ,,Lineare Beschreibung
oder auch ,,Fundamentbewertung* anhand eines Punktesystems (VANSTEENBERGEN 1989).
Weitere Methoden bilden Untersuchung von histologischen Schnitten der Knochen sowie
Knochendichtemessungen mittels DXA-Methode.

In einer eigenen Studie wurden 15 QTL-Regionen, die sich mit den Fundamentmerkma-
len assoziieren lieBen identifiziert. Interessante QTL waren auf den Chromosomen 2, 5, 6 und
9 zu finden, die sich durch wiederholte Identifikation auf Grund unterschiedlicher Merkmale
charakterisierten. Des Weiteren lieBen sich diese Regionen mit funktionellen Kandidaten-
genen in Beziehung setzten, wie MGP (Matrix-gla-Protein) und IGF1 (Insulin like growth
Jactor 1) auf SSCS (LAENOI et al., miindliche Mitteilung.).

In einer Arbeit von ANDERSSON-EKLUND et al. (2000) wurden F,-Tiere einer Kreuzung
aus Wildschwein und Large White untersucht, mit dem Ziel neben QTL fiir Knochenmerk-
male auch QTL fiir Knochenmafe zu identifizieren. QTL fiir die Knochenmafie wurden auf
den Chromosomen 2, 4, 16 und 17 und fiir Osteochondrose auf den Chromosomen 5, 13 und
15 gefunden.

2.3 Fleischqualitdit und Wasserbindungsvermdgen

Die Fleischqualitdt variiert in ihrer Ausprigung in verschiedenen Schweinerassen und de-
ren Kreuzungen. Sie wird u. a. durch die phénotypischen Merkmale pH-Wert, Leitfdhigkeit,
Fleischfarbe und Tropfsaft charakterisiert. Fiir das Merkmal Tropfsaftverluste wurde bisher
die groBte Anzahl an QTL, insgesamt 936, identifiziert (Hu et al. 2005).

Hinsichtlich Fleischqualitit und Schlachtkérperzusammensetzung fiihrten Liu et al
(2007) einen genomweiten QTL-Scan in einer DurocxPiétrain-F,-Population durch und
konnten 24 signifikante und 47 suggestive QTL identifizieren. Des Weiteren konnten auf
Chromosom 1 (SSC1) mehrere QTL fiir pH-Wert 24 h nach der Schlachtung fiir Kotelett
und Schinken nachgewiesen werden. Diese erklirten 11,84 % und 9,08 % der phinotypischen
Varianz. Fiir Tropfsaft wurden Regionen auf SSC2, SSC3, SSCS5 und SSC18 identifiziert.

In einer vergleichbaren Studie von EDWARDS et al. (2008) konnten 94 QTL des Merkmals-
komplexes Fleischqualitit identifiziert werden. Ebenfalls wurde in dieser Studie ein QTL fiir
pH-Wert auf Chromosom 1 beobachtet, der vergleichbare Signifikanzniveaus aufwies wie in
der Studie von L1u et al. (2007). Ebenfalls bestitigt wurde der QTL fiir Tropfsaftverluste auf
SSCS5 durch eine Studie von THOMSEN et al. (2004). In einer weiteren Studie von Liu et al.
(2008) wurde die Untersuchung in einem Halbgeschwistermodell sowie einem kombinierten
Modell aus Linien- und Halbgeschwisterdesign durchgefiihrt. Dadurch war es moglich, wei-
tere 47 QTL-Regionen mittels Halbgeschwistermodell sowie 28 Regionen mit Hilfe eines
kombinierten Modells zu identifizieren. Das Halbgeschwistermodel ermoglicht es, QTL zu
identifizieren, obwohl die QTL unterschiedliche Allele in den Ausgangslinien mit vergleich-
baren Allelfrequenzen besitzen (DE KONING et al. 1999).
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WIMMERS et al. (2006) fiihrte eine QTL-Studie fiir Muskelfaserarten und -zusammensetzung so-
wie fiir Fleischqualitit in einer DurocxBerliner Miniaturschwein-Kreuzung durch. Dabei zeigte
sich, dass sich die QTL fiir Fleischqualitit zum Grofteil mit den mikrostrukturellen Eigenschaf-
ten der Muskulatur des Schweins vereinbaren lieen. Folglich kann geschlossen werden, dass
Pleiotropie eine bedeutende Rolle bei komplexen Merkmalen wie Muskelfaser- und Fleischqua-
litdt spielt. Eine Reihe von potentiellen Kandidatengenen wurde spezifisch fiir diese Regionen
und mit Bezug zur Fleischqualitidt von JENNEN et al. (2007) vorgeschlagen. Die Identifikation
von Kandidatengenen basiert auf den Informationen der physikalischen Kartierung fiir die Re-
gion, in denen der oder die QTL gefunden wurden. Auf Grund mangelnder Informationen, in
Bezug auf gefundene oder auch nicht gefundener Gene innerhalb der lokalisierten QTL, besteht
jedoch das Risiko falsch-positiver QTL und limitiert in einigen Teilen die Untersuchung.

2.4 Immunantwort

Merkmale der Immunantwort und der Krankheitsresistenz werden vor allem durch eine Reihe
von Umwelt- und individuellen Tierfaktoren beeinflusst. Dennoch spielen genetische Kon-
trollmechanismen eine entscheidende Rolle in der Verbesserung der Immunkompetenz von
Schweinen. QTL-Untersuchungen fiir Inmunmerkmale wurden erstmals von EDFORS-LILJA
et al. (1998) fiir die humorale und die zelluldre Immunantwort durchgefiihrt. Diese Arbeits-
gruppe identifizierte vier QTL-Regionen im Zusammenhang mit Leukozytenzahl, mitogenin-
duzierter Proliferation und Impfreaktionen auf E. coli.

In eine Studie von WIMMERS et al. (2008), mit einer Riickkreuzungspopulation von Duroc
und Berliner Miniaturschweinen, konnten 42 signifikante QTL im gesamten Genom gefunden
werden. Als Merkmal wurde die Antikorperantwort zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten vor
und nach der Impfung von Tetanus, PRRSV (Porzine Reproduktive Respiratorische Syndrom-
Virus) und Mykoplasma hyopneumoniae erfasst. Dies ermoglichte es, wiederholt QTL in glei-
chen Genomregionen in Hinblick auf unterschiedliche Messzeitpunkte zu detektieren. So konn-
te fiir Chromosom 10 eine Reihe von potentiellen Kadidatengenen fiir die Immunantwort von
Mpykoplasma hyopneumoniae in Betracht gezogen werden. Die Merkmale der Immunantwort
von PRRSV und Mykoplasma hyopneumoniae wurden ebenfalls innerhalb einer F,-Kreuzung
aus Duroc und Berliner Miniaturschweinen erfasst. Mittels unterschiedlicher Modelle konn-
ten auf diese Weise 42 (F,-Design) und 21 (Halbgeschwister-Design) QTL identifiziert werden
(WIMMERSs et al. 2009). Die QTL-Regionen der beiden Modelle iiberschneiden sich zum Teil.
Dies verdeutlicht, dass Genregionen teilweise in einer der Reinzuchtlinien fixiert sind, aber
auch, dass der Phéanotyp in der F,-Generation sehr stark segregiert.

3. Nicht-mendelsche QTL

3.1 Imprinting-QTL

Ein Teil der autosomalen Gene wird durch sogenanntes genomisches Imprinting beeinflusst.
Diese Prigung beruht auf einem elterlichen Allel, welches maternaler oder paternaler Her-
kunft ist. Genomisches Imprinting ist ein epigenetischer Mechanismus, der bei hoheren Séu-
getieren (Plazentatieren) konserviert wurde. Anderungen oder Defekte im Imprinting fiihren
oft zu Schiden des embryonalen und neonatalen Wachstums (HORSTHEMKE et al. 1999).
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Eine Studie von NEZER et al. (1999) konnte eine QTL-Region und entsprechende Gene, die
dem Imprinting-Effekt unterliegen, identifizieren. Dazu wurden Schweine der Rassen Large
White und Pietrain bis zur F,-Generation miteinander gekreuzt. Die Identifikation der QTL-
Regionen erfolgte mittels Mikrosatelliten an 677 F,-Tieren. Eine QTL-Region am distalen
Ende von SSC2 wurde fiir 5 Merkmale identifiziert (Magerfleischanteil, Schinkenanteil, Ko-
telettanteil, Riickenspeckdicke, Fettanteil am Schlachtkorper und Riickenspeckanteil). Kop-
pelungsanalysen in dieser Region zeigten Assoziationen mit den Genen IGF2 und MYODI.
Die Schitzung der Effekte an beiden Genorten zeigte, dass sich 50 % des phinotypischen Un-
terschiedes von Pietrain zu Large White beim Merkmal Magerfleischanteil dadurch erklédren
lieBen. In einer weiteren Studie, einer experimentellen Kreuzung aus chinesischen Meishan
und kommerziellen Niederlindischen Schweinen, wurde die Bedeutung von Imprinting auf
die Schlachtkorperzusammensetzung untersucht. Neben eines Imprinting-QTL fiir Riicken-
speckdicke auf SSC2 wurden weitere Genregionen auf SSC6 fiir intramuskulidren Fettgehalt
und auf SSC7 fiir Muskelfliche bzw. Riickenspeckdicke identifiziert (DE KONING et al. 2000).
Liu et al. (2007) identifizierte ebenfalls auf Chromosom 2 QTL fiir Magerfleischanteil und
Fleischfettverhiltnis, in denen ebenfalls IGF2 positioniert ist.

3.2 Epistatische QTL-Paare

Die meisten QTL-Untersuchungen enthalten in den Auswertungsmodellen additiv genetische
Effekte und Dominanz; Interaktionseffekte zwischen zwei Genorten, Epistasie, bleiben oft
unberticksichtigt. Epistatische Effekte in Form von QTL-Interaktionen wurden bislang tiber-
wiegend an Labortieren wie Mdusen und Ratten untersucht (BROCKMANN et al. 2000), jedoch
nur vereinzelt bei landwirtschaftlichen Nutztieren beschrieben (ROTHSCHILD et al. 2007).
Untersuchungen bei Hiihnern zeigten, dass sich mit Hilfe von epistatischen QTL-Paaren bis
zu 80 % der genetischen Variation, bezogen auf Wachstumsmerkmale, erkldren lieBen (CARL-
BORG und HALEY 2004). Untersuchungen bei Schweinen wurden bisher kaum durchgefiihrt.
ESTELLE et al. (2008) beobachteten Epistasie in einer Kreuzung aus Iberischen Schweinen
und Landrasse-Schweinen fiir Muskelfasermerkmale. Dabei konnten fiir 7 Merkmale 10 epi-
statische QTL-Paare identifiziert werden. In einer Studie von DUTHIE et al. (2010) wurden
interagierende QTL-Regionen fiir Schlachtkorpermerkmale identifiziert. Diese erkldrten bis
zu 10% der phénotypischen Varianz. In einer vergleichbaren eigenen Studie wurde neben
Merkmalen des Schlachtkorpers auch die Fleischqualitidt untersucht. Zu fast jedem Merk-
mal konnte mindestens ein epistatisches QTL-Paar identifiziert werden (GROSSE-BRINKHAUS
et al. 2009). Interessant sind an dieser Stelle wiederholt auftretende Interaktionen zwischen
Genomregionen, die auf enge genetische und biochemische Beziehungen schliefen lassen.

4. Identifikation von positionellen und funktionellen Kadidatengenen

Die Auswahl von potentiellen Kandidatengenen beim Schwein beruhte bisher auf den Infor-
mationen der physikalischen Kartierung von bereits bekannten Genen fiir diese Region, auf
Literaturangaben und auf Analysen von Homologien zum Menschen oder experimentellen
Tierarten wie Maus und Ratte. Auf Grund mangelnder Informationen in Bezug auf gefundene
oder auch nicht gefundene Gene innerhalb der lokalisierten QTL besteht das Risiko falsch-
positiver QTL, dies limitiert in einigen Teilen die Untersuchung. Um dieses Risiko zu mini-
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mieren, ist es zusitzlich hilfreich, das Expressionsniveau der ausgewihlten Gene mit in die
Analysen aufzunehmen. Bedeutende biologische Eigenschaften der Merkmale werden oft-
mals direkt durch die Transkriptionsmuster abgebildet. Daher sind die Variationen von quan-
titativen Merkmalen fiir gewohnlich die Konsequenz aus genetischen Regulationsnetzwerken
und einzelnen Faktoren, die die Dynamik dieser Netzwerke kontrollieren (FRANK 2003).

4.1 Transkriptionsanalysen

Klassischerweise werden die funktionellen Kandidatengenanalysen als Transkriptionsanaly-
sen durchgefiihrt, in denen ein mégliches Kandidatengen mit Hilfe signifikanter Unterschiede
zwischen den Expressionsniveaus im untersuchten Gewebe identifiziert wird (ZHU und ZHAO
2007). Verbessert wurde diese Form der Untersuchung mittels Mikroarray-Techniken (BURT
und HockING 2002, RoTHSCHILD 2004). Mikroarrays bieten die Moglichkeit, viele Gene in
Kombination mit einer grolen Anzahl an Individuen zu untersuchen, so dass Gene identifi-
ziert werden konnen, die eine sehr grofle Variation innerhalb einer Population aufweisen. Das
Expressionsniveau von hoch variablen Genen in einem Individuum kann dann als Phinotyp
angesehen werden, der moglicherweise auch durch andere genetische Determinanten beein-
flusst wird. In den Studien von PONSUKSILI et al. (2008a, b) konnten anhand der Ergebnisse
einer Transkriptionsanalyse erfolgreich Kandidatengene fiir das Wasserhaltevermogen identi-
fiziert werden. Fiir die Analyse wurden 74 diskordante Halbgeschwister der Duroc x Pietrain-
Popualition mit divergentem Phénotyp sowohl fiir Tropfsaftverluste als auch fiir pH-Werte
ausgewdhlt und anschlieBend die Transkriptionsprofile der einzelnen Tiere miteinander ver-
glichen. Die unterschiedlich stark exprimierten Gene konnten mittels Korrelationsanalyse auf
ihre Assoziation mit den Phénotypen iiberpriift werden.

4.2 eQTL-Analyse

Mit dem Einsatz von Mikroarrays Ende der 1990er Jahre ist es moglich, innerhalb von
genomiibergreifenden Studien die Genregulierung auf Grundlage der Genexpression zu
beurteilen. Diese Form der Validierung von Genen erfolgt mit Hilfe von eQTL (expres-
sions QTL)-Studien. Mittels Real-Time-PCR und Multiplex-Genexpressions-PCR kann
das Transkriptionsprofil fiir verschiedene Gene innerhalb einer Population erfasst werden.
Durch die Integration dieses Expressionsniveaus in die QTL-Analyse ist es moglich, die
Beziehungen zwischen bereits identifizierten QTL, dem eigentlichen Genort und anderen
genomischen Regionen nédher zu beschreiben (JANSEN und NAP 2001). Dabei bietet die-
se Untersuchung die Moglichkeit, zwischen cis- und trans-agierenden Genorten zu unter-
scheiden und eroffnet so die Erstellung von Regulationsnetzwerken in Bezug auf die Gen-
expression (L1 et al. 2005). Ein cis-agierender eQTL bedeutet, dass das Gen physikalisch
in dieser Region lokalisiert ist, im Gegensatz zu trans-agierend, wo der QTL des Expres-
sionsprofils eines Gens nichts mit der eigentlichen genomischen Position des Gens zu tun
hat. Dennoch treten trans-agierende eQTL héufiger auf als cis-agierende, fiir eine Reihe
von Genen wird ein sogenanntes Cluster in einer Region identifiziert. Die Ursache wird
in der Regulierung verschiedener Gene durch ein Majorgen vermutet (YVERT et al. 2003).
Die Validierung der Untersuchungen von PONSUKSILI et al. (2008a) ergab 104 potentielle
Kandidatengene fiir die Merkmale pH-Wert und Tropfsaft, von denen 8 als cis- und 96 als
trans-agierend charakterisiert werden konnten.
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5. Von QTL zum Gen

Mit der Identifikation von QTL-Regionen kann noch nicht auf ein oder mehrere spezifische
Gene geschlossen werden. Mittels Feinkartierung werden interessante Loci weiter einge-
grenzt. Des Weiteren ist es notwendig, die Ursachen in Form von SNP (single nucleotide
polymorphism) zu charakterisieren, die zu den unterschiedlichen Phinotypen fiihren.

Bereits in Abschnitt 4. wurde der Imprinting-QTL auf Chromosom 2 fiir Schlachtkorper-
merkmale beschrieben. NEZER et al. (1999) charakterisierten diesen QTL als paternal geprigt
und fiihrte ein SNP-Screening auf Grundlage von homologen humanen Informationen durch.
Als funktionales und positionelles Kandidatengen wurde neben IGF2 (insulin-like growth
factor 2) auch MYOD1 (myogenic differentiation 1) diskutiert. In der Analyse von IGF2
konnte dabei ein Nukleotidaustausch von G zu A in Exon 2 gefunden werden. Die Kartierung
dieses SNP zeigte eine enge Kopplung mit dem Mirkosatellitenmarker SWC9 und bestitigte
damit die Rolle von IGF2 als Kandidatengen. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten eine
weitere Mutation im Intron 3. Dieser SNP ist in einer CpG-Insel lokalisiert und bewirkt eine
erhohte Expression von IGF2-mRNA im postnatalen Muskel, wenn die Mutation vom Vater
tibertragen wurde (VAN LAERE et al. 2003).

Eine weitere Kandidatengenstudie bezieht sich auf CAST (Calpastatin), dem ebenfalls
eine QTL-Region auf SSC2 zugrunde liegt (CIoBANU et al. 2004). Im Vergleich zu IGF2,
welches auf dem p-Arm dieses Chromosoms lokalisiert ist, liegt CAST auf dem g-Arm. In
einer F,-Kreuzung aus Berkshire und Yorkshire wurde ein suggestiver QTL fiir die Merkmale
von gekochtem Fleisch und Festigkeit von rohem Fleisch anhand eines Scores identifiziert
(MALEK et al. 2001). Mittels Feinkartierung und SNP-Detektion konnte so zunéchst eine
neue Markerkarte entwickelt werden. Die Sequenzierung von merkmalsextremen F;-Tieren
dieser Kreuzung, Tieren der F,-Kreuzung und weiteren kommerziellen Tieren zeigte 12 Mu-
tationen, sowohl funktionalen als auch stillem Charakters. Die Haplotypen- und Assozia-
tionsanalyse verwies schlieBlich auf zwei interessante funktionale Polymorphismen, die in
allen Populationen auftraten (CIOBANU et al. 2004).

Das PRAKGS3 (Protein kinase adenosine monophosphate activated gamma3-subunit)-Gen
ist ein Beispiel fiir eine nicht-konservierte Mutation im Vergleich zu CAST. In einer Studie
von MILAN et al. (2000) wurden sechs Reinzuchtrassen untersucht und diese jeweils mit der
genetischen Sequenz der Rasse Hampshire verglichen. Insgesamt wurden sieben Mutationen
identifiziert. Des Weiteren war es moglich eine Mutation am Codon 200, die mit dem RN—-Allel
assoziiert ist, zu identifizieren. An dieser Stelle ist der SNP nur in Tieren der Rasse Hampshire
zu finden, die ebenfalls das RN--Allel tragen. Die Identifikation des RN-Gens erfolgte mittels
QTL-Kartierung in Bezug auf hohe Glykogengehalte im Skelettmuskel, was die Grundlage fiir
die Interaktion und enge Kopplung mit dem PRAKG3-Gen bildete (MILAN et al. 1996).

6. Ausblick

Zurzeit werden Methoden eingefiihrt, die die schnelle Genotypisierung mit Hilfe von SNP-
Markern beinhalten. Diese genetischen Marker sind gleichmifig iiber das gesamte Genom
verteilt. Die Grundlage dieser Form der genomweiten Assoziationsstudie bilden Arrays, die
mit spezifischen populationsiibergreifenden SNP ausgestattet sind. SNP bilden die umfang-
reiche genetische Variation im Genom ab und ermdglichen so eine gezielte und schnelle
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Identifizierung von Kandidatengenen fiir komplexe Merkmale. Zusitzlich bieten diese neu-
en molekularen Informationen die Chance fiir die Tierzucht im Rahmen einer verbesserten
Marker-assistierten Selektion oder die Schitzung von genomischen Zuchtwerten. Des Weite-
ren konnten alle vorgestellten Methoden, von QTL-, tiber Transkriptom- bis zu genomweiten
Assoziationsanalysen, in Kombination dazu beitragen, die Suche und prézise Identifikation
von Kandidatengenen zu verbessern.
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Struktur und Funktion von Kandidatengenen

Christoph KNORR (G6ttingen)
Mit 1 Abbildung und 2 Tabellen

Zusammenfassung

Die Definition eines Gens ist seit der ersten Erwihnung zu Beginn des 20. Jahrhunderts mehrfach in Abhingigkeit
vom wachsenden Kenntnisstand modifiziert worden. Es ist jedoch zweifelsfrei, dass Gene durch diejenigen DNA-
Abschnitte widergespiegelt werden, die die Transkription, die Translation und die Expression bewirken und fiir Pro-
teine kodieren. Primires Ziel der Genomanalyseprojekte bei landwirtschaftlichen Nutztieren und bei Begleittieren
des Menschen ist es, Gene strukturell und funktionell zu charakterisieren, die (ziichterisch) wichtige Phinotypen oder
Merkmale bedingen. Solche Gene werden als Kandidatengene bezeichnet. Es gelang jedoch nur in wenigen Fillen,
die Funktionalitit eines Kandidatengens zu beschreiben und nachzuweisen. Als Beispiele seien das porzine IGF2-
Gen, das bovine SLC35A3-Gen und das canine MLPH-Gen genannt. Eine Vielzahl potentieller Kandidatengene hat
sich somit trotz interdisziplinédr ausgerichteter Forschungsansitze als nicht relevant fiir das Merkmal/den Phénotyp
erwiesen. Der Hauptgrund dafiir ist in der Komplexitit der Merkmals(patho)physiologie und in der Schwierigkeit,
addquate Phénotypen zu erhalten, begriindet. Das ENCODE-Projekt (Encyclopedia of DNA Elements) hat im Post-
Sequenzierungszeitalter zudem nachgewiesen, dass viel mehr funktionelle Elemente in der (humanen) Genom-
sequenz existieren, als bisher bekannt. Somit liegen komplexere Mechanismen der Regulation und Transkription des
Genoms vor. Auch die Begrifflichkeit ,Gen* ist deswegen neu zu definieren: Ein Gen stellt eine Einheit genomischer
Sequenzen dar, die einen zusammenhingenden Satz von potentiell iiberlappenden funktionalen Produkten kodiert.

Abstract

The term gene has frequently been modified since it was coined at the beginning of the 20th century. Currently,
‘gene’ refers to a discrete DNA region with major impacts on transcription, translation and expression to encode a
protein. The primary goal of genome projects in livestock and companion animals has been to characterize both the
structure and function of those genes that are involved with the development or physiology of a trait — the candidate
genes. However, the causative sequence variant has been detected in only a few candidate genes such as the porcine
IGF?2, the bovine SLC35A3, and the canine MLPH. One apparent weakness of the candidate gene approach is the lack
of sufficient well-defined phenotypes of interest. In addition, more sophisticated patterns of dispersed regulation and
pervasive transcription were uncovered by the human ENCDODE project (Encyclopedia of DNA Elements) blurring
the concept of a gene. These data suggest the tentative update of the definition of a gene: a gene is a union of genomic
sequences encoding a coherent set of potentially overlapping functional products.

1. Von der Domestikation zur geplanten Tierzucht

Die Domestikation, d. h. die Haustierwerdung durch Einfangen und Zihmen von Wildtieren
zum Zwecke der Nutzung durch den Menschen, war der Beginn der Tierzucht. Durch sie
wurde die genetische Variabilitit erweitert, welche sich in charakteristischen phinotypischen
Verdnderungen, die Morphologie, die Physiologie und die Ethologie der Tiere betreffend,
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niederschlug. Gleichzeitig, aufgrund der noch nicht erfolgten Sesshaftigkeit der Menschen
und der Anpassungsfihigkeit der Tiere an unterschiedliche klimatische und geographische
Regionen, kam es zur Ausbildung von Rassen (ROHRS 1994).

Strategien einer gezielten Tierzucht lassen sich hingegen erst im 19. Jahrhundert erken-
nen: Es wurde begonnen, Herdbiicher zu fiihren, die Verzeichnisse iiber Abstammung und
Vererbung enthielten. Verschiedene Theorien iiber die Weitergabe von Eigenschaften an
Nachkommen, wie die von der Reinheit der Rasse ausgehende Konstanztheorie (1825), oder
die Individualpotenzlehre (1860), die besagt, dass die Eigenschaften des Zuchttieres selbst
unabhingig von Abstammung oder Blutanteil in ihrer Durchschlagskraft zum Ausdruck kom-
men, wurden verdffentlicht (KUNzI und STRANZINGER 1993).

Die entscheidenden Impulse fiir die Tierzucht resultierten jedoch aus der Verbreitung der
Evolutionstheorie DARWINS (1859) und der Entdeckung der Vererbungsgesetze durch Gregor
MENDEL im Jahre 1866, die jedoch erst mit der unabhingigen Wiederentdeckung im Jahre
1900 durch die Botaniker DE VRIES, CORRENS und TSCHERMACK (FISCHER 2003) ihre heutige
Bedeutung erhielten.

2. Die Definition des eukaryotischen Gens im Wandel der Zeiten

Im Jahre 1906 wurde vom englischen Wissenschaftler William BATESON, der die Mendel-
schen Gesetze auf Haustiere iibertrug und deren Allgemeingiiltigkeit feststellte, in einer per-
sonlichen Kommunikation das Adjektiv ,genetisch® und das Substantiv ,Genetik* geprigt.
Dies erfolgte in der Voraussicht, dass eine Wissenschaft der Vererbung bzw. die der Weiter-
gabe von Erbelementen entstehen wiirde. MENDEL selbst fiihrte die von ihm beobachteten
Merkmalsunterschiede, die er in seinen Kreuzungsexperimenten bei Pflanzen nachwies, auf
Differenzen in der Beschaffenheit eben solcher Erbelemente zuriick, vermied aber eine weite-
re Definition (FiscHER 2001). Die Begrifflichkeit Gen war somit noch nicht geprégt, sondern
wurde im Folgenden im Jahre 1909 von dem Botaniker Wilhelm JOHANNSON postuliert, um
den durch die Mendelschen Experimente nachgewiesenen, aber noch unbekannten Elemen-
ten der Vererbung einen Namen zu geben. Mit dem Namen Gen wurde jedoch wiederum
keine detaillierte Begrifflichkeit assoziiert. JOHANNSON verwies vielmehr darauf, dass der
Begriff Gen ohne Hypothese geprigt sei und als Rechnungseinheit verwendet werden solle,
ohne dass man sich darunter ein morphologisches bzw. physikalisches Gebilde vorstellen
diirfe (FiscHER 2003).

Die zunehmende Kenntnis iiber den Aufbau der Erbinformation im letzten Jahrhundert
fiihrte aber graduell zu verschiedenartigen Verfeinerungen des Begriffs Gen (PEARSON 2006,
GERSTEIN et al. 2007), die davon geprigt sind, dass es eine definierte Struktur eines Gens
gibt, der eine biologische Funktion zugeordnet werden kann. So wurde in der klassischen
Genetik ein Gen abstrakt als die Vererbungseinheit betrachtet, die eine Eigenschaft der Eltern
auf die Nachkommen iiberfiihrt. Aufgrund der wachsenden biochemischen Kenntnisse wurde
festgestellt, dass Enzyme und Proteine die Eigenschaften bewirken und ein spezifisches Gen
fiir ein spezifisches Enzym bzw. Protein verantwortlich ist (,Ein-Gen-Ein-Enzym-Hypothese*
von BEADLE und TATUM aus dem Jahre 1941). Die Molekulargenetik schlieB3lich fiihrte zu der
morphologischen bzw. physikalischen Definition eines Eukaryoten-Gens, das DNA-Sequen-
zen, die als einzelne, unterscheidbare und lokalisierte ,Kiigelchen® auf den Chromosomen
erscheinen, aufgrund der kodierenden (Exons) und nicht-kodierenden (Introns) Bereiche in
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translatierbare mRNA-Sequenzen (Strukturgen) umgeschrieben (transkribiert) werden, die
dann stiickweise zu den Proteinen zusammengesetzt werden. Vervollstindigt wird die Struk-
tur dieser primiren Transkriptionseinheit durch regulatorische DNA-Abschnitte, die im 5°-
und 3’-Bereich gelegen sind und die Kontrollelemente (wie z. B. Enhancer und Promotor)
fiir die Genexpression beinhalten. Diese Blaupause diente der Annotation proteinkodierender
Gene im Zeitalter der Sequenzierungsprojekte (PEARSON 2006).

3. Vom Gen zum Kandidatengen

Die Sequenzierungsprojekte des letzten Jahrzehnts des 20. Jahrhunderts zielten primir darauf
ab, die speziesspezifischen Basenabfolgen der DNA zu erhalten. Ausgehend davon sollten
proteinkodierende Gene identifiziert werden, um den Aufbau, die Kontrollmechanismen und
die Evolution von Genomen zu beschreiben.

Im Jahre 2001 wurden zeitgleich zwei unabhédngige Versionen des humanen Genoms in
den Zeitschriften Nature und Science verdffentlicht. Im Projekt unter der Fiihrung der Firma
Celera Genomics gaben VENTER et al. (2001) 39 114 hypothetische und annotierte Gene an.
Im zweiten Projekt — das vom National Institute of Health der Vereinigten Staaten von Ame-
rika koordiniert wurde — wurden von LANDER et al. (2001) mit dem Verweis auf vorhandene
analytische Ungenauigkeiten 31778 bekannte und vermutete Gene postuliert. Beide Zahlen
liegen jedoch deutlich niedriger als die vorherigen Schitzungen von bis zu 140000 Genen, die
kursierten (LIANG et al. 2000). Gegenwirtig werden 20 111 humane proteinkodierende Gene
postuliert (http://www.vega.sanger.ac.uk; 39. Release). Ahnliche Zahlen von Genen sind fiir
die bisher sequenzierten Genome landwirtschaftlicher Nutztiere und auch fiir die bekannten
Genome von Begleittieren des Menschen ermittelt worden (Tab. 1).

Tab. 1 Anzahl annotierter Gene fiir Genome landwirtschaftlicher Nutztiere und fiir Genome von Begleittieren des
Menschen

Spezies Annotierte Gene Referenz

Bos taurus 22000 The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium 2009
Gallus gallus 20000-23000 International Chicken Genome Sequencing Consortium 2004
Equus caballus 20322 WADE et al. 2009

Canis familiaris 19300 LinDpBLAH-TOH et al. 2005

Im besonderen Fokus der Genomforschung steht jedoch die Charakterisierung von Kandida-
tengenen, also solchen Genen, deren (/.) biologische Funktionen per definitionem bekannt
sind, die (2.) sowohl Strukturgene oder aber Gene in einem Stoffwechselprozess sind und die
(3.) einen signifikanten Anteil der phinotypischen Varianz der Merkmalsausprigung erklédren
(RoTHSHILD und SOLLER 1997). Als Herangehensweisen, um Kandidatengene zu identifizie-
ren, werden der funktionelle Ansatz — auch educated guess genannt — und der positionelle
Ansatz unterschieden und durchgefiihrt. Beim funktionellen Ansatz wird ein Gen durch seine
bekannte biologische Funktion zu einem Kandidatengen fiir ein Merkmal bzw. einen Phi-
notyp. Beim positionellen Ansatz werden anhand der Analyse von DNA-Markern an einer
geeigneten Untersuchungsgruppe mit dem Merkmal assoziierte Chromsomenabschnitte iden-
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tifiziert, in denen dann — z. B. aufgrund der vergleichenden Genkarten — auf Kandidatengene
geschlossen werden kann (COLLINS 1992).

Speziesiibergreifend bei landwirtschaftlichen Nutztieren sind dadurch in der Zwischen-
zeit verschiedene Kandidatengene beschrieben worden, die kausal fiir monogen determinierte
Gendefekte bzw. Erkrankungen und fiir Merkmale sind, die nach den Mendelschen Gesetzen
vererbt werden, wie beispielsweise die Fellfarbe. Es wurden ebenso Kandidatengene fiir po-
lygen bedingte Eigenschaften (komplex vererbte Merkmale oder auch quantitative traits),
wie Merkmale der Milchleistung, des Wachstums, der Schlachtkoérperzusammensetzung, der
Fleischqualitét, der Fruchtbarkeit sowie des Wollwachstums und der Stressempfindlichkeit
identifiziert und beschrieben. In Tabelle 2 sind drei ausgewihlte Kandidatengene mit den
kausalen Sequenzvarianten und deren Effekten auf die Genorganisation und Stoffwechsel-
aktividt sowie den Phinotyp vorgestellt. Die Lokalisation der kausalen Sequenzvarianten ist
dabei in einem Exon (SLC35A3), in einer Splicesite (MLPH) oder aber innerhalb eines In-
trons (IGF2). Es ist ersichtlich, dass kausale Sequenzvarianten nicht nur in den Exons eines
Gens auftreten, sondern auch in regulatorischen Genbereichen. Diese ausgewéhlten Studien
bestitigen die visiondre Vermutung von KING und WILSON aus dem Jahre 1975, die eben
meinten, dass die Mehrzahl der verantwortlichen Sequenzvarianten in den regulatorischen
Genabschnitten zu finden sind und nicht in den Abschnitten, die fiir die Struktur des Proteins
verantwortlich sind (KING und WiLsON 1975). Es kann daher gefolgert werden, dass es keine
allgemein giiltigen Eigenschaften bzw. Kriterien gibt, die es erlauben, vereinheitlichend eine
strukturelle oder funktionelle Definition eines Kandidatengens zu geben.

4. Warum gibt es so viele Kandidatengene und so wenig urséichlich verantwortliche
Gene?

Eine eigene Literaturrecherche (Stand Mirz 2010) im ISI Web of Knowledge (http://apps.
isiknowledge.com) ergab, dass 6398 Publikationsiiberschriften aus verschiedenen Diszipli-
nen der Lebenswissenschaften den Ausdruck candidate gene enthielten. Die Anzahl derarti-
ger Veroffentlichungen ist stetig seit den 1990er Jahren angestiegen. Bei 255 Manuskripten
ist jedoch schon durch das Wort exclusion im Titel ersichtlich, dass sich das untersuchte
Gen schlieBlich nicht als das verantwortliche Gen herausstellte. Wie viele der propagierten
Kandidatengene nun wirklich verantwortlich fiir das untersuchte Merkmal/den untersuchten
Phinotyp sind, ist unklar. Die geringe Anzahl an gendiagnostischen Testverfahren indiziert
jedoch, dass die Anzahl iiberschaubar ist und diese vornehmlich fiir monogene Gendefek-
te und andere nach den Mendelschen Gesetzen vererbte qualitative Eigenschaften bekannt
sind. Betrachtet man hingegen die polygen vererbten Merkmale bei landwirtschaftlichen
Nutztieren, so sind in lediglich drei Fillen (das sind das porzine IGF2-Gen, das bovine
DGAT-Gen und das caprine GDF8-Gen) die verantwortlichen Sequenzvarianten in Genen
charakterisiert worden, die in den kartierten Quantitative-Trait-Loci (QTL)-Regionen liegen
(RoN und WELLER 2007).

Als erste Ursache der niedrigen Erfolgsrate wird die begrenzte Anzahl an verfiigbaren
Phinotypen angesehen und die Schwierigkeit des Nachweises, dass die vermutlich verant-
wortliche Sequenzvariante tatsichlich zu einem verdnderten Phinotyp fiihrt (GLAZIER et al.
2002). RoN und WELLER (2007) stellen daher vier Forderungen auf, die Kandidatengene fiir
(quantitative) Merkmale gleichzeitig erfiillen sollen:
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— Vom Gen geht ein bekannter (patho)physiologischer Effekt fiir die Ausprigung des Merk-
mals bzw. des Phinotyps aus.

— Der Effekt des Gens auf das Merkmal bzw. den Phianotyp wurde in anderen Spezies durch
Knock-outs, Knock-ins, transgene oder mutante Individuen nachgewiesen.

— Das Gen ist priferentiell in Organen, die mit dem Merkmal bzw. dem Phénotyp in Verbin-
dung stehen, exprimiert.

— Die priferentielle Expression des Gens erfolgt in Entwicklungsstadien, die mit dem
Merkmal bzw. dem Phénotyp in Verbindung stehen.

Im Gegensatz zu Modelltieren oder Pflanzen lassen sich jedoch bei landwirtschaftlichen
Nutztieren Phédnotypen kaum durch experimentelle Inzuchtlinien, durch die Erstellung von
Knock-ins bzw. Knock-outs (Transgene) oder gar durch die Klonierung von Individuen durch
Kerntransfer in ausreichender Menge erstellen. Abgesehen von den limitierten Erfolgsaus-
sichten dieser Techniken (z. B. THOMsoN und McWHIR 2004, SCHREINER 2005), sind ferner
noch die Kosten fiir die Tierhaltung zu beriicksichtigen ebenso wie die langen Generations-
intervalle landwirtschaftlicher Nutztiere (RON und WELLER 2007). Die Sichtung, Erfassung
und Sammlung von zahlreichen aussagefihigen und verldsslichen (dazu zihlt auch die kor-
rekte Abstammung) Phinotypen in Feldpopulationen ist trotz entsprechender Organisation
aufgrund des hohen finanziellen und personellen Aufwandes ebenso lediglich eingeschréinkt
moglich. Letztendlich gestaltet sich die systematische Gewinnung von Phinotypen speziell
fiir komplexe Merkmale sehr schwierig. Verdeutlicht sei dies im Folgenden am Beispiel des
Erbdefekts der porzinen Hernia inguinalis/scrotalis.

5. Die Phiinotpyenerfassung am Beispiel der porzinen Hernia inguinalis/scrotalis

Unter einer Hernie bzw. einem Bruch versteht man das Vortreten von Eingeweiden aus der
Bauchhohle in eine abnorme Ausstiilpung des parietalen Bauchfells. Als Hernia inguinalis
wird der Vorfall von Eingeweiden, meist Teilen des Diinndarms und des groflen Netzes, in
den Leistenkanal bezeichnet. Ein Hodensackbruch (Hernia scrotalis) liegt dann vor, wenn
die Eingeweide in den Hodensack eintreten (WALDMANN und PLONAIT 1997). Hernia in-
guinalis und scrotalis zéhlen zu den angeborenen Anomalien beim Schwein und bewirken
trotz geringer vorkommender Héaufigkeiten von etwa 1 % bei allen Neugeborenen nachhaltige
wirtschaftliche Schidden durch mogliche Tierarztkosten bzw. durch den Ausfall betroffener
Individuen als Zucht- oder Masttiere.

Als Ursache fiir die Hernien gelten Storungen wihrend des Hodenabstieges (Descensus
testis). Dessen physiologischer Ablauf ist in Abbildung 1 dargestellt. Der Hodenabstieg kann
aufgrund von anatomischen, physiologischen sowie hormonellen Effekten und Verinderun-
gen in mehrere Phasen unterteilt werden (WENSING 1986, HuTsoN et al. 1997). Die Eintei-
lung des Hodenabstieges in eine transabdominale und in eine inguinoscrotale Phase stellt
jedoch eine einfachere Unterteilung dar (HuTsoN et al. 2004). Die transabdominale Phase
umfasst alle Vorginge der Wanderung der Hoden von ihrer Ausgangslage durch die Bauch-
hohle bis zum Inguinalring hin, wéhrend die inguino-scrotale Phase den Durchtritt der Hoden
durch den Leistenkanal und deren Bewegung innerhalb des Scrotums beschreibt. Der Hoden-
abstieg beim Schwein ist zum Zeitpunkt der Geburt vollzogen.
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Abb. 1 Descensus testis beim Schwein (modifiziert nach WENSING 1986). (A) Entwicklung am Tag 65 post con-
ceptionem (p. c.); (B) 75 Tage p. c.; (C) 85-90 Tage p. c.; (D) bei der Geburt. 1 Hoden, 2 Nebenhoden, 3 parietales
Blatt des Bauchfells, 4 innerer schiefer Bauchmuskel, 5 duBerer schiefer Bauchmuskel, 6 Scheidenhautfortsatz, 7a
Gubernaculum proper, 7b vaginaler Teil des Gubernaculums, 7c infravaginaler Teil, 8 Hodenheber, 9 Fascia sperma-
tica, 10 Tunica vaginalis.

Die anatomische Schliisselstruktur ist das Gubernaculum testis (Hodenleitband). Die Gona-
denanlagen sind zunichst indifferent in der Urogenitalfalte angelegt und differenzieren sich
wihrend der fetalen Entwicklungsphase der Frucht in Hoden oder Ovarien aus. Bei einem
méinnlichen Individuum regressiert zu diesem Zeitpunkt das kraniale Keimdriisenband, wih-
rend sich das kaudale Keimdriisenband vergréert und zum Gubernaculum entwickelt. Vor dem
beginnenden Hodenabstieg differenziert sich das Gubernaculum in das Gubernaculum proper
(7a), in einen vaginalen Teil (7b) und in einen infravaginalen Teil (7c) (Sektionen A—C der Abb.
1). Kurz vor und wihrend des Descensus testis, der etwa am Tag 80 bis 90 der Gestation erfolgt
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(HEYNs und DE KLERK 1985, FENTENER VAN VLISSINGEN et al. 1989, HEYNs et al. 1989), be-
ginnt ein starkes Groflenwachstum des extra-abdominalen Teils des Gubernaculum proper. Das
GroBenwachstum des Gubernaculums wird durch Wassereinlagerung bewirkt (HEYNS und DE
KLERK 1985, HEYNS et al. 1990). Durch gleichzeitige Verkiirzung des intra-abdominalen Be-
reichs des Gubernaculum proper werden die Hoden an den Leistenkanal hingefiihrt (WENSING
1986) (Sektionen B und C der Abb. 1). Der Durchtritt der Hoden durch den Leistenkanal in das
Scrotum wird an der Position der Insertion des Gubernaculums in das Bauchfell (3) durch Bil-
dung einer sackformigen Ausstiilpung (Scheidenhautfortsatz oder Processus vaginalis, 6) in den
Hodensack, unterstiitzt. Der Hoden gleitet dabei in den Processus vaginalis. Die Ausformung
des Processus vaginalis und die des Hodenhebers (Musculus cremaster, 8) beginnt wihrend des
GroBenwachstums des Gubernaculums und ist nach erfolgten Descensus testis abgeschlossen
(Sektionen B—D der Abb. 1). Beim Gang der Hoden durch den Leistenkanal weitet das grofien-
verdnderte und angeschwollene Gubernaculum den Leistenkanal im Bereich zwischen innerem
und duferem Inguinalring extrem. Das Gubernaculum beginnt aber schon wéhrend der Passage
durch den Leistenkanal abzuschwellen. Nach Positionierung der Hoden im Skrotum schlief3t
sich der Processus vaginalis und schniirt sich nach Verodung von der Bauchhohle ab, wihrend
sich das Gubernaculum zum Hodenbidndchen zuriickbildet (HuTsoN et al. 1997, 2004).
Porzine Hernien sind sicherlich ein Beispiel einer sehr komplexen Merkmalsentstehung.
Die Physiologie des Descensus testis zeigt, dass getrennt oder zusammen Storungen der Ge-
schlechtsdeterminierung einschlieflich der hormonellen Steuerung, der Struktur der extrazellu-
laren Matrix, der Groenverdnderung des Gubernaculums und des Verschlusses des Processus
vaginalis potentiell zum Phénotyp Hernia inguinalis bzw. scrotalis fithren. Mit ca. 35 Tagen (ge-
messen vom Beginn des Hodenabstiegs am Tag 80 p. c. bis zur Geburt) liegt ein ausgedehnter
Zeitraum fiir die potentielle Phinotypenentstehung vor. Die Phénotypen Hernia inguinalis bzw.
scrotalis selbst sind pathogene Formen des ménnlichen Geschlechts/Phinotyps, welcher erst
nach der Geburt fiir den jeweiligen Ferkelfotus bestimmbar ist und der sich letztlich wihrend der
Trachtigkeit geschiitzt im miitterlichen Organismus entwickelt. Genetische Studien konnen sich
daher lediglich posterior die Phanotypen nach der Geburt zu Nutze machen und nicht zum Zeit-
punkt der Entstehung ansetzen. Mogliche Untersuchungen zur Expression eines potentiellen
Kandidatengens sind erst nach Klarung des verantwortlichen Entwicklungszeitpunktes und des
optimalen Zielgewebes moglich. Erschwerend kommt dazu, dass Gewebe Zellverbdnde darstel-
len. Beim Séuger geht man von etwa 205 Zellarten aus (MULLER und HASSEL 2006) und davon,
dass geschitzte 15 % aller speziesspezifischen Gene in einer individuellen Zelle zum jeweiligen
Betrachtungs- bzw. Untersuchungszeitpunkt exprimiert werden (LIANG und PARDEE 1992).

6. Der Genbegriff im Post-Sequenzierungszeitalter, oder Zuwachs der Komplexitiit
durch Wissen

Die morphologisch ausgerichtete Definition des Aufbaus eines Gens konnte einige aufgetretene
molekulargenetische Phianomene nicht kldren (GERSTEIN et al. 2007). Mit dem Konzept gelang es
z. B. nicht, iiberlappende (d. h. solche Gene, die sich auf die identische DNA-Sequenz griinden,
aber unterschiedliche Leseraster vorweisen oder vom Gegenstrang abgelesen werden), introni-
sche (d. h. ein Gen existiert im Intron eines weiteren Gens) und springende Gene (Transposons,
d. h. mobile genetische Elemente, die im Verlauf der Individualentwicklung eines Organismus
ihren Ort im Genom wechseln konnen) sowie Pseudogene (vorkommende funktionslose Gene in
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Eukaryoten) zu erkldren. Gleiches gilt fiir Trans-splicing-Ereignisse (Ligation von unterschied-
lichen mRNA-Molekiilen des gleichen Gens, des Gegenstranges oder verschiedener Chromoso-
men) sowie epigenetische Effekte und Effekte der Chromatinstruktur auf den Phénotyp.

Es erwuchs aus den Daten des Humangenomprojektes die Erkenntnis, dass es differen-
ziertere Signalsysteme als die bekannten geben muss, die fiir die Aufrechterhaltung des
biologischen Gleichgewichts verantwortlich sind. Ein erstes Projekt, welches die Transkrip-
tionsaktivitidt auf den humanen Chromosomen 21 und 22 untersuchte, fand um eine Zehner-
potenz mehr Transkripte vor, als dies von den annotierten und vermuteten Exons zu erwarten
war (KaPrANOV et al. 2002). Somit entstand das ENCODE-Projekt (Encyclopedia of DNA
Elements), um alle funktionellen Elemente im humanen Genom zu identifizieren, zu zih-
len und zu katalogisieren (The ENCODE Project Consortium 2007). Es wurden dafiir 44
Genomregionen mit u. a. unterschiedlicher Gendichte, die etwa 30 Megabasen des Genoms
(entspricht 1 %) abdeckten, betrachtet (WEINSTOCK 2007). Die Analyse der RNA-Molekiile
erfolgte durch den Einsatz von sequenzbasierten Methoden wie den 3’-Ansatz SAGE (Serial
Analysis of Gene Expression), den 5’-Ansatz CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) oder
PETs (Paired-End di Tags) auch unter Nutzung innovativer Technologie wie dem MPSS
(Massively Parallel Signature Sequencing) (z. B. JONGENEEL et al. 2005, KAPARANOV et al.
2007, The ENCODE Project Consortium 2007). Der zweite Ansatzpunkt waren die hybridi-
sierungsbasierten Techniken wie die 7iling-Arrays (z. B. BERTONE et al. 2004, KAPARANOV
et al. 2007, The ENCODE Project Consortium 2007).

Die wichtigsten Ergebnisse des ENCODE-Projektes lassen sich wie folgt zusammenfassen
(The ENCODE Project Consortium 2007, ZHANG et al. 2007, GINGERAS 2007, KAPARANOV
et al. 2007):

— Das Genom ist allumfassend transkribiert. Fast das ganze Genom ist durch primire Tran-
skripte repréisentiert.

— Diese Transkripte liberlappen und enthalten neben den Exons auch nicht-kodierende Re-
gionen. Identische genomische Abschnitte werden mehrfach verwendet. Uberlappende
Transkripte konnen von beiden Einzelstringen stammen.

— Es sind zusammengesetzte Transkripte gefunden worden, die aus Sequenzen bestehen, die
physikalisch Hunderte von Kilobasenpaaren voneinander getrennt annotiert wurden.

— Die Definition intergenischer Bereiche ist nicht mehr gerechtfertigt, da Transkripte auch
aus diesen Regionen stammen.

— Eine Vielzahl der Transkripte kodiert nicht fiir Proteine und wurde daher als nicht-kodie-
rende RNAs (ncRNAs) bezeichnet. Dieser Ausdruck wird als Konsequenz des ENCODE-
Projektes aber nun nur fiir diejenigen Transkripte verwendet, von denen bekannt ist, dass sie
kleine Proteine bzw. Peptide kodieren und somit eine nachgewiesene Funktion haben wie die
Genregulation, die Genprozessierung und die Proteinsynthese. Als ncRNAs werden somit
die ribosomale RNA (rRNA), die Transfer-RNA (tRNA), die small-nuclear-RNA (snRNA),
die Antisense-RNA, die small-nucleolar-RNA (sno RNA), die micro-RNA (miRNA) und
die Piwi-interacting-RNA (piRNA) definiert und subsumiert. Fiir die tibrigen Transkripte
findet der Ausdruck TUF (Transcript of Unkown Function) Verwendung.

— FEine grofle Menge bisher unbekannter Transkriptionsstartsites (TSS) wurde beschrieben.
Viele von diesen dhneln beziiglich des Chromatinaufbaus und der sequenzspezifischen
Proteinbindungseigenschaften denen gut beschriebener Promotoren. Regulatorische Se-
quenzen um die TSS sind gleichméBig verteilt und zeigen keine Tendenz fiir gen-aufwiérts
gelegene Regionen.

Nova Acta Leopoldina NF 773, Nr. 388, 143-154 (2012) 151



Christoph Knorr

— Fiir viele bekannte proteinkodierende Gene wurden alternative TSS gefunden, die teilwei-
se mehr als 100 Kilobasenpaare stromaufwirts der bekannten TSS liegen.

— Die regulatorischen Elemente eines definierten Gens liegen nicht notwendigerweise di-
rekt stromaufwirts, sondern durchaus weit entfernt auf dem Chromosom, auch niher zu
einem anderen Gen. Die regulatorischen Elemente sind sowohl an den Start- wie auch
Endpunkten der Transkription zu finden. Sie kommen geclustert in regulatorisch-reichen
(Inseln = Island) und regulatorisch-armen Regionen (Wiisten = Desert) vor.

— Es liegen Muster der Chromatinzugénglichkeit und Modifikation von Histonen vor, die
zur Vorhersage und Abschitzung der Aktivitit von TSS genutzt werden konnen.

Die unmittelbare Konsequenz des ENCODE-Projekts ist eine Neuerung des Genbegriffs.
Man spricht nun eher von Funktionseinheiten. GERSTEIN et al. (2007) propagieren eine nach
ihren eigenen Worten provisorische Neudefinition des Genbegriffs: ,,Ein Gen stellt eine Ein-
heit genomischer Sequenzen dar, die einen zusammenhidngenden Satz von potentiell {iber-
lappenden funktionalen Produkten kodiert.* Diese neue Definition dhnelt stark JOHANNSONS
Vorstellungen von einem Gen.

Die Erkenntnisse aus dem ENCODE-Projekt konnen als zweiter Erkldarungsansatz neben
den benétigten Phianotypen dienen, um die niedrige Anzahl von gefundenen merkmalsverur-
sachenden Genen oder aber bestitigten Kandidatengenen zu erkldren.

7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Sequenzierungsprojekte haben zu einer Wissens- und Datenexplosion gefiihrt. Es ge-
lang, merkmalsverantwortliche Gene zu identifizieren und zu charakterisieren. Vielfach sind
jedoch die genetischen Ursachen unbekannt. Das liegt einmal daran, dass exakte und diffe-
renzierte Phinotypen nicht in ausreichender Menge vorliegen oder generiert werden konnen.
Daneben reflektieren Genome eine viel groBBere Komplexitit als vermutet — wie im humanen
ENCODE-Projekt gezeigt — was die Aufkldrung der verantwortlichen genetischen Ursachen
erschwert. Das menschliche Genom und somit auch das anderer Sduger muss als Kontinuum
ohne definierte Grenzen zwischen DNA-Abschnitten angesehen werden, und es wird die Fra-
ge sein, inwieweit die Begriffe Gen und Kandidatengen noch niitzlich sind.

Das ENCODE-Projekt wird auch als ,Biology’s Big Bang* bezeichnet (THEN 2008) mit
weitreichenden biologischen und 6konomischen Konsequenzen:

— Die Grundfeste der Biotechnologie-Branche war die Reduktion auf die Annahme, dass
Gene unabhingig voneinander funktionieren und somit manipulierbar und herstellbar sind.
Kombinationen und Wechselwirkungen in einem Lebewesen sind vernachlissigt worden.

— Die Diskussion iiber die Sinnhaftigkeit von Patenten auf Gene ist eine ethische. Patente
auf Gene basieren jedoch auf deren eindeutigen Effekten bzw. Funktionen.

— Die sogenannte Junk-DNA (also diejenigen DNA-Abschnitte, die nicht fiir Proteine ko-
dieren und zumeist als funktionsloser ,Schrott‘ der Evolution betrachtet wurden) hat eine
Bedeutung! So wie Craig VENTER Patente auf kodierende DNA-Bereiche anmeldete, si-
cherte sich ein anderer Wissenschaftler, Malcom SimoNs, Patente auf die Junk-DNA.

Die Mechanismen der Vererbung sind auch weiterhin nicht vollstindig geklirt. Von der Uber-
setzung der DNA-Informationen in Proteine in Analogie zu dem bisherigen Genbegriff sind
etwa 2-3 % der DNA betroffen. Das ENCODE-Projekt lisst ein sehr viel feiner agierendes
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Regulationssystem bei Sdugern vermuten, und die Forschungsansitze, die Bedeutung der
Epigenetik zu ergriinden, sind noch am Anfang. Auch dadurch ist zu erwarten, dass der Gen-
begriff dezidierter genutzt werden muss.
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Epigenetische Reprogrammierung bei
priaimplantativen bovinen Embryonen aus
assistierten Reproduktionstechniken

Heiner NIEMANN ML (Neustadt)
Mit 2 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

Epigenetik beinhaltet biochemische Veranderungen an der DNA und den Histonproteinen, die mit Verinderungen
in der Genexpression verbunden sind, vererbbar sind, aber die DNA-Basenabfolge nicht verdndern. Wesentliche
Mechanismen sind die DNA-Methylierung und die biochemische Verdnderung der Histonproteine durch Acetylie-
rungen, Methylierungen, Phosphorylierungen oder Carboxylierungen. Ferner werden zu den epigenetischen Me-
chanismen in der Embryonalentwicklung die X-Chromosom-Inaktivierung und die Ausbildung der physiologischen
Telomerenldnge gezihlt. Die DNA-Methylierung spielt eine wesentliche Rolle in der frithen Embryonalentwicklung
beim Sduger, da die spezifischen Genexpressionsmuster durch entsprechende DNA-Methylierungsveridnderungen,
in Form einer De- und Remethylierung in der Praimplantationsphase sichergestellt werden. Inzwischen liegen aus-
reichend Daten vor, die zeigen, dass die assistierten Reproduktionstechniken (ARTs) mit einem erhohten Risiko fiir
epigenetische Verdnderungen verbunden sind, die wiederum mit Aberrationen in der Entwicklung einhergehen kon-
nen. Studien an praimplantativen Rinderembryonen konnen wesentliche neue Erkenntnisse, sowohl im Grundlagen-
bereich, mit Bedeutung fiir humanen ARTS, als auch fiir die Weiterentwicklung und Verbesserung biotechnologischer
Verfahren in der Rinderzucht liefern.

Abstract

Epigenetics includes biochemical modifications of the DNA and the core histone proteins that are associated with
changes in gene expression that can be passed on to progeny, but do not involve structural changes of the DNA se-
quence. The important mechanisms are DNA methylation and specific biochemical changes of the histone proteins
by acetylation, methylation, phosphorylation and carboxylation. X-chromosome inactivation and telomere length
regulation are further important epigenetic mechanisms that occur during early mammalian development. The DNA
methylation profile plays a critical role in mammalian preimplantation development. The specific gene expression
patterns are regulated by waves of de- and remethylation of the embryonic DNA. A growing number of studies shows
that assisted reproductive technologies (ARTS) such as in vitro fertilization of oocytes and in vitro culture of embryos
are associated with an increased risk of epigenetic changes that in turn may result in developmental deficiency and
aberrations. Preimplantation bovine embryos have evolved as an important model for epigenetic studies on embryos
and can provide valuable data for both improved ARTSs in human infertility treatment and improved biotechnological
procedures in cattle production.

1. Einleitung

Die genetische Information einer Zelle ist in der Basenabfolge ihrer DNA begriindet, die in
das Chromatin, mit den Histonproteinen als Hauptkomponente, verpackt ist. Unter Epigenetik
werden im Wesentlichen biochemische Verdnderungen an der DNA und den Histonproteinen

verstanden, die mit Anderungen in der Genexpression verbunden sein konnen, vererbbar sind,
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aber die Basensequenz in der DNA nicht verdndern. Die primére epigenetische Modifikation
ist die DNA-Methylierung, die durch das Anheften einer Methylgruppe an die Cytosinbase im
GC-Dinukleotid erfolgt. Dies ist ein alter evolutionérer Vorgang, der meist mit dem Silencing
(Abschalten) eines Gens bei eukaryotischen Organismen verbunden ist (ANTEQUERA 2003).
Im Sédugergenom mit seinen 23-25000 Genen sind die Regionen mit DNA-Methylierung
nicht gleichméBig verteilt, sondern liegen in 30—40 000 sogenannten CpG-Inseln vor, d. h. ge-
nomischen Bereichen mit einer Grofie von 200-2000 Nukleotiden, in denen der G+C-Anteil
mehr als 50 % betrigt und das Verhiltnis von tatsichlich beobachteten zur erwarteten Anzahl
von CpGs hoher als 0,6 ist. Diese CpG-Inseln werden besonders in Promotorregionen von
sogenannten Housekeeping-Genen gefunden, sind aber auch in gewebespezifischen Genen
nachgewiesen worden (ANTEQUERA 2003). Ein korrektes Muster dieser Cytosinmethylierung
an den CpG-Dinukleotiden ist essentiell fiir die normale Entwicklung beim Sauger (L12002).
Aberrationen vom physiologischen DNA-Methylierungsmuster konnen mit einem Absterben
der Embryonen oder Feten verbunden sein. Die DNA-Methylierung spielt dariiber hinaus
eine wesentliche Rolle bei der Unterdriickung parasitdrer Promotoren, z. B. von Viren, und
ist Teil des Gen-Silencing-Mechanismus in eukaryotischen Zellen (JONES 1999). In den aller-
meisten Fillen ist die DNA-Methylierung mit dem Abschalten der Genexpression verbunden;
jedoch ist in den letzten Jahren eine steigende Anzahl an Genen gefunden worden, die durch
Methylierung aktiviert werden kann, insbesondere Tumorsuppressor-Gene (JONES 1999, L1
2002). Die epigenetische Regulation wird als wesentlich fiir die Ausbildung der biologischen
Komplexitit multizelluldrer Organismen angesehen, und die Komplexitit der epigenetischen
Regulation nimmt mit der Grofe des Genoms zu (MAGER und BARTHOLOMEI 2005).

Epigenetische Mechanismen und Phinomene haben in den letzten Jahren stark an wissen-
schaftlichem und medizinischem Interesse gewonnen, besonders im Zusammenhang mit der
Tumorentstehung und der Entwicklung der assistierten Reproduktionstechniken (ART), so-
wohl bei Nutztieren als auch beim Menschen. Im Folgenden wird zunchst ein kurzer Uber-
blick tiber wesentliche epigenetische Mechanismen in der friihen Embryonalentwicklung
beim Séduger gegeben. Im Anschluss daran wird auf die Bedeutung der Epigenetik fiir die
Anwendung von ARTs zur Behandlung der menschlichen Infertilitdt und zur Steigerung der
Effizienz in der modernen Tierzucht, mit Schwerpunkt bei der Embryonenproduktion in vitro
und somatischem Klonen, eingegangen. AbschlieBend werden Beispiele aus jiingeren eige-
nen Forschungsarbeiten zu epigenetischen Analysen bei Rinderembryonen aus unterschiedli-
chen Produktionssystemen gegeben.

2. DNA-Methyltransferasen (DNMT)

Die DNA-Methylierung hingt im Wesentlichen von der Aktivitit bestimmter Enzyme, den
DNA-Methyltransferasen (DNMTs), ab. Die DNA-Methyltransferase 1 (DNMT-1) ist ein En-
zym, das die Methylierung der hemi-methylierten CpG-Dinukleotide nach der DNA-Replika-
tion wieder herstellt; es ist also ein Unterhaltungsenzym (BESTOR 1992). Die oozytenspezi-
fische Isoform DNMT-1o ist verantwortlich fiir die Unterhaltung der maternalen Imprints in
den weiblichen Gameten. DNMT-3a und -3b sind Enzyme, die die De-novo-Methylierung der
DNA katalysieren und damit fiir das Setzen neuer DNA-Methylierungsstellen in der Entwick-
lung entscheidend sind (OxaNoO et al. 1999). DNMT-3L wird zusammen mit DNMT-3a und
-3b gefunden und ist wahrscheinlich an der Etablierung spezifischer Methylierungsmuster
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fiir das Imprinting in der weiblichen Keimleiste beteiligt (BOURC HIs et al. 2001). Die Akti-
vitdt der DNA-Methyltransferasen ist eng mit der von Histon-Deacetylasen (HDAC), Histon-
Methyltransferasen (HMTs) und mehreren ATPasen verbunden; alle Enzyme sind also Teil
eines komplexen Systems, das die Chromatinstruktur reguliert und damit die Genexpression
wesentlich beeinflusst (BURGERS et al. 2002).

3. Genom-Reprogrammierung durch DNA-Methylierung wihrend der
Embryonalentwicklung

Wihrend der frithen Embryonalentwicklung beim Sauger wird die DNA kurz nach der Bil-
dung der Zygote (frisch befruchtete Oozyte) durch massive Verdnderungen im DNA-Methy-
lierungsmuster reprogrammiert. Die paternale DNA wird unmittelbar nach der Fertilisierung
aktiv demethyliert, wihrend die maternale DNA etwas spiter durch passive Mechanismen
demethyliert wird (DEAN et. al. 2003). Diese Mechanismen scheinen hoch konserviert zu sein
und sind bei einer Reihe von Spezies gefunden worden, wie Maus, Rind, Schwein, Ratte, Ka-
ninchen und Mensch (LEPIKHOV et al. 2008). Zu speziesspezifischen Zeitpunkten in der Ent-
wicklung beginnt dann die Remethylierung der embryonalen DNA; der Beginn der Remethy-
lierung fillt meist zusammen mit dem Start der embryonalen genomischen Aktivitit (Maus:
2-Zellstadium, Schwein: 4-Zellstadium, Rind: 8 —16-Zellstadium, Mensch: 8 —16-Zellstadi-
um). Diese komplexen Mechanismen stellen sicher, dass entscheidende Schritte in der frii-
hen Embryonalentwicklung, wie der Beginn der ersten Zellteilung, die Kompaktierung der
embryonalen Zellen bei der Morulabildung, die Blastozystenentwicklung mit der Ausbildung
der beiden Zellkompartimente ICM (Innere Zellmasse) und Trophoblast, sowie Expansion
und Schliipfen der Blastozyste, durch eine fein regulierte Abfolge im Genexpressionsmuster
ungestort ablaufen konnen.

4. Imprinting

Das Imprinting stellt eine besondere Funktion der DNA-Methylierung dar. Charakteristisch
fiir das Imprinting ist, dass die zwei Allele eines bestimmten Gens unterschiedlich exprimiert
werden. Ublicherweise wird durch das Imprinting entweder das maternale oder das paternale
Allel wihrend der Entwicklung durch Anfiigen einer Methylgruppe an das Cytosin in CpG-
Dinukleotiden abgeschaltet. Die Expression geschieht dann nur von dem einen nicht-methy-
lierten Allel. Die DNA-Methylierung vollzieht sich insbesondere an den Imprinting Control
Regions (ICRs) und wird im Wesentlichen durch die De-novo-Methyltransferase DNMT-3a
sichergestellt. Typisch fiir die dem Imprinting unterliegenden Gene ist, dass sie in sogenann-
ten Clustern gefunden werden und dass die ICRs eine regionale Kontrolle der Genexpression
ausiiben (RE1k und WALTER 2001). Bei der Maus sind bisher etwa 50, beim Menschen etwa 80
Gene, die dem Imprinting unterliegen, identifiziert worden (DEAN et al. 2003, CONSTANCIA et
al. 2004); beim Rind sind bisher ~10 Imprinted-Gene gefunden worden. Das Imprinting ist ein
epigenetischer Mechanismus, der Anforderungen, Zuteilung und Nutzung der Ressourcen fiir
den sich entwickelnden Fetus regelt und deshalb in der fetalen und neonatalen Entwicklung
beim Sauger aktiv ist. In den meisten Fillen erhohen Gene, die vom paternal vererbten Allel
exprimiert werden, den Ressourcenverbrauch von der Mutter zum Fetus, wihrend maternal
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exprimierte Gene diesen Transfer reduzieren, um das Uberleben der Mutter sicherzustellen
(ConsTANCIA et al. 2004). Die Imprintmarkierungen werden wihrend der Entwicklung der
Keimzellen zu reifen Gameten (Spermien und Oozyten) gesetzt. In der Keimbahn werden
die Imprintmarkierungen so angelegt, dass die reifen Gameten das Geschlecht der jeweiligen
Keimbahn widerspiegeln, bedingt durch die Abfolge von Loschen und Wiedereinsetzen der
jeweiligen DNA-Methylierungsmarkierungen (REIK und WALTER 2001).

5. Histonmodifikationen

Die Histone sind die Hauptproteinkomponenten des Chromatins; die vier Kernhistone H2A,
H2B, H3 und H4 bilden das Nukleosom. Post-transnationale Modifikationen der Histone
spielen bei der Fihigkeit des Genoms, biologische Informationen zu speichern, freizusetzen
und weiter zu vererben, eine entscheidende Rolle (FiscHLE et al. 2003). Zahlreiche Histon-
und Chromatin-assoziierte regulatorische Verdnderungen sind bekannt, wie die Histon-Acety-
lierung, -Phosphorylierung, -Carboxylierung und -Methylierung. Histon-Methyltransferasen
(HMTs) katalysieren die Methylierung an spezifischen Positionen des Nukleosoms in Sduger-
zellen. Die Deacetylierung der Histonproteine wird durch Isoformen der Histon-Deacetylase
(HDAC) durchgefiihrt. Die Histon-Acetyltransferasen (HATSs) sind an verschiedenen biolo-
gischen Prozessen, wie transkriptioneller Aktivierung, Genabschaltung, DNA-Reparatur und
Zellzyklus, beteiligt und spielen deshalb in Wachstum und Entwicklung eine entscheidende
Rolle (CArROZZA et al. 2003).

6. Epigenetik und assistierte Reproduktionstechniken

Mit der Etablierung des Embryotransfers in den 1980er Jahren konnte erstmalig das geneti-
sche Potential von ziichterisch besonders wertvollen weiblichen Tieren in einer Population
vermehrt werden. Dabei werden die Embryonen aus der Gebdrmutter superovulierter Spen-
dertiere ausgespiilt und dann entweder nach Tiefgefrieren oder direkt auf Empfingertiere
tibertragen. Neben dieser In-vivo-Produktion von Embryonen sind in den letzten zwei Jahr-
zehnten verschiedene In-vitro-Verfahren zur Erzeugung von Embryonen, insbesondere beim
Rind, bis zur Praxisreife entwickelt worden (KUEs et al. 2008b). Die In-vitro-Produktion
von Embryonen beinhaltet die Gewinnung von Oozyten entweder aus Schlachthofmaterial
oder von lebenden Tieren mit Hilfe der ultraschallgeleiteten Follikelpunktion (OROPEZA et al.
2007), die anschlieBende Reifung der Oozyten in vitro bis zu befruchtungsfihigen Metaphase-
IT (MII)-Oozytenstadien, die In-vitro-Fertilisation durch eine etwa 20-stiindige Koinkubation
mit den vorbereiteten Spermien sowie die anschlieBende 6—8 Tage dauernde In-vitro-Kultur
bis zu transfertauglichen Stadien, d. h. spdten Morulae und Blastozysten (WRENZYCKI et al.
2001). Im Jahre 2008 sind weltweit etwa 540000 in vivo produzierte Embryonen und 255000
in vitro produzierte Embryonen tibertragen worden (THIBIER 2009).

Neben der In-vitro-Produktion konnen entwicklungsfihige Embryonen auch durch soma-
tisches Klonen erstellt werden. Dabei wird eine intakte somatische Zelle, zumeist Fibroblas-
ten, in eine entkernte, in vitro gereifte Oozyte tibertragen, beide Komponenten werden durch
kurze elektrische Impulse miteinander fusioniert, die erstellten Komplexe werden chemisch
und/oder elektrisch aktiviert und anschliefend bis zu transfertauglichen Stadien in vitro kulti-
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viert. Bei Rind und Schwein liegen bereits ausreichende Daten zur Produktion entwicklungs-
fahiger geklonter Blastozysten vor (KUES et al. 2008b). Beim Rind konnen inzwischen durch
Klonen mit gleicher Hiufigkeit (30-35% der befruchteten Oozyten) entwicklungsfiahige
Blastozysten erstellt werden wie durch In-vitro-Fertilisation und Kultur.

Trotz vielfiltiger und intensiver Forschungsanstrengungen bestehen aber noch grofle
Unterschiede zwischen in vitro produzierten, durch Klonen erstellten und in vivo erzeugten
Rinderembryonen. Die Unterschiede betreffen die Morphologie (Farbe, Dichte, Zellzahl und
Grofle), den exakten Zeitpunkt der Zellteilungen in der Entwicklung, den Triglyceridgehalt,
erhohte Empfindlichkeit gegeniiber tiefen Temperaturen, verminderte Stabilitdt der Zona pel-
lucida, Unterschiede im embryonalen Metabolismus sowie hiufig eine erhthte embryonale
und fetale Mortalitit (WRENZYCKI et al. 2005b). Nach Transfer in vitro kultivierter Embry-
onen kann es zu einer Erhohung des durchschnittlichen Geburtsgewichts bei den Kilbern
kommen. In einer eigenen Studie (LAZZARI et al. 2002) betrug das Geburtsgewicht von Kil-
bern, die aus Embryonen hervorgingen, die in Kulturmedium bis zu Blastozysten entwickelt
worden waren, 53-57 kg, wihrend bei den Kélbern aus Kontrollembryonen, die nach Super-
ovulation bzw. kiinstlicher Besamung gewonnen wurden, durchschnittliche Geburtsgewichte
von 4345 kg festgestellt wurden (LAZZARI et al. 2002). Nach Ubertragung von geklonten
Embryonen sind teilweise noch stirkere Verdnderungen beobachtet worden, insbesondere zu
Beginn der Untersuchungen zum somatischen Klonen. Dabei wurden neben der Ubergro-
Be verschiedene weitere pathologische Verinderungen festgestellt, die unter dem Uberbe-
eriff Large Offspring Syndrome (LOS) zusammengefasst werden und besonders Klone von
Rind, Schaf und Maus betrafen. Durch verbesserte Protokolle des Klonvorgangs und vertiefte
Kenntnisse der epigenetischen Reprogrammierung ist das Auftreten von LOS in den letzten
Jahren stark zuriickgegangen. Die nach dem Klonen beobachteten Entwicklungsstdrungen
werden mit Fehlern in der epigenetischen Reprogrammierung in Verbindung gebracht (NIE-
MANN et al. 2008). Beim somatischen Klonen kommt es zur groftmoglichen epigenetischen
Reprogrammierung, indem das Expressionsprofil der differenzierten Zelle komplett geloscht
wird und das neue embryonalspezifische Expressionsprofil etabliert werden muss, um eine
ungestorte embryonale und fetale Entwicklung sicherzustellen (NIEMANN et al. 2008). Dies
beinhaltet die Abschaltung von ~8000—10000 gewebespezifischen Genen in der somatischen
Zelle und den Beginn des embryonalspezifischen Programms der Genexpression mit mehr als
10000-12000 Genen (KUEs et al. 2008a).

Die Embryonalentwicklung beim Rind wird vielfach als Modell fiir die humane Embry-
onalentwicklung, insbesondere im Zusammenhang mit den zunehmend eingesetzten ARTSs
verwendet. Die ARTs (In-vitro-Fertilisation, Intracytoplasmatische Spermieninjektion, ICSI,
etc.) werden angewendet, um Patienten mit Fertilitdtsstorungen zu einem Kind zu verhelfen.
Es wird geschitzt, dass bereits ~5—10 % der Kinder in den Industrielindern durch ARTs ge-
boren werden. Ein mogliches erhohtes Risiko von Defekten bei Kindern aus ARTs wurde
lange Zeit kontrovers diskutiert. Jedoch liegen inzwischen gesicherte Beobachtungen vor,
die fiir ein erhohtes Risiko von Entwicklungsabnormalititen bei Kindern aus ART sprechen.
Nach ICSI wurde eine erhohte Frequenz im Auftreten des Imprinting-Defekts Angelmann-
Syndrom gegeniiber entsprechenden Kontrollen beobachtet. Nach Anwendung von In-vitro-
Fertilisation und ICSI war das Auftreten von Beckwith-Wiedemann-Syndrom, einem epige-
netisch bedingten Defekt mit Ahnlichkeiten zum LOS, von durchschnittlich 1-2 auf 4-5%
verdoppelt. Ferner wurde ein erhohtes Auftreten von Retinoblastoma festgestellt. Nach Uber-
tragung von IVF/ICSI-produzierten Embryonen traten dariiber hinaus hidufiger monozygote
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Zwillinge auf, die wiederum ein vermindertes Geburtsgewicht aufwiesen. Eine umfassende
Analyse der vorliegenden Daten hat ergeben, dass zwei Drittel der publizierten Studien ein
um etwa 25 % erhohtes Risiko fiir Geburtsfehler nach ART zeigen (HANSEN et al. 2005). In
einer Metaanalyse wurde ein statistisch gesichertes erhohtes Risiko von 30—40 % fiir epi-
genetische Defekte in Zusammenhang mit ART nachgewiesen (HANSEN et al. 2005). Bei
Kindern aus ART mit Beckwith-Wiedemann-Syndrom wurde der Verlust der Methylierung
an einer ICR festgestellt (L et al. 2009). Zudem ist nachgewiesen worden, dass sich das
Kulturmedium, in dem in vitro fertilisierte Embryonen fiir einige Tage kultiviert werden, auf
das Geburtsgewicht der Neugeborenen auswirken kann (DUMOULIN et al. 2010). Diese Be-
funde sprechen eindeutig fiir epigenetische Effekte wihrend der Entwicklung, bedingt durch
die extrakorporale In-vitro-Phase.

Da grundlegende Studien an Humanembryonen auf Grund ethischer Erwédgungen und
gesetzlicher Begrenzungen nur in sehr geringem Umfang moglich sind, wird das Rindermo-
dell zunehmend zur Aufklidrung epigenetischer Storungen herangezogen (WRENZYCKI et al.
2005a). Bovine Embryonen sind aus einer Reihe von Griinden besonders als Modell fiir das
Studium der humanen Embryonalentwicklung geeignet. Rind und Mensch sind unipar, beide
haben eine Tragezeit von 9 Monaten. Rinderembryonen weisen eine gleichlange Praimplan-
tationsphase wie humane Embryonen auf, das bovine embryonale Genom wird zum gleichen
Zeitpunkt wie im humanen Embryo aktiviert, die Verteilung der mikrotubuldren Elemente
ist ebenso wie die metabolische Aktivitit und die Interaktionen mit dem Kulturmedium bei
Rinderembryonen und humanen Embryonen sehr dhnlich. In all diesen Punkten unterscheidet
sich das bisherige Modell, die Mausentwicklung, deutlich von der humanen Entwicklung.
Beim Rinderembryo kénnen zudem in vivo erzeugte Embryonen als ,,physiologischer Stan-
dard* herangezogen werden, was beim Menschen aus den erwéhnten ethischen Aspekten und
aufgrund der gesetzlichen Rahmenbedingungen in den meisten Landern nicht moglich ist.
Ebenso konnen beim Rind Studien zur epigenetischen Reprogrammierung nach somatischem
Kerntransfer durchgefiihrt werden, was im Humanbereich bisher nur in Ansédtzen mit der
Zielsetzung therapeutisches Klonen erfolgt ist. Von Vorteil ist ferner, dass das Rindergenom
vor kurzem vollstindig sequenziert und annotiert worden ist (The Bovine Sequencing Con-
sortium 2009).

7. DNA-Methylierung in bovinen Embryonen unterschiedlicher Herkunft

Wir haben in einer kiirzlich publizierten Studie Verdnderungen in der DNA-Methylierung
im Zusammenhang mit der Anwendung assistierter Reproduktionstechniken, insbesondere
nach somatischem Kerntransfer, bei Rinderembryonen untersucht (NIEMANN et al. 2010).
Fiir diese Studie wurden 25 entwicklungsrelevante Gene, lokalisiert auf 15 verschiedenen
Chromosomen, ausgewihlt, die tieferen Einblick in die Regulation der friihen Embryonal-
entwicklung geben (Tab. 1). Insgesamt haben wir dazu eine Gruppe von 41 Amplikons, die
1079 CpG-Stellen beinhalteten, mit Hilfe der Bisulfitsequenzierung auf Anderungen im
DNA-Methylierungsmuster untersucht. Die Methylierungsanalyse wurde an DNA aus Pools
von jeweils 80 Blastozysten durchgefiihrt, die entweder in vivo gewonnen, d. h. aus den Ute-
rushornern superovulierter Spenderkiihe ausgespiilt, oder durch In-vitro-Produktion erstellt
(In-vitro-Reifung, -Fertilisation, -Kultur) oder durch somatischen Kerntransfer mit weibli-
chen oder ménnlichen Fibroblasten erzeugt worden waren. Die einzelnen Gene waren dabei
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durch eine unterschiedliche Anzahl (~10—40) an CpG-Stellen représentiert. Die embryona-
len DNA-Methylierungsmuster wurden mit denen der somatischen Komponenten, Blutzellen
sowie minnlichen und weiblichen Fibroblasten, aus denen die Embryonen geklont wurden,
verglichen.

Tab. 1 Ausgewihlte Gene fiir DNA-Methylierungsanalysen bei bovinen Embryonen

Funktion

Gene

Gap Junctions
DNA-Methylierung
Translation
Glucose-Transporter
Wachstumsfaktoren
Differenzierung
Pluripotenz
Telomeren-Regulation
Trophoblast-Funktion
Imprinting

Maternale Expression

Cx43 (Connexin 43)
DNMAP 1, DNMT 3a, 3b
EIF2-AK3, ARFGEF 2
Glut-3, -8

IGFII, IGFIIr

LIF, LIFr, NNAT

Oct4, Nanog

Telomerase, Reverse Transkriptase
Interferon tau 1, Mash 2
PEG-3, -10, -11

ZAR 1, MATER

Nach Kerntransfer wurde eine massive epigenetische Reprogrammierung gefunden, die als
erheblich reduzierte Methylierung in den Embryonen erkennbar war (Abb. 1). Es wurde fer-
ner festgestellt, dass nicht alle Gene und Amplikons gleich empfindlich auf den Klonvorgang
reagierten. Bei einer Reihe von Amplikons blieb das Methylierungsmuster nach somatischem
Kerntransfer unveridndert. Durch eine weitergehende Analyse von 28 besonders informati-
ven Amplikons (sogenannten Hotspot Loci), die 523 individuelle CpG-Stellen reprisentie-
ren, wurden Amplikons mit Methylierungsmustern identifiziert, die charakteristisch fiir eine
bestimmte Kategorie von Embryonen waren. Diese konnten deshalb metastabile Epiallele
reprasentieren. Bei einer Gruppe von Amplikons wurde gefunden, dass der Hauptunterschied
in der DNA-Methylierung zwischen den differenzierten somatischen Zellen und der embryo-
nalen DNA bestand. Diese Gruppe umfasste Amplikons der Gene IGF2R, ARGEF2, GLUS,
NANOG, OCT4 und PEG3 sowie Telomerase. Eine zweite Gruppe beinhaltete Amplikons
mit gleichen DNA-Methylierungsmustern bei in vitro produzierten und geklonten Blasto-
zysten, die aber unterschiedlich zu allen anderen Proben waren. Diese Gruppe beinhaltete
Amplikons der Gene DNMT-3b, DMAP, NNAT, PEG11 und SUV39HI1. Als drittes wurde
eine Gruppe von Amplikons gefunden, die typisch fiir in vitro produzierte Embryonen wa-
ren (DMAPI, LIF, PEG11 und SUV39H]1). Die letzte Gruppe an Methylierungsprofilen war
spezifisch fiir geklonte Embryonen und beinhaltete Amplikons der Gene ARGEF, DNMT3B,
GLUS, LIFR, NANOG, PEG11 und SUV39H1.

Eine Analyse der mRNA-Expression mit Hilfe quantitativer Real-Time-Polymeraseket-
tenreaktion (PCR) fiir 8 ausgewihlte Gene aus den gleichen Embryonen, deren DNA fiir die
Methylierungsanalyse herangezogen worden war, ergab keine direkte Korrelation mit dem
jeweiligen DNA-Methylierungsmuster, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren war, dass
die untersuchten CpGs/Amplikons sich nicht in Regulationselementen befinden. Mit dieser
Studie wurde erstmals die weitgehende Demethylierung der DNA differenzierter somatischer
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Abb. 1 Unterschiede in der Methylierung von 21 ausgewéhlten entwicklungsrelevanten Genen. Die DNA wurde aus
peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs), weiblichen oder ménnlichen Fibroblasten, und bovinen Embryonen
aus In-vivo- oder In-vitro-Produktion sowie bei geklonten Embryonen gewonnen. Die einzelnen Gene sind durch
rote Linien voneinander getrennt, und jede Reihe zeigt den Methylierungsstatus fiir einzelne CpG-Gene, die durch 2
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Zellen nach somatischem Klonen nachgewiesen. Dariiber hinaus wurden durch die Ergeb-
nisse dieser Studie erstmals spezifische CpGs/Amplikons identifiziert, die zur Beurteilung
der Blastozystenqualitit herangezogen werden konnen und Aussagen zum Reprogrammie-
rungszustand nach somatischem Klonen machen konnen. Sie konnen ferner zur Lokalisie-
rung epigenetischer Kontrollregionen innerhalb von individuellen Genen und zum Studium
von Zelldifferenzierung und Pluripotenz dienen (NIEMANN et al. 2010).

8. Reprogrammierung im DMR des IGF2-Gens in bovinen Blastozysten

Das IGF2-Gen (Insulin-like growth factor 2) kodiert fiir einen Wachstumsfaktor, der fiir eine
reguldre embryonale und fetale Entwicklung von essentieller Bedeutung ist. Wir hatten in
einer vorangegangenen Studie im letzten Exon des IGF2-Gens eine Differentiated Methylated
Region (DMR) identifiziert (GEBERT et al. 2006). Diese DMR war im paternalen Allel methy-
liert, d. h., sie wurde vom maternalen Allel exprimiert. Mit Hilfe der Bisulfitsequenzierung
haben wir eine Analyse des Methylierungsmusters in dieser DMR in bovinen Blastozysten
aus verschiedenen Produktionssystemen vorgenommen (GEBERT et al. 2009). Diese Analyse
ergab, dass die DMR in Zygoten zu 30 % methyliert war. Der Methylierungsgrad ging bis auf
5 % im 4-Zellstadium zuriick und stieg dann bis zum Blastozystenstadium auf 10 % wieder an,
wobei zwischen in vivo und in vitro produzierten Blastozysten keine Unterschiede bestanden.
In dieser Studie wurde dariiber hinaus das Geschlecht der Embryonen durch Y-Chromosom-
spezifische PCR ermittelt. Bei in vivo produzierten Embryonen war die DNA-Methylierung
in weiblichen Blastozysten signifikant niedriger als in médnnlichen Blastozysten; dieser Ge-
schlechtsdimorphismus blieb auch in geklonten Embryonen erhalten (Abb. 2). Bei geklonten
weiblichen Blastozysten war diese DMR zu 12 % methyliert, bei médnnlichen Embryonen zu
30%. Im Gegensatz dazu war der Methylierungsgrad bei weiblichen und ménnlichen Spen-
derzellen nicht unterschiedlich und lag bei 80 %. Weitere Kontrollen, wie parthenogenetische
und androgenetische Blastozysten, zeigten einen niedrigen bzw. hohen Methylierungsgrad,
entsprechend dem Vorliegen ausschlieBlich maternaler bzw. paternaler DNA.

Diese Ergebnisse zeigen, dass an dieser kritischen und sensitiven DMR die epigenetische
Reprogrammierung in geschlechtsspezifischer Weise auch nach somatischem Klonen statt-
fand, was fiir einen intakten Reprogrammierungsmechanismus spricht. Die Ergebnisse zeigen
ferner, dass die Methylierungsmuster von der Herkunft der Embryonen abhéngig sind und
damit die Methylierung ein wichtiges diagnostisches Hilfsmittel zur Ermittlung der Embryo-
nenqualitit vor dem Transfer sein kann (GEBERT et al. 2009).

Amplikons représentiert sind, sie sind durch eine graue Linie getrennt. Der Methylierungsgrad der einzelnen CpGs
ist farbig gekennzeichnet: Gelb (niedrige Methylierung), griin (mittlerer Methylierungsgrad), blau (hoher Methylie-
rungsgrad), weill (keine Methylierungsdaten). Die DNA in differenzierten somatischen Zellen ist starker methyliert
(blau), wihrend die DNA in embryonalen Zellen deutlich geringer methyliert ist (gelb). Die Sdulen unter A zeigen
einen Vergleich zwischen PBMCs und in vivo gewonnenen Embryonen. Sdule B zeigt einen Vergleich zwischen
geklonten Blastozysten und den Fibroblasten, aus denen sie geklont wurden. Sdule C zeigt einen Vergleich zwischen
den drei Typen an Embryonen (in vivo, in vitro, somatisches Klonen).
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Abb. 2 Die im bovinen IGF2 gelegene DMR zeigt ein geschlechtsspezifisches Methylierungsmuster in ménnlichen
und weiblichen Blastozysten. Bei in vivo gewonnenen Blastozysten ist die Methylierung in weiblichen deutlich
geringer als in ménnlichen Blastozysten. Ein dhnliches Methylierungsmuster wird in geklonten Blastozysten beob-
achtet, was auf eine korrekte Reprogrammierung hinweist. Die priméren Daten aus der Bisulfitsequenzierung sind
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9. Schlussfolgerungen und zukiinftige Entwicklung

Das Methylierungsmuster am Cytosin der DNA ist ein prioritdrer Faktor in der epigene-
tischen Kontrolle eukaryotischer Organismen und hat bedeutende Implikationen fiir Ge-
sundheit und Ausbildung von Entwicklungsstérungen und Krankheiten. Die Aufkldrung
der DNA-Methylierungsprofile im gesamten Genom ist wesentlich fiir das Verstdndnis der
physiologischen Bedeutung der Epigenetik in der embryonalen, fetalen und postnatalen
Phase. In den letzten Jahren hat es grof3e methodische Fortschritte in der Analyse der DNA-
Methylierung gegeben (BAKER 2010). Nachdem viele Jahre nur einzelne Gene, besonders
mit Hilfe der Bisulfitsequenzierung, in Bezug auf die DNA-Methylierung untersucht werden
konnten, stehen heute Verfahren zur genomweiten Analyse der DNA-Methylierung zur Ver-
fligung; damit kann das gesamte Epigenom dargestellt werden (LAIRD 2010). Ferner haben
verschiedene Grundlagenarbeiten nachgewiesen, dass neben den bekannten Regulations-
mechanismen, wie den DNMT-Enzymen, weitere regulative Mechanismen von Seiten der
small-RNAs (smRNAs), Proteinen mit Doménen, die an methylierte DNA binden kénnen,
sowie DNA-Glykolasen an der Ausbildung und Aufrechterhaltung des Epigenoms betei-
ligt sind. In dieser Hinsicht bestehen groBe Ahnlichkeiten zwischen Sdugerorganismen und
Pflanzen (LAw und JACOBSEN 2010).

Studien zur embryonalen Entwicklung bei Modellorganismen, wie Maus und Rind, im
Wesentlichen in Zusammenhang mit der Entwicklung der In-vitro-Produktion von Embry-
onen und dem somatischen Klonen sowie bei der Produktion von Humanembryonen in Zu-
sammenhang mit den ARTs haben ergeben, dass diese frithe Entwicklungsphase besonders
empfindlich auf Mingel in der Umwelt reagiert, was tiefgreifende epigenetische Verinde-
rungen zur Folge hat. Viele der heutigen Protokolle fiir ARTs bei Mensch und Tier konnen
daher mit massiven epigenetischen Aberrationen verbunden sein. Eine intensive interdiszi-
plindre Forschung zur Aufkldrung epigenetischer Mechanismen ist deshalb erforderlich, um
Entwicklungsabnormalitdten zu reduzieren oder vollstindig zu vermeiden. Die Priimplan-
tationsentwicklung beim Rind kann in diesen Forschungsarbeiten als Modell eine wichtige
Rolle spielen.

als Kreise gezeigt; offene Kreise reprasentieren nicht-methylierte CpGs, schwarze Kreise reprisentieren methylierte
CpGs. Horizontale Linien von Kreisen reprisentieren einen Klon, die Anzahl der Klone mit dem gleichen Methy-
lierungsprofil ist am rechten Ende der Linien angegeben. Die gleichen Daten sind im Sdulendiagramm nach statisti-
scher Analyse (ANOVA, Bonferroni-Test) unten dargestellt.
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Der Anteil der Menschen, die {ibergewichtig bis fettleibig sind, ist heute ebenso grof3 wie
der Anteil derjenigen, die an Hunger leiden — jeweils fast eine Milliarde! Die Beitrige
hinterfragen, welche Handlungsalternativen wir im Hinblick auf unsere individuelle und
globale Ernihrungssituation haben. Sie zeigen auf, was wir tun kénnen, um den globalen
Hunger zu bekdmpfen, und was wir tun miissen, um die individuelle Erndhrungssituation
in den Griff zu bekommen.

Zurzeit sehen wir mit der Umnutzung von Ackerboden fiir den Non-Food-Bereich Ent-
wicklungen, die die globale Nahrungsmittelverfiigbarkeit weiter verschirfen. Dazu wer-
den Fragen der Nahrungsmittelproduktion und -verteilung — bis hin zum Einsatz von Gen-
technik — behandelt, um eine ausreichende Versorgung der Weltbevolkerung zu erreichen.
Der Band diskutiert Ursachen und Folgen von Uber- und Mangelernihrung und hebt be-
sonders die gesundheitspolitische Relevanz der Erndhrungsfrage hervor.
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Erbfehler bei Nutztieren

Cord DROGEMULLER (Bern, Schweiz)
Mit 3 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

Die Struktur moderner Nutztierpopulationen offenbart immer wieder Ausbriiche vererbter Krankheiten, sogenannter
Erbfehler. Wenn bedeutende Zuchttiere als unbekannte Tréger einer rezessiv vererbten Mutation mit hoher Frequenz
eingesetzt werden, kann es wenige Generationen spiter zu einem massiven Auftreten eines Erbfehlers kommen. Nach
einem Ausbruch hat es in der Vergangenheit mehrere Jahre gebraucht, bis traditionelle Selektionsstrategien das Auf-
treten eines Erbfehlers begrenzt haben. Seit 20 Jahren werden DNA-Tests zur raschen und nachhaltigen Selektion
gegen Erbfehler entwickelt. Allerdings ist deren Verfiigbarkeit bei Rind, Schwein, Schaf und Ziege nach wie vor sehr
beschrinkt. Die Methoden der molekularen Analyse von Erbfehlern haben sich in dieser Zeit parallel zum jeweiligen
Stand der Genomanalyse entwickelt. Somit haben sich der Aufwand und die Zeitdauer vom Erkennen eines Erbfeh-
lerproblems bis zur Entwicklung eines Gentests insbesondere in den letzten zwei Jahren erheblich reduziert. Mehrere
Beispiele zeigen, dass rund 10 erkrankte Tiere gentigen, um die Kartierung der Mutation im Genom zu erreichen. Somit
kann heute in wenigen Wochen ein indirekter Markertest fiir die Tierzucht etabliert werden. Das Aufspiiren kausaler
Mutationen stellt jedoch nach wie vor eine Herausforderung dar. Die gezielte Anreicherung bestimmter Genomab-
schnitte in Kombination mit hochparallelen Genotypisierungsmethoden zeigt sich als sehr geeignet, wie das aktuelle
Beispiel zur erfolgreichen Analyse der vererbten Spinnengliedrigkeit beim Schweizer Braunvieh-Rind zeigt.

Abstract

Outbreaks of inherited diseases or genetic defects occur over and over again in modern livestock populations. If unknown
carriers of mutations inherited as recessives were used as important breeding animals, this may lead to a significant oc-
currence of a specific genetic defect some generations later. In the past, it took years to eradicate a recessive disease by
traditional selection programs. Over the past 20 years, some DNA tests have become available as efficient and sustainable
selection tools. However, the availability of gene tests for cattle, pig, sheep and goat breeders is still limited. Methods
used for the molecular analysis of genetic defects have been dramatically changed by the availability of genome wide
analysis. Therefore, the effort and time period from the recognition of a specific genetic defect until the release of gene
test has been significantly shortened, particularly during the last two years. Several examples have now shown that about
10 affected individuals are sufficient to find the position of a mutation on the genome map. Thus, today the establishment
of an indirect marker based test for animal breeders can be achieved within weeks. However, the identification of the
causative mutation still remains a challenge. A targeted enrichment of specific genome segments, in combination with
next generation sequencing technologies arises as very suitable. The recent elucidation of the mutation causing inherited
arachnomelia in Brown Swiss cattle is an example of the successful application of this approach.

1. Bedeutung von Erbfehlern bei Nutztieren

Bei landwirtschaftlichen Nutztieren sind angeborene Missbildungen und Krankheiten, die
sich zum Teil erst spiter im Leben manifestieren, in der Regel mit wirtschaftlichen Verlusten
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fiir den Tierhalter und Schmerzen und Leiden der betroffenen Tiere verbunden. Die mogli-
chen Ursachen sind vielfiltig und umfassen neben genetischen Faktoren auch Umweltfakto-
ren. Kongenitale Anomalien und Krankheiten, die nur in bestimmten Rassen bzw. familidr
gehduft auftreten, werden als Erbfehler oder genetische Defekte bezeichnet. Erbfehler sind
in der Regel nicht therapierbar und stellen somit ein Problem der Tiergesundheit dar. Die
Bekidmpfung von Erbfehlern ist daher eine primire Aufgabe der Tierzuchtwissenschaft. Tiere
mit Erbfehlern sind hdufig nicht lebensfihig oder zeigen eine deutlich verminderte Leistungs-
fahigkeit. Erbfehler beeintrachtigen daher einerseits die Produktivitit des Viehzuchtbetriebes
und andererseits den moglichen Zuchtfortschritt innerhalb einer Herde bzw. einer Population.
Auflerdem ist ein moglicher Imageschaden mit entsprechenden Konsequenzen auf den Zucht-
viehmarkt bei Auftreten eines Erbfehlers innerhalb einer Rasse, bzw. innerhalb bestimmter
Linien einer Rasse, nicht zu vernachldssigen. Schlie3lich widerspricht eine Missachtung von
Erbfehlern Tierschutzaspekten.

Erbfehler entstehen entweder durch natiirlich vorkommende, spontane oder umweltbe-
dingt induzierte Mutationen wihrend der Keimzellbildung. Die Auswirkung einer Mutation
auf die Nachkommen héngt bei monogen vererbten Merkmalen von deren Zusammenspiel
mit dem zweiten Allel am selben Genort bzw. bei Merkmalen, die von mehreren Genen be-
einflusst werden, von den Allelen an anderen Genorten ab. Durch weitere, hidufig ungeklirte
genetische bzw. nichtgenetische Faktoren kann die Ausprigung eines Erbfehlers variieren.
Diese sogenannte variable Expressivitit ist z. B. bei der vererbten Einhufigkeit (Syndaktylie)
der Holstein-Rinder beschrieben. Hierbei zeigen Kélber, die homozygot fiir eine rezessiv ver-
erbte Mutationen im LRP4-Gen sind, eine unterschiedliche Anzahl missgebildeter Gliedma-
Ben (DROGEMULLER et al. 2007). Des Weiteren konnen Erbfehler eine unvollstindige Pene-
tranz aufweisen, z. B. sodass Tiere, die von ihrem Genotyp her erkennbar an einem Erbfehler
leiden miissten, diesen nicht aufweisen.

Nach dem Auftreten eines Erbfehlers liefert die Analyse des Geschlechts und der Ver-
wandtschaftsbeziehungen der betroffenen Tiere Hinweise auf das mogliche Vererbungsmuster
eines Erbfehlers. Hierzu sind exakte Aufzeichnungen iiber das Auftreten von Missbildungen
notwendig, und die Missbildung sollte diagnostisch bestétigt und exakt abgegrenzt sein. Mit
Hilfe von Segregationsanalysen kann abgeschitzt werden, ob einzelne oder mehrere Gene fiir
die Auspriagung eines Erbfehlers verantwortlich zu machen sind. Die meisten bekannten Erb-
fehler bei Nutztieren folgen einem einfachen monogen autosomal rezessiven Erbgang nach
MENDEL (Abb. 1). Nachdem eine Mutation aufgetreten ist, kann es mehrere Generationen
dauern, bis zufillig Elterntiere, die diese Mutation heterozygot tragen, miteinander verpaart
werden. Das heif3t, ein rezessiv vererbter Erbfehler tritt nur dann auf, wenn ein Nachkomme
die Mutation sowohl von seinem Vater als auch von seiner Mutter vererbt bekommt und somit
homozygot fiir die Mutation ist. Tiere, die nur ein Allel der Mutation neben einer weiteren
unverdnderten Kopie besitzen, sind duferlich vollig normal und werden als Anlagetriger be-
zeichnet. Diese Anlagetrdger lassen sich nicht von erbgesunden Tieren unterscheiden und
werden erst mit dem Auftreten von betroffenen Nachkommen als solche erkannt. Solange
die Mutation unerkannt ist, geben sie das unerwiinschte Allel in der Population weiter und
konnen somit zu einer Steigerung der Frequenz der Erbfehlermutation beitragen. Mitunter
besteht zusitzlich ein Selektionsvorteil von Trigern bei Kopplung zu Mutationen mit Einfluss
auf erwiinschte Merkmale oder beim Vorliegen pleiotroper Effekte der Erbfehlermutation.
Ein Beispiel hierfiir ist die Zucht auf Fleischreichtum beim Schwein, die parallel zu einem
gehduften Auftretens des malignen Hyperthermie-Syndroms (Stressanfilligkeit) gefiihrt hat.
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Dieser Erbfehler wird durch eine rezessiv vererbte Mutation im RYRI-Gen verursacht (Fuii
et al. 1991), und die Selektion gegen diese Mutation ist auch nach fast 20 Jahren noch nicht
abgeschlossen.

Grindertier

o o o

v
I:‘ mannlich gesund
\ O weiblich gesund
mannlich erkrankt
Vi |

‘ weiblich erkrankt

vl ‘ i

Abb. 1 Stammbaum einer Familie mit einem monogen autosomal rezessiv vererbten Erbfehler. Inzuchtverpaarun-
gen haben zum Auftreten von Merkmalstrigern nach mehreren Generationen gefiihrt. Die erkrankten Tiere haben
einen gemeinsamen Vater und die Miitter sind iiber einen gemeinsamen Vorfahren jeweils mit dem Vater verwandt.
Dieser gemeinsame Ahne (Griindertier) stellt den wahrscheinlichen Ursprung fiir die mehrere Generationen rezessiv
vererbte Mutation dar.

Die Tierzucht hat in den letzten 100 Jahren beeindruckende Fortschritte erzielt. So stieg z. B.
die durchschnittliche jdhrliche Milchleistung von Kiihen in diesem Zeitraum von weniger
als 2000 kg auf heute mehr als 9000 kg. Nur durch diesen Zuchtfortschritt kann die welt-
weit steigende Nachfrage nach qualitativ hochwertigen tierischen Nahrungsmitteln gedeckt
werden. Der Erfolg der Rinderzucht beruht auf der konsequenten Selektion der jeweils leis-
tungsstirksten Tiere fiir die Zucht innerhalb einer Rasse. Dabei kann insbesondere auf der
viterlichen Seite sehr streng selektiert werden, da wenige Stiere geniigen, um mit Hilfe der
kiinstlichen Besamung sehr viele Nachkommen zu erzeugen. Auf der miitterlichen Seite ist
die Selektion weniger streng, da immer eine geniigend hohe Anzahl an Kiihen benotigt wird,
um die Kilber auszutragen. In der modernen Milchviehzucht wird heute international fast
ausschlieBlich die kiinstliche Besamung eingesetzt, und es ist nicht ungew6hnlich, wenn ein
besonders leistungsstarker Besamungsstier mehrere 10000 direkte lebende Nachkommen in
der ganzen Welt hat. Die Beschriankung auf wenige Besamungsstiere fiihrt zwangslaufig zu
einem Verlust an genetischer Vielfalt sowie einer Zunahme der Inzucht. Damit konnen sich
unerwiinschte Erbfehlermutationen im Genom extrem schnell in einer Population ausbreiten.
In einer Population, in der die Allelfrequenz fiir einen Erbfehler gering ist, kann ein Stier
sehr viele gesunde Nachkommen zeugen, bevor er als Anlagentriger enttarnt wird. Damit
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verbreitet er zunédchst den Erbfehler in der Population. Letztlich steigt damit das Risiko einer
zufilligen Verpaarung von Anlagetrdgern, die nach einigen Generationen zu einem gehduften
Auftreten eines Erbfehlers fiihren kann. Jiingste Beispiele fiir Ausbriiche von Erbfehlern beim
Rind sind die Spinnengliedrigkeit beim Deutschen Fleckvieh (Buitkamp et al. 2008) und die
vererbte Neuropathie (Demetz-Syndrom) beim Tiroler Grauvieh (SOLKNER et al. 2009).

2. Strategien zur Selektion gegen Erbfehler

Nach einem Ausbruch hat es in der Vergangenheit mehrere Jahre gebraucht, bis Zuchtaus-
schlussstrategien sowie aufwindige Nachkommenpriifungen das Auftreten eines Erbfehlers
begrenzt haben. Lange Zeit war die Durchfiihrung von Testanpaarungen die einzige Moglich-
keit zur Erkennung von Anlagentrigern. Die Moglichkeit ist in der Regel auf minnliche Tiere
beschrankt, z. B. werden Stiere als Testkandidaten an Kiihe angepaart, die schon einmal ein
von der Erbkrankheit betroffenes Kalb geboren haben (KONIG et al. 1987). Je mehr gesunde
Nachkommen fallen, desto grof3er ist die Wahrscheinlichkeit, dass der Stier anlagefrei ist.
Eine hinreichend sichere Priifung eines Testkandidaten erfordert zahlreiche Testanpaarun-
gen, je nach Frequenz der Erbfehlermutation. Ein Nachteil der Methode besteht darin, dass,
falls der Testkandidat wirklich Anlagentriger ist, auf rund die Hélfte der Nachkommen die
unerkannte Mutation weitergeben wird. Somit kann diese Maflnahme zur Erkennung von
Erbfehlern gleichzeitig zu deren Ausbreitung fiihren.

Seit dem Beginn der Genomanalyse bei Nutztieren vor rund 20 Jahren besteht fiir eine
Reihe von Erbfehlern die Moglichkeit, DNA-basierte Testverfahren fiir die Selektion ein-
zusetzen. Der wesentliche Vorteil ist eine friihzeitig im Leben der Tiere mogliche Erken-
nung von Anlagetrigern. Je nach Stand der molekularen Analyse eines Erbfehlers kommen
indirekte Markertests oder Gentests, die die ursdchliche Mutation direkt nachweisen, zum
Einsatz. Bei der indirekten Gendiagnose erfolgt eine Berechnung der Genotypenwahrschein-
lichkeiten anhand von Abstammungsinformationen und Informationen gekoppelter Marker.
Dabei ist das fiir den Erbfehler verantwortliche Gen nicht bekannt, aber einem bestimmten
Chromosomenabschnitt zugeordnet. Im Gegensatz zum direkten Gentest sind hierbei nicht
nur Proben des Individuums, sondern auch solche moglichst eng verwandter Tiere mehrerer
Generationen notig, um die Kopplungsphase, die die Erbfehlermutation mit den Markeralle-
len einnimmt, innerhalb der jeweiligen Familie herleiten zu konnen. Neben der Lokalisati-
on des unbekannten Gens und der zur Berechnung verwendeten Marker miissen die Marker
moglichst polymorph und im Idealfall flankierend positioniert sein. Hiufig werden hierzu
Mirkosatelliten-Marker eingesetzt, die hochvariable, repetitive DNA-Sequenzmotive darstel-
len und deren Genotypisierung im Labor einen relativ hohen Aufwand erfordert. Der Einsatz
eines indirekten Markertests ist nach der Kartierung einer Erbfehlermutation im Genom mog-
lich. In Abbildung 2 ist das Prinzip eines indirekten Markertests am Beispiel der vererbten
Spinnengliedrigkeit (Arachnomelie) beim Schweizer Braunvieh dargestellt. Bei diesem Erb-
fehler wurde nach der Kartierung der Arachnomelie auf dem Rinderchromosom 5 und vor der
Identifikation der kausalen Mutation (siehe unten) ein Markertest fiir die Selektion innerhalb
von Familien etabliert (DROGEMULLER et al. 2009). Sobald das Gen und die verantwortliche
Mutation fiir einen Erbfehler identifiziert sind, kann der Nachweis dieser Variation als direk-
ter Gentests zur Selektion eingesetzt werden. Nunmehr kann jedes Tier direkt genotypisiert
werden, es sind keine Proben weiterer Tiere notwendig. Der aktuelle Wissenstand iiber ge-
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netische Merkmale und Erbfehler bei Nutztieren sowie der jeweilige Stand der molekularen
Analyse sind in der Online-Datenbank OMIA ,,Online Mendelian Inheritance in Animals*
ersichtlich (http://omia.angis.org.au/). Hier werden zurzeit z. B. fiir das Rind insgesamt 380
Merkmale angegeben, 81 davon als monogene Merkmale. Von 51 dieser Merkmale wurde
bereits die ursichliche Mutation auf DNA-Ebene identifiziert (Tab. 1).

X5 ey N
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Abb. 2 Vererbung einer rezessiven Erbkrankheit und Prinzip des indirekten Gentests am Beispiel der Spinnenglied-
rigkeit (Arachnomelie, A) beim Schweizer Braunvieh. Die normale Kopie (Allel) des urséchlichen Gens wird mit A
bezeichnet, die durch die schiddliche Mutation verénderte Kopie wird mit a bezeichnet. Der sogenannte Genotyp be-
schreibt die genetische Ausstattung eines Tieres, hierfiir werden die beiden Allele angegeben. Tiere mit dem Genotyp
AA sind erbgesund, also frei von der Mutation, Tiere mit dem Genotyp Aa sind Anlagetriger, aber selbst duBerlich
gesund, und Tiere mit dem Genotyp aa sind sogenannte Merkmalstridger, welche im Falle der Arachnomelie beim
Schweizer Braunvieh tot zur Welt kommen.

(A) Bei der Anpaarung eines Anlagetrdgers mit einer erbgesunden Kuh entstehen bei den Nachkommen 50 %
Anlagetrdger und 50 % erbgesunde Tiere. Alle diese Tiere sind duBerlich vollig gesund und konnen aufgrund ihres
eigenen Erscheinungsbildes nicht unterschieden werden.

(B) Bei der Anpaarung von zwei Anlagetrigern werden 25 % erbgesunde Tiere, 50 % Anlagetriger und 25 %
totgeborene Kilber geboren. Unterhalb der Tiere sind schematisch das viterliche und miitterliche Rinderchromo-
som 5 als vertikale Striche dargestellt. Die Mutation fiir die Arachnomelie ist durch einen horizontalen roten Strich
dargestellt. Beim indirekten Gentest wird nicht die Mutation selbst, sondern der rot markierte benachbarte Chromo-
somenabschnitt nachgewiesen. Wenn ein Anlagetriger das ,,schwarze* Chromosom ohne die Mutation an seinen
Nachkommen weitergibt, dann ist der Nachkomme frei von der Mutation und kann ohne weiteres fiir die Zucht
eingesetzt werden.
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Tab. 1 Genetische Merkmale und Erbfehler bei Nutztieren (Quelle: Online Mendelian Inheritance in Animals
[OMIA], http://omia.angis.org.au/, Stand 10 April 2010).

Spezies Anzahl genetischer Merkmale Anzahl monogener Anzahl molekular
und Erbfehler Merkmale aufgekldrter Merkmale

Rind 380 182 51

Schaf 191 71 20

Ziege 71 10 7

Schwein 222 36 11

Huhn 179 72 24

Sobald eine DNA-Diagnostik fiir einen bestimmten Erbfehler moglich ist, kann ein gezieltes
Selektionsprogramm entwickelt werden. Die Reduzierung der Frequenz einer Erbfehlermu-
tation und somit der Erfolg eines solchen Programms héngt jedoch insbesondere davon ab, in
welchem Umfang die DNA-Diagnostik eingesetzt wird (THOMPSON et al. 2006). Den leichtes-
ten und zuverldssigsten Weg stellt die konsequente Genotypisierung aller Zuchttiere dar, was
jedoch aus finanziellen Griinden in der Regel nicht durchfiihrbar ist. In der Praxis beschrinkt
sich die Selektion gegen Erbfehler daher im Wesentlichen auf die ménnlichen Zuchttiere.
Eine Analyse zur Entwicklung der Allelfrequenzen bei Holstein-Rindern nach mehreren Jah-
ren der Gentest-basierten Selektion gegen zwei monogen rezessiv vererbte Erbkrankheiten
(Bovine Leukozyten-Adhisions-Defizienz [BLAD] und Complex Vertebral Malformation
[CVM]) zeigt, dass die Frequenzen jeweils innerhalb von 5 Jahren von rund 10 % auf unter
1% gesunken sind (ScHUTZ et al. 2008). Allerdings zeigt diese Studie ebenfalls, dass eine
theoretisch mogliche Eliminierung einer Erbfehlermutation innerhalb einer Population auch
bei Vorhandensein eines direkten Gentests nicht vollstindig gelingt. Einerseits werden nicht
alle Zuchttiere getestet, und andererseits werden diagnostizierte Anlagetriger nicht generell
von der Zucht ausgeschlossen. Ein Gentest bietet ndmlich auch die Moglichkeit, ziichterisch
besonders wertvolle Anlagetriger kontrolliert einzusetzen, indem eine konsequente Selektion
gegen die Triger der Erbfehlermutation erst unter den direkten Nachkommen erfolgt. Somit
dienen Gentests auch der gezielten Erhaltung genetischer Vielfalt innerhalb von Populatio-
nen.

3. Strategien zur molekularen Analyse von Erbfehlern

Die erste Voraussetzung fiir die molekulare Analyse eines Erbfehlers bei Nutztieren ist die
Erfassung im Feld. Die sorgfiltige Diagnostik (Phénotypisierung) ist Grundlage fiir die Ab-
schitzung der Haufigkeit des Auftretens und entscheidend fiir die Beurteilung der Frage, ob
es sich um ein vererbtes und somit genetisches Problem handelt oder nicht. Fiir eine moleku-
largenetische Analyse muss DNA-haltiges Material (z. B. Blut, Gewebe, Haarwurzeln, Sper-
ma) betroffener Tiere bzw. Familien gesammelt werden. Nach diesen Vorarbeiten erfolgen die
weiteren Schritte im Labor (Abb. 3). Unterschiedliche Strategien bieten sich in Abhingigkeit
von Erbgang, Krankheitsbild und verfiigbarer Stichprobe an.

Zur Entwicklung eines gendiagnostischen Tests werden prinzipiell zwei Ansitze verfolgt.
Wenn man die Entstehung des Erbfehlers bzw. die Biologie des Merkmals gut charakteri-
siert hat, kann man Vermutungen dariiber anstellen, welches Gen betroffen sein kénnte und
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Abb. 3 Etappen der Gentestentwicklung

direkt so bei diesem Gen nach Verdnderungen suchen. In manchen Fillen ergibt auch die ver-
gleichende Betrachtung dhnlicher Phinotypen bei genetisch besser charakterisierten Spezies
(z. B. Mensch oder Maus) Hinweise auf potentiell verantwortliche Gene. Dieser sogenannte
Kandidatengenansatz wurde 1992 beim Rind zum ersten Mal erfolgreich zur Identifikati-
on der fiir die monogen rezessiv vererbte Immunschwiche BLAD verantwortlichen ITGB2-
Mutation eingesetzt (SHUSTER et al. 1992). Bis heute konnte dieser vergleichsweise effiziente
Ansatz wiederholt fiir die molekulare Aufkldarung von Erbfehlern bei Nutztieren erfolgreich
verwandt werden (DROGEMULLER et al. 2001). Mit der Entschliisselung des Genoms hat sich
die gezielte Analyse ausgewdihlter Gene mittlerweile stark erleichtert, da die bis vor kurzem
zwingend notwendigen und teilweise sehr aufwindigen Vorarbeiten zur Klonierung, Sequen-
zierung und Charakterisierung der einzelnen Kandidatengene entfallen. Ein aktuelles Beispiel
zur erfolgreichen Anwendung des Kandidatengenansatzes stellt die Aufkldrung der monogen
rezessiv vererbten Pseudomyotonie beim italienischen Chianina-Rind dar. Fiir diese belas-
tungsinduzierte Muskelkontraktion mit starker Ahnlichkeit zur vererbten Brody-Erkrankung
des Menschen und experimentellen Hinweisen auf einen Defekt der bei der menschlichen
Erkrankung defizienten sarkoplasmatischen Ca2*-Pumpe (SERCAI) konnte eine kausale
Punktmutation im bovinen ATP2A1-Gen, welches fiir SERCA1 kodiert, nachgewiesen wer-
den (DROGEMULLER et al. 2008).

Fiir den weitaus hiufigeren Fall, dass es keinerlei Hinweise auf das betroffene Gen gibt,
wird der Weg der sogenannten positionellen Klonierung gewihlt. Hierbei wird das unbekann-
te Gen nach Zuordnung der betroffenen Genomregion identifiziert. Bei dieser genomweiten
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Suche nach Chromosomenabschnitten mit Genen, die Erbfehler verursachende Mutationen
tragen, wurden in den 1990er Jahren Kopplungsanalysen mit den damals verfiigbaren gleich-
mifig tiber das Genom verteilten, hochvariablen Mikrosatelliten-Markern durchgefiihrt.
Hierzu werden DNA-Proben von Familien benétigt, in denen der Erbfehler auftritt. Es wird
tiberpriift, ob bestimmte Markerallele in aufeinanderfolgenden Generationen gemeinsam mit
dem Erbfehler vererbt werden. Ist ein Marker mit dem Erbfehler gekoppelt, so erben die be-
troffenen Nachkommen fast immer ein bestimmtes Markerallel. Je ndher der Marker auf dem
Chromosom in der Nihe des verantwortlichen Gens liegt, desto besser ldsst sich ein solcher
Marker fiir eine indirekte Gendiagnose einsetzen. Da innerhalb von Familien die Anzahl der
beobachteten Rekombinationen klein ist, geniigt hierfiir eine relativ niedrige Markerdichte,
um die Weitergabe von merkmalsassoziierten Chromosomenabschnitten innerhalb der Fami-
lien verfolgen zu konnen. Nach der Zuordnung einer bestimmten Chromosomenregion durch
die Kopplungsanalyse werden die dort befindlichen Gene als sogenannte positionelle Kandi-
datengene betrachtet und untersucht, um die fiir den Erbfehler verantwortliche Mutation zu
identifizieren. Das erste Erfolgsbeispiel fiir die molekulare Aufkliarung eines Erbfehlers bei
Nutztieren auf diese Weise stellt die Analyse des malignen Hyperthermie-Syndroms beim
Schwein dar (Fuisi et al. 1991). Dagegen ist z. B. fiir das monogen rezessiv vererbte Weaver-
Syndrom beim Braunvieh das betroffene Gen bis heute unbekannt, obwohl es bereits 1993 als
eines der ersten Erbfehler beim Rind durch Kopplungsanalyse im Genom kartiert worden ist
(GEORGEs et al. 1993).

Aktuell werden zur positionellen Klonierung vermehrt genomweite Assoziationskartie-
rungen eingesetzt. Hierbei benotigt man Kohorten von Merkmalstragern und Kontrolltieren.
Dieser Ansatz beruht auf der Annahme, dass alle erfassten Fille eines Erbfehlers durch eine
identische Mutation gemeinsamen Ursprungs verursacht sind. Im Laufe der Generationen hat
sich das Chromosom mit der Erbfehlermutation durch zahlreiche Rekombinationen verin-
dert. Daher wird bei den untersuchten Merkmalstrigern davon ausgegangen, dass sie nur in
unmittelbarer Nihe der kausalen Mutation, also dort wo auch in vielen Generationen keine
Rekombination stattgefunden hat, noch die Allelkombinationen (Haplotypen) des Griinder-
tiers aufweisen. Bei einem monogen autosomal rezessiven Merkmal ist davon auszugehen,
dass in der unmittelbaren Umgebung der kausalen Mutation alle Fille abstammungsidentisch
und somit homozygot fiir die Allele des urspriinglichen Chromosoms mit der Griindermuta-
tion sind. Beim Vergleich der Allel- bzw. Genotypfrequenzen an vielen genetischen Markern,
die iiber das ganze Genom verteilt sind, erwartet man fiir ein monogen vererbtes Merkmal,
dass es nur eine Region im Genom gibt, bei der sich die Allel- bzw. Genotypfrequenzen sig-
nifikant zwischen Fillen und Kontrollen unterscheiden. In dieser Region liegt dann mit hoher
Wabhrscheinlichkeit die kausale Mutation. Bei der genomweiten Assoziationskartierung wer-
den im Gegensatz zur familienbasierten Kopplungsanalyse viel mehr Rekombinationsereig-
nisse analysiert. Daher werden fiir eine genomweite Assoziationskartierung wesentlich mehr
Marker, in der Regel SNP-Marker (single nucleotide polymorphisms), typisiert. Dieser Weg
ermoglicht eine verfeinerte Kartierung im Gegensatz zu einer Kopplungsstudie und grenzt
somit die Anzahl positioneller Kandidatengene weiter ein.

Beim Rind wurden genomweite Assoziationskartierungen mit der Entschliisselung des
Rindergenoms ermoglicht (Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium 2009). Die
parallel durchgefiihrte Entwicklung von sogenannten SNP-Mikroarrays, mit denen an einer
DNA-Probe gleichzeitig 50000 SNP genotypisiert werden konnen, ist im Vergleich zur Dar-
stellung von Mikrosatelliten-Markern giinstig und sehr effizient (CHARLIER et al. 2008). Im
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Jahr 2008 sind die ersten erfolgreichen genomweiten Assoziationskartierungen fiir monogen
autosomal rezessive Merkmale beim Rind publiziert worden (CHARLIER et al. 2008). Fiir 3
der bearbeiteten 5 Erbfehler wurden anschlieBend die ursidchlichen Mutationen entdeckt und
jeweils ein direkter Gentest entwickelt. Fiir die beiden iibrigen Erbfehler konnen zumindest
die assoziierten SNP-Marker fiir eine indirekte Gendiagnose genutzt werden. Bemerkenswert
ist der im Vergleich zu friiheren Kopplungsstudien geringe Aufwand, z. B. geniigten fiir die
Kartierung der Mutation fiir die Fischschuppenkrankheit beim italienischen Chianina-Rind
die DNA-Proben von 3 Fillen und 9 Kontrollen (CHARLIER et al. 2008). Fiir die Kartierung
der Mutation fiir die vererbte Neuropathie (Demetz-Syndrom) beim Tiroler Grauvieh ge-
niigten 14 Fille, 15 Anlagetrdager und 8 Kontrollen (SOLKNER et al. 2009). Damit konnte
innerhalb weniger Wochen nach Beginn der Laboranalyse mit der markergestiitzten Selektion
gegen diesen Erbfehler begonnen werden.

Mit der Verfiigbarkeit eines SNP-Mikroarrays fiir das Schaf konnte im Jahr 2009 erstmals
eine genomweite Assoziationskartierung fiir einen Erbfehler beim Schaf durchgefiihrt wer-
den. Mit der Identifikation der fiir die monogen rezessiv vererbte Kleindugigkeit (Mikroph-
thalmie) beim Texelschaf kausalen PITX3-Mutation steht ein weiterer Gentest zur Bekdmp-
fung eines Erbfehlers beim Schaf zur Verfiigung (BECKER et al. 2010).

Der Schritt zur Aufkldarung kausaler Mutationen ist auch mit vereinfachter Kartierungs-
technik mitunter problematisch. Insbesondere wenn die Pathogenese des Erbfehlers unge-
klart ist oder die kartierte Genomregion umfangreich bzw. reich an Genen ist, erfordert die
Analyse positioneller Kandidatengene viel Aufwand. Die bisherigen PCR-basierten Ansiit-
ze zur vergleichenden Sequenzierung von erkrankten und gesunden Tieren haben Grenzen,
insbesondere wenn die Mutationen auferhalb der proteinkodierenden Abschnitte lokalisiert
oder falls strukturelle DNA-Variationen z. B. in Bereichen repetitiver DNA verantwortlich
sind. Die gezielte Mikroarray-basierte Anreicherung von umfangreichen, bis zu mehreren
Millionen Basenpaaren umfassenden genomischen Sequenzabschnitten und der anschlieen-
de Einsatz hochparalleler Genotypisierungsmethoden bietet eine aktuelle Moglichkeit zur
effizienten und umfassenden Re-Sequenzierung zuvor eingegrenzter Erbfehler-assoziierter
Chromosomenregionen. Die monogen rezessiv vererbte Spinnengliedrigkeit (Arachnomelie)
beim Schweizer Braunvieh-Rind konnte durch Kopplungsanalyse auf einem rund 7 Millio-
nen Basenpaare umfassenden Abschnitt auf dem Rinderchromosom 5 kartiert werden (DRO-
GEMULLER et al. 2009). Mangels vielversprechender funktioneller Kandidatengene und der
Vielzahl der annotierten Gene in diesem Segment wurde gezielt die gesamte zuvor kartierte
Region mittels Mikroarray bei zwei Tieren angereichert und anschlieend sequenziert. Die
vergleichende Analyse der identifizierten Sequenzpolymorphismen zwischen dem Kalb mit
Arachnomelie und einem gesunden Kontrolltier hat letztlich zur Identifikation einer 1bp-
Insertion im kodierenden Abschnitt des SUOX-Gens gefiihrt, die perfekt mit dem Auftreten
der Arachnomelie assoziiert ist (DROGEMULLER et al. 2010). Der Fakt, dass das sequenzierte
gesunde Kontrolltier ein ingeziichteter Anlagetriger ist, und die Tatsache, dass dieses Tier in
den rund 1000 proteinkodierenden Exons des gesamten Intervalls nur an einer einzigen Stelle
im SUOX-Gen heterozygot war, lieferten einen perfekten genetischen Beweis fiir die Kausa-
litdt dieser Mutation. Die identifizierte Insertionsmutation verschiebt den SUOX-Leserahmen,
was einen vorzeitigen Abbruch der Translation zur Folge hat. Somit ist dieser Erbfehler durch
eine Funktionsverlustmutation eines Gens verursacht, welches zuvor nicht im Zusammen-
hang mit der Knochenentwicklung bekannt war.
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4. Schlussfolgerungen

Praktisch kein Individuum ist frei von unerwiinschten Mutationen. Daher treten neben den in
der Literatur bei Nutztieren beschrieben genetischen Defekten immer wieder neue Erbfehler
zu Tage. Die intensive Selektion in den heutigen Zuchtpopulationen hat bei allen Rassen zu
Inzuchtpaarungen und zum vermehrten Auftreten von Erbfehlern gefiihrt. Fiir die Wahl der
Bekidmpfungsstrategie steht heute, neben traditionellen Selektionsstrategien, eine stetig zu-
nehmende Zahl an DNA-basierten Testverfahren zur Verfiigung.

In Kombination mit der vollzogenen bzw. laufenden Entschliisselung der Genome von na-
hezu allen relevanten Nutztierarten erlauben die derzeitigen Methoden der Molekulargenetik
eine sehr rasche Entwicklung von Gentests. Somit kann frithzeitig nach dem Auftreten eines
Erbfehlers eine zundchst markerbasierte, indirekte Selektion zur effizienten Bekdmpfung des
Erbfehlers durchgefiihrt werden. Das Aufspiiren kausaler Mutationen stellt dagegen weiter-
hin eine Herausforderung dar. Die Moglichkeit einer gezielten Anreicherung zuvor kartierter
Genomabschnitte in Kombination mit dem Einsatz hochparalleler Genotypisierungsmetho-
den bietet einen effizienten Ansatz zur Identifikation verantwortlicher Gene. Damit wird sich
die molekulare Analyse von Erbfehlern zugunsten der Tiere verdndern.
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Ein ,,Zeitsinn® oder ein Organ der ,,Zeitmessung™ im engeren Sinne sind bei Lebewesen
nicht bekannt, dennoch erméglichen die Sinnesorgane die Kontaktaufnahme nicht nur mit
dem Raum, sondern auch mit Zeit-vermittelnden Ereignissen. Mit der Etablierung der
Chronobiologie als einer medizinisch-biologischen Teildisziplin in der Mitte des 20. Jahr-
hunderts wurden in den zuriickliegenden fiinf Jahrzehnten jahrtausendealte Beobachtun-
gen und Kenntnisse einer wissenschaftlichen Analyse zugefiihrt. Theoretische Grundlagen
sowie klinische Implikationen der Chronobiologie stehen im Mittelpunkt des Bandes. Die
Erkenntnisse iiber biologische Rhythmen haben sich in zunehmendem Maf3e als praxisre-
levant erwiesen. Funktionelle Schiden durch hiufig wechselnde Schichtarbeit, Leistungs-
abfall durch Jetlag, mangelnde Effizienz durch im Tagesverlauf nicht zeitgerechte Appli-
kation von Zytostatika und zahlreiche weitere Beispiele erweisen die Chronobiologie als
unverzichtbaren Bestandteil medizinischer Wissenschaft. Im vorliegenden Band werden so
aktuelle Themen behandelt wie Morphologie und Mechanismen der Inneren Uhr, die Ge-
nerierung circadianer Rhythmen und die biologische Funktion saisonaler und circannualer
Rhythmen bei Mensch und Tier sowie Fragen, die fiir die Erforschung und Behandlung
von Diabeteserkrankungen (z. B. die Bedeutung von Uhrengenen fiir die Insulinsekretion
bzw. der Einfluss von Melatonin auf Sekretionsrhythmik und Signaltransduktionsprozesse
der pankreatischen B-Zelle) oder fiir die Analyse von molekularem Stress (Mechanismen
der protektiven Wirkung von Melatonin gegeniiber oxidativem Stress) neue Einsichten lie-
fern. Klinischen Aspekten der Chronobiologie widmen sich Beitrige zu Erkenntnissen aus
der Genetik der Rhythmusgene fiir Wachen und Schlaf sowie zur Diagnostik und Therapie
chronobiologischer Storungen im Alltag der Schlafmedizin.
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Zusammenfassung

Die Entschliisselung des Hundegenoms hat die molekulargenetische Aufklirung von Erbfehlern enorm beschleunigt,
und in den letzten Jahren wurden weit iiber hundert Gentests fiir diverse monogen vererbte Merkmale bei Hunden
publiziert. Auch in anderen Begleittierspezies wie z. B. Katzen wurden mehrere wichtige Erbfehler molekular auf-
gekldrt und eine genetische Diagnostik entwickelt. Die Geschwindigkeit dieser Forschungsarbeiten hingt jedoch
ganz entscheidend davon ab, welche Ressourcen fiir die jeweiligen Spezies zur Verfiigung stehen. Die Verfiigbarkeit
von moglichst vollstindigen und fehlerfreien Genomsequenzen sowie Genotypisierungstechnologien, mit denen
kostengiinstig mehrere zehntausend bis mehrere hunderttausend polymorphe Stellen im Genom untersucht werden
konnen, hat die typische Dauer der Kartierung einer Mutation von mehreren Jahren auf wenige Monate verkiirzt.
Fiir die Aufkldrung der kausalen Mutationen selbst gibt es dagegen noch kein Patentrezept. Wihrend Mutationen im
kodierenden Bereich bekannter Gene im Allgemeinen relativ schnell aufgespiirt werden, ist es nach wie vor duflerst
schwierig, diejenigen ursdchliche Mutationen zu identifizieren, die in nicht-charakterisierten Genen oder in nicht-
kodierenden Bereichen liegen.

Die rasante wissenschaftliche und technologische Entwicklung bei der genetischen Diagnostik stellt die poten-
tiellen Nutzer, also Tierbesitzer und praktische Tierdrzte, vor grofie Herausforderungen. Einerseits kommen fast
wochentlich neue Tests auf den Markt, andererseits liegt fiir die meisten dieser Tests keine umfassende Validierung
mit Angaben zu Sensitivitit und Spezifitit vor. Trotz dieser Einschrinkung kann festgehalten werden, dass die neuen
Moglichkeiten der genetischen Diagnostik eine deutliche Reduktion der Haufigkeit von Erbfehlern bei Begleittieren
bewirken.

Abstract

Deciphering the canine genome has greatly accelerated the investigation of hereditary defects in dogs. In the last
years, more than one hundred gene tests for diverse hereditary traits in dogs have been published. In other companion
animal species such as e.g. the cat, the first few mutations underlying important Mendelian diseases were reported
and genetic testing has been established. The rate of progress in this research field depends largely on the availability
of some key resources for a given species. A complete and accurate genome sequence together with high-throughput
genotyping assays that allow the analysis of tens of thousands to hundreds of thousands of markers has accelerated
the mapping of a mutation from several years down to a few months. The identification of the causative mutations
themselves is still challenging. Although mutations affecting the coding sequence of known genes are often quickly
found, it remains difficult to identify mutations in previously uncharacterized genes or non-coding regions.

The rapid scientific and technological developments in genetic testing create new challenges for the potential us-
ers, e.g. animal owners and veterinarians. On the one hand new tests are being announced almost every week. On
the other hand, for most of these tests no comprehensive validation including data on sensitivity and specificity is
available. In spite of the limitations the new diagnostic options of genetic testing have caused a marked reduction in
the frequency of genetic defects in companion animals.
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1. Genetische Forschung an Hunden

Der Hund weist die grofite phinotypische Vielfalt von allen Sdugetierarten auf. So wiegt
z. B. ein erwachsener Bernhardiner iiber 80 kg, wihrend ein Chihuahua nur etwa 2-3 kg
auf die Waage bringt. Ebenso weisen viele Hunderassen genetisch fixierte besondere Verhal-
tensweisen auf. Als Beispiel sei hier das unterschiedliche Temperament eines Border Col-
lies im Vergleich zu einem Golden Retriever genannt. Diese beiden Rassen verfiigen iiber
fundamental verschiedene Charaktereigenschaften, die von den Ziichtern durch sorgfiltige
Selektion iiber viele Generationen erzielt wurden. Diese enorme phinotypische Diversitit hat
dazu gefiihrt, dass sich Genetiker schon seit langem mit Rassehunden beschiftigen und der
Hund ein wichtiges Modelltier fiir die biomedizinische Grundlagenforschung geworden ist.
Bis vor etwa fiinf Jahren erfolgte die Identifizierung von Mutationen fiir erbliche Merkmale
bei Hunden praktisch ausschlielich iiber den Kandidatengenansatz. Der Hund war die erste
Haustierspezies fiir die SNP-Genoytpisierungs-Mikroarrays verfiigbar wurden (KARLSSON et
al. 2007). Dies fiihrte dazu, dass seit einigen Jahren neben dem Kandidatengenansatz auch
der positionelle Ansatz zur Aufkldrung kausaler Mutationen besonders beim Hund sehr er-
folgreich eingesetzt wird.

Ahnlich wie die Nutztierzucht findet auch die Zucht von Rassehunden in weitgehend
geschlossenen Populationen statt. Die Zucht innerhalb der Rassen ist durch ein gewisses Aus-
maf an Inzucht geprigt. Durch die Inzucht erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass seltene
rezessive Allele in einem Individuum zusammenzutreffen und z. B. als ziichterisch erwiinsch-
tes Merkmal oder aber eben auch als Erbfehler phinotypisch sichtbar werden. Von allen
Haustierspezies weist der Hund die giinstigsten Populationsstrukturen fiir die genetische For-
schung auf (PENNISI 2007, KARLSSON und LINDBLAD-ToH 2008). Bei Hunden gibt es heute
ca. 400 anerkannte Rassen, von denen die meisten in den letzten 200 Jahren (~100 Generatio-
nen) aus ganz wenigen Tieren gegriindet wurden (Abb. 1). Somit haben moderne Rassehunde
zwei enge genetische Flaschenhilse durchlaufen. Der erste dieser Flaschenhélse war vor etwa
10000-20000 Jahren bei der Domestikation des Haushundes. Damals wurden aus einer rela-
tiv grof3en Population an Wolfen nur ganz wenige Tiere selektiert, aus denen die Haushunde
hervorgingen, welche bis in die Neuzeit als eine mehr oder weniger einheitliche Population
geziichtet wurden. Der zweite genetische Flaschenhals kam dann etwa im 19. Jahrhundert als
die meisten der heutigen Hunderassen gegriindet wurden. Damals wurden wieder nur relativ
wenige Hunde ausgewihlt, die den Idealvorstellungen der Rasse nahe kamen, und aus diesen
wurden die heutigen Hunderassen geziichtet. Die Vorteile solcher isolierten Populationen fiir
die genetische Forschung sind seit langem bekannt und haben z. B. in der Humangenetik dazu
gefiihrt, dass viele bahnbrechende Entdeckungen in den isolierten Populationen Finnlands
oder Islands erzielt wurden (PELTONEN et al. 1999).

2. Genomweite Assoziationsstudien

Wie bereits oben ausgefiihrt, war der Hund die erste Haustierspezies, fiir die genomweite Asso-
ziationsstudien moglich wurden. Grundvoraussetzung dafiir war einerseits die Sequenzierung
des Hundegenoms und damit verbunden die Identifizierung von mehr als einer Million variabler
Stellen im Hundegenom, sogenannter Einzelbasenaustausche (engl. single nucleotide polymor-
phism, SNP; LINDBLAD-TOH et al. 2005). Die Entwicklung von kostengiinstigen Hochdurch-
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Abb. 1 Haplotypstrukturen in Hundepopulationen. Ein alter und ein junger genetischer Flaschenhals haben zu cha-
rakteristischen und fiir die Forschung duferst vorteilhaften Haplotypstrukturen gefiihrt. Hunde wurden vermutlich
mehrmals unabhingig voneinander vor ca. 10000 — 30000 Jahren aus Wolfen domestiziert. In den letzten zwei
Jahrhunderten wurden die modernen Hunderassen jeweils aus wenigen Tieren gegriindet. (A) Vor der Rassegriindung
wies die Hundepopulation relativ kurze Haplotypblocke auf, die aufgrund der zahlreichen Rekombinationsereignisse
seit der Rassegriindung entstanden sind. (B) Bei der Rassegriindung wurde nur eine kleine Auswahl der vorhandenen
Chromosomen selektiert. Da seit der Rassegriindung weniger als hundert Generationen verstrichen sind, besteht in-
nerhalb einer Rasse héufig ein ausgeprigtes Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium) auch zwischen weit
entfernten Markern, d.h., innerhalb einer Rasse beobachtet man lange Haplotypblocke. Somit kann man genomweite
Assoziationsstudien innerhalb einer Rasse mit relativ wenigen Markern erfolgreich durchfiihren. (C) Die kurzen
Haplotypblocke, die seit der Domestikation entstanden sind, werden bei rassetibergreifenden Analysen sichtbar.
Dies kann z. B. ausgenutzt werden, um Mutationen, die vor der Trennung der Rassen entstanden sind, sehr prizise zu
kartieren, wenn ein erbliches Merkmal in mehreren Rassen auftritt. (Modifiziert aus KARLSSON und LINDBLAD-TOH
2008; mit freundlicher Erlaubnis von Kerstin LINDBLAD-TOH)

satz-Genotypisierungsverfahren mit Hilfe von sogenannten SNP-Mikroarrays war der zweite
wichtige Schritt fiir die Realisierung genomweiter Assoziationsstudien (KARLSSON et al. 2007).

Bei einer genomweiten Assoziationsstudie werden Kohorten von moglichst unverwandten
Fillen und Kontrollen analysiert. Die zugrundeliegende Hypothese ist dabei, dass alle Fille
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die kausale genetische Variante von einem gemeinsamen Vorfahren erhalten haben. Da dieser
gemeinsame Vorfahre vor vielen Generationen gelebt haben kann, haben zahlreiche Rekom-
binationsereignisse dafiir gesorgt, dass bei den aktuell untersuchten Fillen die Chromosomen
in vielfiltiger Weise durchmischt wurden. Weil die Anzahl der Rekombinationsereignisse aber
trotzdem endlich ist, werden die Fille in der unmittelbaren Umgebung der kausalen Mutation
immer noch die Markerallele des urspriinglichen Chromosoms tragen, auf dem die kausale
Mutation passiert ist. Die Tiere der Kontrollkohorte werden dagegen im Bereich der kausa-
len Mutation alle in der Population vorkommenden Allele tragen. Es hat sich gezeigt, dass
innerhalb einer Hunderasse das Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilibrium,
LD) wesentlich weiter als in einer typischen menschlichen Population reicht, daher konnen
genomweite Assoziationsstudien mit wesentlich weniger Markern als beim Menschen durch-
gefiihrt werden. Genomweite Assoziationsstudien konnen in Hunden mit sehr kleinen Tier-
zahlen durchgefiihrt werden. Fiir monogen autosomal rezessive Merkmale werden dafiir etwa
10-12 Fille und ebenso viele Kontrollen benétigt. Fiir monogen autosomal dominante Merk-
male benotigt man jeweils etwa 20-30 Fille und Kontrollen. Vor Kurzem wurden die ersten
Mutationen fiir eine komplex vererbte Erkrankung mit 81 Fillen und 57 Kontrollen kartiert
(WILBE et al. 2010). Daher scheint es im Moment so, als konnten genomweite Assoziations-
studien fiir komplex vererbte Merkmale beim Hund mit 10—100-mal weniger Proben durch-
gefiihrt werden als vergleichbare menschliche Studien. In den folgenden Abschnitten sollen
zwei Studien zur Aufkldrung monogener Merkmale etwas detaillierter rekapituliert werden.

3. Haarlosigkeit bei Nackthunden

Nackthunde wie die Mexikanischen und Peruanischen Nackthunde oder die Chinesischen
Schopfhunde werden seit langem von Menschen geziichtet (Abb. 2). Eine Figur aus Mittel-
amerika, die zweifelsfrei einen Nackthund darstellt, wurde auf 1700 v. Chr. datiert. Aufgrund
ihres auffilligen Phinotyps klassifizierte Carl voN LINNE die Nackthunde zunichst sogar als
eigenstindige Art (LINNAEUS 1758).

Die Vererbung der Haarlosigkeit bei Nackthunden ist monogen autosomal kodominant.
Haarlose Hunde sind obligat heterozygot, wihrend das homozygote Vorliegen der ursich-
lichen Mutation zum Absterben des Embryos in der Triachtigkeit fiihrt (RoOBINSON 1985).
Nackthunde weisen eine abwesende oder spirliche Behaarung sowie Verdnderungen am Ge-
biss auf. Hiufig fehlen Zidhne im Gebiss von Nackthunden, und die vorhandenen Zédhne kon-
nen eine verdnderte Form aufweisen. Dieser Phidnotyp wurde auch als kanine ektodermale
Dysplasie (CED) bezeichnet, da die Entwicklung von verschiedenen ektodermalen Struktu-
ren (Haare, Zdhne) gestort ist. Ganz dhnliche Phénotypen findet man bei Menschen mit an-
hidrotischer ektodermaler Dysplasie. Bei den menschlichen Patienten wurden Mutationen in
drei verschiedenen Genen des sogenannten Ectodysplasin (EDA)-Signaltransduktionswegs als
Ursache identifiziert. Es zeigte sich jedoch bereits vor einigen Jahren, dass bei den Nackthun-
den keines dieser drei bekannten Kandidatengene mutiert ist (O’BRIEN et al. 2005, SANDER
et al. 2005). Daher wurde eine positionelle Strategie verfolgt, um die urséchliche Mutation zu
identifizieren. Durch eine Kopplungsanalyse mit Mikrosatellitenmarkern in einer experimen-
tellen Familie konnte die urséchliche Mutation fiir CED auf dem Chromosom 17 des Hundes
kartiert werden (O’BRIEN et al. 2005). Aufgrund der begrenzten Anzahl informativer Meiosen
innerhalb dieser experimentellen Familie konnte das kritische Intervall allerdings nur sehr
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Abb. 2 Nackthunde. (A) Die ,,haarlose* Variante des Chinesischen Schopfhunds weist hiufig eine spirliche Restbe-
haarung am Korper neben der Behaarung am Kopf und den distalen GliedmaBen auf. (B) Die behaarte Variante des
Chinesischen Schopfhunds wird als Powderpuff bezeichnet und weist eine vollig normale Behaarung auf. Nackt-
hunde sind obligat heterozygot fiir die urséchliche Mutation und kénnen behaarte Nachkommen haben. Das Vorhan-
densein der Mutation im homozygoten Zustand fiihrt zum Absterben und der Resorption des Embryos wihrend der
Trichtigkeit.

grob eingegrenzt werden. Erst mit Hilfe einer genomweiten Assoziationsstudie unter Verwen-
dung von 50000 Markern an 20 unverwandten haarlosen Chinesischen Schopfhunden und 20
behaarten Hunden dieser Rasse (,,Powderpuff*‘) wurde es moglich, die CED-Mutation relativ
prizise zu kartieren (DROGEMULLER et al. 2008). Die genomweite Assoziationsstudie lieferte
einen einzigen genomweit signifikant assoziierten SNP auf Chromosom 17. Anschlieend
wurde ein 2 Mb grofies Intervall um diesen assoziierten SNP in einer groleren Anzahl von
Hunden feinkartiert. Dazu wurden 111 polymorphe Marker in diesem Intervall an 142 Chi-
nesischen Schopfhunden, 45 Peruanischen Nackthunden und 8 Mexikanischen Nackthunden
typisiert. Der detaillierte Vergleich der rekonstruierten Haplotypen dieser Hunde zeigte, dass
alle Nackthunde genau eine Kopie eines identischen Haplotypsegments von 102 kb trugen.
In diesem Segment befand sich nur ein einziges proteinkodierendes Gen, welches Homologie
zu den sogenannten FOX-Genen aufwies, die fiir forkhead-Transkriptionsfaktoren kodieren.
Forkhead-Transkriptionsfaktoren stellen eine Proteinfamilie mit tiber 50 Mitgliedern dar,
die wichtige Signale in der Entwicklung verschiedener Gewebetypen und Organstrukturen
vermitteln. Das Gen in der CED-Region bei Nackthunden konnte als orthologes Gen zum
murinen Foxi3-Gen identifiziert werden, dessen Funktion zum Zeitpunkt der Untersuchun-
gen noch unbekannt war. Das menschliche FOXI3-Gen war damals aufgrund eines Sequen-
zierungsfehlers im humanen Genomprojekt nicht korrekt annotiert und ebenfalls noch nie
experimentell untersucht worden. Mit Hilfe von In-situ-Hybridisierungen an Miduseembryo-
nen konnte gezeigt werden, dass das murine Foxi3-Gen sehr spezifisch am 14. Tag der Ent-
wicklung bei der Bildung der Zahnanlagen und am 15. Tag bei der Entstehung der priméren
Haarfollikel exprimiert wird (DROGEMULLER et al. 2008). Somit schien das kanine FOXI3-
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Gen ein sehr aussichtsreicher Kandidat fiir den CED-Phénotyp bei Nackthunden zu sein, da
es sowohl positionell in der richtigen Genomregion lokalisiert als auch funktionell seine Be-
teiligung bei der Entwicklung ektodermaler Strukturen bestitigt war. Die Sequenzierung des
FOXI3-Gens zeigte, dass alle Nackthunde eine Duplikation von 7 Basenpaaren aufweisen,
welche zu einer Leserahmenverschiebung in der kodierenden Sequenz des FOX/3-Gens und
somit wahrscheinlich zu einem vollstindigen Funktionsverlust des kodierten Proteins fiihrt
(DROGEMULLER et al. 2008). Diese Duplikation fiihrt im heterozygoten Zustand vermutlich
aufgrund einer Haploinsuffizienz zur Haarlosigkeit bei Nackthunden und im homozygoten
Zustand zum volligen Ausfall des FOXI3-Proteins und damit zur embryonalen Letalitdt. Die-
se Studie an Hunden hat also erstmalig eine wichtige Rolle von FOXI3 in der Entwicklung
ektodermaler Strukturen aufgezeigt und dariiber hinaus dazu gefiihrt, dass das menschliche
Gen korrekt annotiert wurde. Zukiinftige Untersuchungen miissen zeigen, ob und wie FOXI3
mit den bekannten Proteinen des Ectodysplasin-Signaltransduktionswegs interagiert.

4. Osteogenesis imperfecta bei Hunden

Osteogenesis imperfecta (OI) oder auch Glasknochenkrankheit kommt bei Menschen, Hun-
den und anderen Haustierspezies vor. Diese Erkrankung wird durch eine fehlerhafte Struktur
des Kollagen Typ I verursacht, die sich vor allem in extrem briichigen Knochen und Ziahnen
manifestiert. Beim Menschen werden etwa 90 % der Fille durch Mutationen in den Genen
COLIAI und COLIA2 hervorgerufen, welche fiir die Untereinheiten des Kollagen Typ I ko-
dieren. In der Regel werden Mutationen in den Kollagen-Untereinheiten dominant vererbt. In
den letzten Jahren wurden bei einigen menschlichen OI-Patienten Mutationen in zwei weite-
ren Genen entdeckt, die eine Rolle bei der posttranslationalen Prozessierung der Prokollagene
spielen (MORELLO et al. 2006, CABRAL et al. 2007).

Beim Teckel wurde eine OI-Form beschrieben, die monogen autosomal rezessiv vererbt
wird (SEELIGER et al. 2003). Die Sequenzierung der COLIAI- und COLIA2-Gene erbrachte
keinen Hinweis auf pathologische Mutationen, und eine Kopplungsanalyse mit Mikrosatel-
liten in den jeweiligen Genomregionen zeigte, dass diese beiden Gene nicht fiir die OI beim
Teckel verantwortlich waren. Obwohl genomweite Assoziationsstudien beim Hund mit sehr
wenig Proben erfolgreich durchgefiihrt werden konnen, reichte in diesem Fall die Proben-
zahl nicht aus, denn es standen nur fiinf hochmolekulare DNA-Proben von erkrankten Te-
ckeln zur Verfiigung. Einige zusétzliche Proben konnten nicht fiir die SNP-Genotypisierung
auf dem Mikroarray verwendet werden, weil die DNA entweder stark degradiert war oder
weil zu wenig DNA fiir das Experiment zur Verfiigung stand. Da eine genomweite Assozia-
tionsstudie nicht durchgefiihrt werden konnte, wurden jeweils 50000 SNPs an fiinf betrof-
fenen Teckeln, fiinf Triagern (d. h. gesunden Eltern von betroffenen Hunden) und fiinf un-
verwandten gesunden Teckeln genotypisiert. Eine Homozygotie-Kartierung ergab, dass die
fiinf betroffenen Teckel alle homozygot die gleichen Markerallele tiber mehrere Millionen
Basenpaare auf Chromosom 21 trugen (DROGEMULLER et al. 2009). Der gemeinsame Ab-
schnitt, der bei allen fiinf Fillen homozygot war, erstreckte sich iiber 5,82 Mb. Daraus wurde
geschlossen, dass sich die kausale Mutation in diesem Abschnitt befinden musste. Die Ha-
plotypenanalyse der fiinf Tridgertiere erbrachte eine weitere Reduktion des kritischen Inter-
valls auf 4,74 Mb. In diesem Intervall befanden sich 98 Gene, unter denen das SERPINH I -
Gen sofort auffiel, weil SERPINH1, welches auch als Kollagen-bindendes Protein 1 bekannt

188 Nova Acta Leopoldina NF 773, Nr. 388, 183190 (2012)



Erbfehler bei Begleittieren

ist, eine Rolle bei der korrekten Reifung von Kollagenen spielt. Die Sequenzierung des
SERPINHI-Gens ergab dann auch folgerichtig, dass das SERPINH1 aller an OI erkrankten
Teckel homozygot einen Aminosidureaustausch in einem evolutionir konservierten Bereich
des Proteins aufwies. Eine Modellierung der Proteinstruktur lieferte Anhaltspunkte, dass
dieser Aminosdureaustausch zu einer lokalen Strukturverinderung an der Oberfliche des
SERPINHI1-Proteins fiihrt (DROGEMULLER et al. 2009). Somit konnte in den Teckeln erst-
mals gezeigt werden, dass Mutationen im SERPINH1-Gen zu OI fiihren kénnen. Inzwischen
wurde auch der erste menschliche OI-Patient mit einer SERPINH1-Mutation identifiziert
(CHRISTIANSEN et al. 2010), was die Bedeutung der genetischen Forschung in Begleittieren
fiir die Humanmedizin eindriicklich belegt.

5. Ausblick

Durch die enormen Fortschritte in der Genomanalyse ist die Aufkldrung von Erbfehlern bei
Hunden heute sehr viel einfacher geworden. Auch fiir die anderen Begleittierarten sind dhn-
liche Entwicklungen zu erwarten. Erbfehler bei Begleittieren konnen wichtige Erkenntnisse
fiir ahnliche menschliche Erkrankungen liefern, da die Identifizierung der zugrundeliegenden
Mutationen aufgrund der giinstigeren Populationsstrukturen bei Begleittieren effizienter als
bei vergleichbaren menschlichen Phinotypen durchgefiihrt werden kann. Nach der Aufkla-
rung eines Erbfehlers konnen entsprechende Gentests zur raschen Eliminierung des Defekts
aus den Zuchtpopulationen eingesetzt werden, wodurch eine nachhaltige Verbesserung der
Tiergesundheit erreicht wird.
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Resistenz und Suszeptibilitit gegen Krankheiten

Sven KONIG (Witzenhausen)

Mit 3 Abbildungen und 3 Tabellen

Zusammenfassung

Zur Zucht auf Krankheitsresistenz bzw. zur Zucht auf Gesundheitsmerkmale beim Milchrind sind fiir Infektions-
krankheiten als auch fiir funktionale Erkrankungen verschiedene erfolgversprechende Strategien moglich. Selek-
tionsexperimente in Skandinavien iiber einen Zeitraum von 30 Jahren fiir Zucht auf Mastitisresistenz als auch Zucht-
planungsrechnungen in der Deutschen Holstein-Population fiir die Zucht auf Widerstandfihigkeit gegen Laminitis
zeigen, dass eine direkte und konsequente Selektion auf das jeweilige Gesundheitsmerkmal auch fiir Merkmale
mit niedriger Heritabilitdt zum gewiinschten Erfolg auf phinotypischer Ebene fiihren kann. Die Suche nach Genen
oder QTL fiir Gesundheitsmerkmale muss in der retrospektiven Betrachtung als eher erniichternd bewertet werden.
Erfolgsversprechende Moglichkeiten fiir die Zucht auf Krankheitsresistenz ergeben sich durch die Kombination
von Phénotypen und genomischen Zuchtwerten. Hier konnte u. a. gezeigt werden, dass fiir ein Merkmal mit einer
Heritabilitdt von 0,10 und einer Genauigkeit des genomischen Zuchtwerts von 0,70 weiterhin 32 Tochterleistungen
erforderlich sind, um eine Genauigkeit des Bullenzuchtwerts von 0,80 zu realisieren. Strukturgleichungsmodelle zur
Abschitzung von Antagonismen zwischen Produktionsmerkmalen und Gesundheitsmerkmalen wurden im quantita-
tiv genetischen Kontext behandelt, bieten aber auch die Moglichkeit, neue Selektionsinstrumente wie Genexpressio-
nen oder Biomarker miteinander zu kombinieren. Erste Ansétze hierzu gibt es in der Humangenetik, und sie sollten
fiir eine erfolgreiche Zucht auf Gesundheitsmerkmale beim Nutztier evaluiert und entsprechend modifiziert werden.

Abstract

Breeding for disease resistance or improved animal health in farm animals is practicable both for infectious diseases
and functional diseases. Selection experiments in Scandinavia for a period of more than 30 years, and model cal-
culations regarding breeding for resistance against laminitis in the German Holstein population have shown that a
systematic, direct selection on health traits with low heritabilities can be successful even on the phenotypic scale. In
contrast, from a retrospective point of view it is apparent, that detection of genes or QTL for health traits was of mi-
nor success. Promising results for breeding for disease resistance can be obtained due to the combined consideration
of phenotypes and genomic breeding values. To give one example, it has been shown that for a desired accuracy of
0,80 for a bull’s breeding value, a heritability of 0,10, and an accuracy of the genomic breeding value of 0,70, at least
32 daughters have to be included in genetic evaluation. Structural equation models have been applied in a quantita-
tive genetic approach to infer antagonistic relationships between production and health traits. Such models also have
the potential to combine relatively new selection instruments like gene expressions or biomarkers. First attempts to
include these new selection instruments have been presented for health traits in human genetics, which also should
be evaluated and adapted for breeding for disease resistance in farm animals.

1. Einleitung

Suszeptibilitit ist die Empfinglichkeit oder Anfilligkeit eines Wirtes fiir einen bestimmten
Erreger. Resistenz ist der Gegenbegriff zur Suszeptibilitit. Im tierziichterischen Kontext fo-
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kussieren die Begriffe Suszeptibilitit und Resistenz auf den Aspekt der Tiergesundheit. Tier-
gesundheit ist gegenwirtig einer der wichtigsten Merkmalskomplexe in der Nutztierziichtung.
Dieser Einschitzung zugrunde liegen Aspekte des Tierschutzes, des Verbraucherschutzes und
der Okonomie (u. a. BisHOP et al. 2002). Tiergesundheit in allen Nutztierarten ist somit ein
immanentes Zuchtziel, dessen Verfolgung allerdings aus methodisch-ziichterischer Sicht kei-
neswegs trivial ist und fiir verschiedene Krankheiten verschiedene Strategien erfordert.

SIMIANER und KONIG (2002) kategorisierten Krankheiten beim Nutztier in (a.) Infektions-
krankheiten, (b.) in Anomalien und genetische Defekte und (c.) in funktionale Erkrankungen.
Bei der Klassifizierung der Krankheiten sind aber die Grenzen haufig flieBend. So wirkt z. B.
an der Entstehung der typischen Infektionskrankheit Mastitis beim Rind héufig eine funkti-
onale Uberbeanspruchung des Euters mit, die dann zu einer Lockerung des Zitzenschlie-
muskels fiihrt, welche das Eindringen der pathogenen Keime in das Euter erleichtert (LEF-
COURT 1982). Im Gegensatz zu einigen bedeutenden Anomalien und genetischen Defekten
(Erbkrankheiten), wo verantwortliche Anlagetriger friihzeitig mittels molekulargenetischer
Methoden diagnostiziert werden konnen (WIMMERS 2007), sind Infektionskrankheiten bzw.
funktionale Erkrankungen in der Regel multifaktoriell und polygen bedingt. Generell ist es
moglich, fiir die relevanten Krankheiten im Nutztierbereich eine genetische Komponente zu
schétzen. Die Heritabilitdten sind aber meist sehr niedrig, was zum einen auf den permanen-
ten Selektionsdruck, der gegen Krankheitsanfilligkeit wirkt, und zum anderen auf die Abhén-
gigkeit der Krankheitsauspriagung von der Umweltgestaltung, zuriickzufiihren ist. Dennoch
gibt es zahlreiche Beispiele im Nutztierbereich, wo basierend auf umfangreicher und sorg-
faltiger Dokumentation von Krankheit zuziiglich konsequenter Selektionsstrategien, d. h. der
Implementierung der jeweiligen Merkmale mit entsprechend hohem 6konomischem Gewicht
im Zuchtziel, deutliche Fortschritte in der Population realisiert werden konnten.

Der vorliegende Beitrag beschiftigt sich mit Infektionskrankheiten und funktionalen
Erkrankungen beim Milchrind, die im engen Kontext zu sehen sind. Infektionskrankheiten
werden durch biotische Erreger iibertragen. Das wohl bekannteste Beispiel im Milchrinder-
bereich ist die Mastitis, fiir die als Erreger Bakterien, Pilze und sogar Algen gefunden werden
(BARKEMA et al. 2009). Der derzeit am haufigsten vorkommende Mastitiserreger ist das Bak-
terium Staphylococcus aureus (u. a. REKSEN et al. 2006). Mastitis kann aber auch aufgrund
einer durch eine funktionale Uberbeanspruchung der Tiere bzw. als Ergebnis einer fiir die
geforderte Leistung unzureichenden Umweltgestaltung (z. B. Haltung, Fiitterung) resultieren
(u. a. SATO et al. 2008). Weitere funktionale Erkrankungen infolge einer Uberbeanspruchung,
insbesondere zu Laktationsbeginn, sind Stoffwechselentgleisungen wie Ketose oder Milchfie-
ber (GorF und HorsT 1997). Die Folgen unzureichender Umweltgestaltungen in Milchvieh-
stillen sind in einer Vielzahl von Studien als Ursache von Klauen- und Fundamentproblemen
mit einer letztendlich verkiirzten Linge des produktiven Lebens der Milchkuh nachgewiesen
worden (u. a. BUENGER et al. 2001).

Der vorliegende Beitrag konzentriert sich auf die Thematik ,Zucht auf Gesundheitsmerk-
male beim Milchrind® in ihrer ganzen Vielschichtigkeit. Ein in Skandinavien durchgefiihrtes
Selektionsexperiment beim Milchrind soll illustrieren, welcher Erfolg auf phénotypischer
Ebene bei konsequenter Selektion auf Krankheitsresistenz zu erwarten ist. Daran ankniipfend
werden eigene Untersuchungen zur Zucht auf Klauengesundheit und Zuchtplanungsrechun-
gen zur Widerstandsfihigkeit gegen Laminitis vorgestellt. Der zweite Teil dieser Studie be-
handelt die Nutzung und Implementierung molekulargenetischer Informationen zur Verbes-
serung von Gesundheitsmerkmalen in Milchrinderzuchtprogrammen. In den spiten 1980er
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und 1990er Jahren standen hierbei Untersuchungen zur Lokalisierung sogenannter QTL (=
Quantitative Trait Loci) im Fokus. Hochdurchsatztypisierungen mittels SOK SNP-Technolo-
gie erlauben heutzutage unter der Annahme des infinitesimalen Modells die Schitzung geno-
mischer Zuchtwerte (u. a. MEUWISSEN et al. 2001) und genombasierte Selektionsverfahren
(u. a. SCHAEFFER 20006). Zuchtplanungsrechnungen mittels Selektionsindextheorie sollen
hierbei praktische Fragestellungen zum Priifdesign fiir Bullenmiitter und zum Testdesign fiir
Jungbullen mit Fokus auf niedrig erbliche Gesundheitsmerkmale beantworten.

2. Zucht auf Gesundheitsmerkmale: quantitativ genetische Ansétze

2.1 Das Selektionsexperiment in Skandinavien

Die meisten skandinavischen Liander verfolgen traditionell eine konsequente Zucht auf Euter-
gesundheit in den jeweiligen Rinderpopulationen (HERINGSTAD et al. 2000). Dabei wird eine
systematische und qualitativ hochwertige Merkmalserfassung mit einer entsprechenden Ge-
wichtung der Eutergesundheit im Zuchtziel kombiniert. In Norwegen werden alle tierédrztlichen
Behandlungen auf sogenannten ,Gesundheitskarten seit 1975 tierindividuell erfasst und fiir die
nationale Zuchtwertschitzung zur Verfiigung gestellt. Aktuell sind ca. 98 % aller in der Milch-
leistungspriifung registrierten Kiihe Norwegens auch in der Gesundheitsdatenbank erfasst.
Schweden implementierte ein dhnliches System im Jahre 1982 (GROHN et al. 1986). Aufgrund
der groBten wirtschaftlichen Bedeutung konzentrierte sich eine Vielzahl von genetisch statisti-
schen Analysen auf das Merkmal klinische Mastitis. Die geschitzten Heritabilititen lagen aber
durchweg auf niedrigem Niveau, im Bereich von 0,02 bis 0,06, wenn lineare Modelle verwen-
det wurden (u. a. HERINGSTAD et al. 1997). Geringfiigig hohere Werte im Bereich von 0,06
bis 0,12 auf der zugrundeliegenden Anfilligkeitsskala wurden mittels Schwellenwertmethodik
realisiert (u. a. SIMIANER et al. 1991). Die sukzessiv wachsende Gesundheitsdatenbank ermog-
lichte in spéteren Jahren auch eine Schitzung genetischer Parameter fiir Merkmale mit niedri-
geren Krankheitsinzidenzen. HERINGSTAD et al. (2005) nutzen einen substanziellen Datenpool
von insgesamt 372 227 Kiihen in der ersten Laktation und Bayesian-Statistik zur Schitzung von
Varianzkomponenten fiir die Merkmale Milchfieber, Ketose und Nachgeburtsverhalten. Auch
hier lag der Anteil der additiv genetischen an der Gesamtvarianz unter 10 %.

Im Jahre 1978 wurde in Norwegen ein grofies Selektionsexperiment initiiert, um die Folgen
konsequenter Zuchtstrategien fiir Gesundheitsmerkmale auf phénotypischer Ebene quantifi-
zieren zu kénnen. Von 1978 bis 1989 wurden zwei Selektionsgruppen definiert: Selektion auf
hohe Milchmenge (Selektionsgruppe HMP) bzw. Selektion auf niedrige Milchmenge (Selek-
tionsgruppe LMP). In 1989 kamen zwei weitere Selektionsgruppen hinzu: Selektion auf hohe
Eiweilkilogramm (Selektionsgruppe HPY) und Selektion auf niedrige Krankheitsinzidenz fiir
klinische Mastitis (LCM). Hierzu wurden fiir Anpaarungen in den einzelnen Selektionsgruppen
die besten bzw. schlechtesten Bullen nach Zuchtwert im jeweiligen Merkmal verwendet. Die
finale Auswertung erfolgte im Jahre 2007 (HERINGSTAD et al. 2007). Trotz der niedrigen Herita-
bilitaten war mit der strengen Selektion auf ein Gesundheitsmerkmal (LCM) ein deutlicher phé-
notypischer Trend in die gewiinschte Richtung assoziiert. Kiihe in der LCM-Gruppe hatten auch
deutlich niedrigere Krankheitsinzidenzen fiir die Merkmale Ketose und Nachgeburtsverhalten,
verglichen mit Kiihen der Gruppen HPY oder HMP. Somit ist Zucht auf Krankheitsresistenz
moglich, sofern sie denn konsequent in ein Zuchtprogramm implementiert wird.
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2.2 Zucht auf Klauengesundheit in Deutschland

Ein funktionierendes System, von der Datenerfassung auf dem landwirtschaftlichen Be-
trieb bis zur Zuchtwertschitzung und Zuchtplanung, impliziert die Zusammenarbeit ver-
schiedenster Institutionen. Hierzu wurde am Géttinger Tierzuchtinstitut im Jahre 2004
unter Beteiligung der Klauenpflegergenossenschaft Sachsen mit Sitz in Lohmen, der LVA
Echem, der dsp Agrosoft GmbH Paretz, der DLG Frankfurt, der Universitit Gottingen
und nicht zuletzt der milchkuhhaltenden Betriebe eine Projektarbeit begonnen, welche im
weiteren Verlauf verschiedenste Fragestellungen zur Zucht auf Klauengesundheit beant-
worten konnte.

In Anlehnung an praktische Erfahrungen und internationale Untersuchungen erfolgte im
DLG-Arbeitsausschuss fiir Klauenpflege und Klauenhygiene vorab eine Verstindigung auf
einen einheitlichen Diagnoseschliissel fiir insgesamt acht Unterfulerkrankungen mit mogli-
chen Feinabstufungen einzelner Krankheiten (FIEDLER et al. 2008). Diese Erkrankungen wer-
den beim Klauenschnitt schriftlich oder mittels Dokumentationssoftware in elektronischer
Form erfasst. Die elektronische Dokumentation hat den Vorteil, dass neben den Befunden
weitere betriebstypische, auf die Klauengesundheit einwirkende Faktoren, ziigig erfasst und
zusitzliche Daten, z. B. Leistungsinformationen oder die Identifikation der Kiihe aus Herden-
managementprogrammen, eingespeist werden konnen. Des Weiteren ist es kiirzlich gelungen,
eine Schnittstelle zwischen Dokumentationssoftware und gidngigen Statistikprogrammen zu
etablieren, so dass von iiblichen Routineauswertungen bis hin zur Zuchtwertschitzung fiir
einzelne Klauenerkrankungen effizient gearbeitet werden kann.

Ein Schwerpunkt der genetisch statistischen Analyse war die Aufkldarung des Anta-
gonismus zwischen Klauenerkrankungen und Milchmenge. Hierzu wurden sogenannte
Strukturgleichungsmodelle mit Feed-back-Wirkungen, die Riickkoppelungseffekte zwi-
schen Merkmalen beriicksichtigen (GIANOLA und SORENSEN 2004), fiir die zu bearbei-
tende Fragestellung angepasst. Von KONIG et al. (2008) wurde Schwellenwertmethodik
innerhalb eines Strukturgleichungsmodells implementiert, um den Effekt eines Produkti-
onsmerkmals (Testtagsmilchmenge vom ersten Probegemelk nach der Kalbung = MY1)
auf ein Gesundheitsmerkmal (Klauenerkrankung = CD), als auch den antizipierten rekur-
siven Effekt von CD auf MY2 (= das am nichsten gelegene Testtagsgemelk nach einer
Erkrankung) zu quantifizieren.

Das verwendete statistische rekursive Modell war in Matrixschreibweise wie folgt definiert:

Ay, X, Z, €
A X V4 e
Yal_| B+| 7 |lu+| ?|=XB+Zu+e (1]
Ay" X"l Z'l e’l

Dabei beschreibt i = 1, 2, ..., n die Kiihe, welche fiir jedes der drei Merkmale eine phéno-
typische Beobachtung y; aufweisen. Der Vektor 3 steht fiir die fixen Effekte, und X ist die
zugehorige Inzidenzmatrix. Da ein Vatermodell gerechnet wurde, beinhaltet Vektor u die ge-
schétzten Bulleneffekte mit Z als zugehoriger Inzidenzmatrix. Die entscheidende Besonder-
heit des rekursiven Modells verglichen mit einem ,normalen‘ linearen Modell besteht darin,
dass jede Beobachtung y; mit einer Matrix A der Dimension 3 x 3 pramultipliziert wird.

Diese Matrix A beinhaltet die unbekannten Koeffizienten / s welche die Anderungsraten eines
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Emv1
/ (Trait 1) \
Eco < | > Emy2
(Trait 2) v (Trait 3)
Ymy1
(Trait 1)
A21
A
A
Yco %2 > Ymy2
(Trait 2) (Trait 3)

Ucp < > Umy2
(Trait 2) (Trait 3)
\ UMYl /

(Trait 1)

Abb. 1 Rekursives Strukturgleichungsmodell fiir 3 Merkmale: MY1 = Testtagsgemelk zeitlich vor einer diagnos-
tizierten Klauenerkrankung, CD = Klauenerkrankung, MY2 = Testtagsgemelk zeitlich nach einer diagnostizierten
Klauenerkrankung. (Y = phiinotypische Werte der Merkmale, E = Umwelteffekte, U = additiv genetische Effekte, I;;
Anderungsrate der Variable i in Abhédngigkeit der Anderungsrate von Variable j auf phénotypischer Skala).

Merkmals i in Abhiingigkeit der Anderung eines Merkmal j beschreiben. Die Form von A fiir
die hier definierte Problemstellung war

10 0
A=l-4, 1 0 [2]
0 -2y, 1

unter Beriicksichtigung der phinotypischen Anderungsraten der Merkmale konnten somit ge-
netische Parameter geschitzt werden.
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Im zentralen Ergebnis konnte festgestellt werden, dass sowohl auf phénotypischer als auch auf
genetischer Ebene eine hohe Einsatzleistung nach der Kalbung die Wahrscheinlichkeit erhoht,
an der Klaue zu erkranken. Die Koeffizienten A, fiir die Merkmale Sohlengeschwiire, Limax,
Wandldsionen und Dermatitis digitalis lagen im Bereich von 0,016 bis 0,042 oder in anderen
Worten ausgedriickt: 1 kg hohere Einsatzleistung erhcht die Wahrscheinlichkeit fiir die Infekti-
onskrankheit Dermatitis digitalis um 4,2 %. Der genetische Antagonismus manifestierte sich in
genetischen Korrelationen im Bereich von 0,26 (Limax) bis 0,42 (Dermatitis digitalis).

Zuchtplanungsrechnungen fiir das Merkmal , Widerstandsfihigkeit gegen Laminitis‘ wur-
den gemeinsam mit der Arbeitsgruppe fiir Tierzucht der Universitdt Halle durchgefiihrt (Ko-
NIG und SWALVE 2006). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in mehreren Szenarien mittels
Indexkalkulationen aufzuzeigen, welche Ziichtungsstrategie zur substanziellen Verbesserung
der Klauengesundheit in der deutschen Holstein-Population verfolgt werden sollte. Dabei
erfolgte eine Konzentration auf die mit Abstand bedeutendste Erkrankung der Rinderklaue,
die Laminitis (Klauenrehe). Insgesamt sind hinsichtlich der Merkmale des Fundaments fiir
die deutsche Holstein-Population mittlerweile drei unterschiedliche Datenquellen verfiigbar,
die in sehr unterschiedlichem Ausmaf als Leistungspriifung auftreten:

— Die Exterieurklassifizierung von Jungkiihen, welche vier linear beschriebene Merkmale
sowie eine Fundamentnote beinhalten und die einen Umfang von ca. 15 bis 20% aller
MLP-registrierten Jungkiihe ausmacht;

— die Klauenmessung an Jungbullen auf insgesamt vier Aufzuchtstationen von KB-Organi-
sationen; sowie

— die in Pilotprojekten erfolgreich getestete Erfassung von Befunden beim Klauenschnitt.

Um den Selektionserfolg im Merkmal Laminitis quantifizieren zu kénnen, wurden unter Be-
rlicksichtigung praxisrelevanter Zuchtprogrammstrukturen Klauenmessungen der genannten
drei Leistungspriifungen als Informationsquellen kombiniert.

Um die Varianz-Kovarianz-Strukturen der Indexmerkmale in einem tiberschaubaren Rah-
men zu belassen, wurde eine selektive Auswahl der Exterieurmerkmale der Kiihe und der
Klauenmafle der Jungbullen getroffen. Bei dieser Auswahl wurde vom ziichterisch giinstigs-
ten Szenario ausgegangen, d. h., es wurden die Merkmale Sprunggelenk (SPR) der Kiihe und
Hirte der hinteren Dorsalwand (HOH) der Jungbullen aus dem gesamten Datenpool extra-
hiert, da diese Merkmale sowohl untereinander als auch zur Laminitis deutlich positiv korre-
liert sind. Die genetischen und phénotypischen Parameter, wie sie fiir die Selektionsindexbe-
rechnungen verwendet wurden, sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

Tab. 1 Heritabilititen (Diagonalelemente), genetische (oberhalb der Diagonalen) und phinotypische Korrelationen
(unterhalb der Diagonalen) fiir die Merkmale im Index

Laminitis Sprunggelenk (SPR) Dorsalwandhirte (HOH)
Laminitis 0,14 0,41 0,44
Sprunggelenk 0,09 0,16 0,29
Dorsalwandhirte 0,05 0,11 0,12

Fiir die Indexkalkulationen sollten der Zuchtpraxis moglichst nahekommende Szenarien ab-
gebildet werden. Eine substanzielle Verbesserung der Klauengesundheit in der Population ist
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am ehesten dann zu erreichen, wenn tiber den Einsatz der Besamungsbullen nach Merkmalen
der Klauengesundheit direkt selektiert werden kann. Als einziges Merkmal im Zuchtwert
wurde daher das Merkmal Widerstandsfahigkeit gegen Laminitis fiir den Bullen definiert.
Als Informationsquellen fiir die Zuchtwertschédtzung Laminitis eines Bullen und somit als
Indexmerkmale wurden die Laminitisbefunde und die Exterieurbeurteilungen seiner Tochter
fiir das Merkmal Sprunggelenk und als Eigenleistung des Bullen seine Héartemessung an der
hinteren Dorsalwand einbezogen. Die Anzahl der beurteilten Tochter je Bulle fiir die Merk-
male Laminitis und Sprunggelenk wurde in praxisrelevanten Szenarien variiert (Tab. 2).

Tab. 2 Genauigkeit (ry;) der Zuchtwertschidtzung und Bedeutung der Indexmerkmale (ry; in %) unter verschieden
Informationsszenarien fiir das Zielmerkmal ,,Widerstandsfahigkeit gegen Laminitis*

Bedeutung der Indexmerkmale im Zuchtwert (ry; in %)
Szenario Ty Eigenleistung Bulle Tochterleistungen Tochterleistungen
Hirtemessung Sprunggelenk Laminitisbefundung
(HOH) (SPR)
n=1 n Iy n Iy
Al 0,34 - 50 100,00 0 -
A2 0,37 - 100 100,00 0 -
Bl 0,36 6,24 50 57,61 0 -
B2 0,58 1,33 50 9,21 10 38,19
B3 0,68 0,62 50 4,16 20 47,36
B4 0,81 0,17 50 1,13 50 55,83
Cl 0,80 - 0 - 50 100,00
C2 0,81 0,23 0 - 50 81,06
C3 0,81 0,19 20 0,74 50 62,11
C4 0,82 0,17 100 1,36 50 52,54

Die Szenarien Al und A2 bilden die aktuelle Situation ab. Als Informationsquellen fiir die
Zuchtwertschitzung Laminitis werden in diesem Szenario lediglich die Anzahl der linear be-
urteilten Tochter im Merkmal Sprunggelenk variiert. In den Szenarien B1 bis B4 bleibt die
Anzahl der im Sprunggelenk beurteilten Tochter mit 50 und die Eigenleistung des Bullen kon-
stant, wihrend die Anzahl der Tochter mit Laminitisbefunden von O bis 50 variiert wird. In den
mit C gekennzeichneten Szenarien wird unterstellt, dass in Zukunft routinemifig die Lami-
nitisbefunde von 50 Tochtern erfasst werden. Um den Erfolg der verschiedenen Ziichtungs-
strategien beurteilen zu konnen, werden im Ergebnis die Genauigkeit der Zuchtwertschétzung
(rrp), der Zuchtfortschritt im Merkmal Laminitis pro Generation (DG) und die Bedeutung der
einzelnen Indexmerkmale am Zuchtfortschritt (ry;) diskutiert (Tab. 2 und Abb. 2). Der Wert v,
(in %) gibt konkret an, welcher Verlust im Zuchtfortschritt fiir Laminitis zu erwarten ist, wenn
das entsprechende Indexmerkmal als Informationsquelle eliminiert wird.

Als eindeutiges Ergebnis bleibt festzuhalten, dass ohne die Beriicksichtigung der Lamini-
tisbefunde der Tochter die Genauigkeit der Zuchtwertschitzung fiir einen Bullen im Merkmal
Laminitis unter selbst optimistischen Zuchtprogrammstrukturen mit 100 linear bewerteten
Tochtern im Merkmal Sprunggelenk nicht iiber 0,37 steigt. Auch die Einbeziehung des Merk-
mals HOH fiihrt nur zu marginalem Genauigkeitsgewinn (Szenario B1). Werden dagegen
10, 20 oder gar 50 Tochter mit Laminitisbefunden als Informationsquellen beriicksichtigt, so
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steigt die Genauigkeit der Zuchtwertschétzung von 0,58 auf 0,68 bis zu 0,81 an. Der Gewinn
an Genauigkeit unter zusétzlicher Beriicksichtigung der Messungen von Jungbullen und li-
nearen Beurteilungsergebnissen der Tochter, wenn von bereits 50 Tochtern Laminitisbefunde
vorliegen, ist unbedeutend (Szenarien C1 bis C4). Was fiir die Genauigkeit der Zuchtwert-
schitzung gesagt wurde, gilt gleichermalflen fiir die Bedeutung der einzelnen Merkmale im
Zuchtwert (ry; in %). Der gegenwirtige Zuchtfortschritt wird um weniger als einen Prozent-
punkt vermindert, wenn bereits 50 Tochter mit Laminitisbefunden vorliegen und die beiden
ibrigen Indexquellen eliminiert werden. Unter der theoretischen Betrachtung, dass Laminitis
das alleinige Merkmal im Zuchtziel ist, kann die Laminitisinzidenz pro Generation im giins-
tigsten Szenario C4 um maximal 14 % vermindert werden (Abb. 2). Dieser Zuchtfortschritt
wird aber auch annihernd erreicht, wenn auf die Integration der Eigenleistungsmessergeb-
nisse der Jungbullen und die lineare Exterieurbeurteilung der Tochter im Index vollstindig
verzichtet wird (Szenario C1). Bleiben dagegen die Laminitisbefunde der Tochter als Infor-
mationsquelle im Index aufien vor, so verringert sich der Zuchtfortschritt pro Generation um
mehr als die Hilfte, wie in den Szenarien A1, A2 und B1 deutlich wird.

3. Zucht auf Gesundheitsmerkmale: Nutzung molekulargenetischer Information

3.1 Gene und QTL

Der Begriff des QTL (Quantitative Trait Locus) wurde von GELDERMANN (1975) initiiert und
beschreibt ein Segment genomischer DNA, welches ein quantitatives Merkmal beeinflusst. Mit-
tels Kopplungs- und Segregationsanalysen wurde seit nunmehr gut 20 Jahren in einer Vielzahl,
zum Teil recht aufwendiger, Versuchsdesigns nach Genen geforscht, die einen signifikanten
Einfluss auf quantitative Merkmale haben. Dabei ist nur in den seltensten Fillen das Gen di-
rekt gefunden worden, sondern vielmehr sogenannte genetische Marker, die in unmittelbarer
Nachbarschaft zum eigentlichen Gen auf dem Chromosom lokalisiert sind und mittels mole-
kulargenetischer Diagnostik im Labor identifiziert werden konnen. Die indirekt tiber moleku-
lare Marker gefundenen QTL sind in der Studie von KHATKAR et al. (2004) zusammengefasst.
Leider ist hier zu konstatieren, dass es sich vornehmlich um Produktionsmerkmale handelt und
es aus genetisch statischer Sichtweise deutlich schwieriger ist, QTL fiir niedrige erbliche Ge-
sundheitsmerkmale zu finden. Unter den Gesundheitsmerkmalen dominieren gefundene QTL
fiir das Merkmal klinische Mastitis (u. a. Rupp und BoicHARD 2003, LuND et al. 2007), einige
wenige wurden fiir den Komplex der Klauenerkrankungen (u. a. BUITENHUIS et al. 2007) fest-
gestellt, und relativ selten sind sie fiir Merkmale wie Ketose (u. a. HOLMBERG und ANDERSSON-
ExkLUND 2004). Generell ist die Anwendung von QTL fiir die praktische Selektion limitiert,
da die meisten gefundenen QTL nur kleine Effekte erkliren, die weniger als 5 % der phénoty-
pischen Standardabweichung des jeweiligen Merkmals betragen (HAYES und GObpARD 2001).
Dariiber hinaus befinden sich in den meisten Fallen Marker und QTL in einem Kopplungs-
ungleichgewicht, das nur innerhalb von Familien gilt (= LE-Marker) und daher nicht fiir eine
generelle populationsweite Selektionsstrategie Anwendung finden kann (DEKKERS 2004).

3.2 Genomische Selektion und genomische Zuchtplanung

Dass ein substanzieller Zuchtfortschritt fiir niedrig erbliche Gesundheitsmerkmale nur dann
erreicht werden kann, wenn diese Gesundheitsmerkmale auch an den Toéchtern der Bullen
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Abb. 2 Zuchtfortschritt pro Generation im Merkmal ,,Widerstandsfahigkeit gegen Laminitis* fiir verschiedene In-
formationsszenarien

erhoben werden, konnte im Abschnitt 2.2 nachgewiesen werden. Hier wurde vorgeschlagen,
dass mindestens 50 Tochter je Bulle fiir das Merkmal Klauenrehe in der Zuchtwertschitzung
beriicksichtigt werden sollten und dann sogar auf die Exterieurbeurteilung von Hilfsmerkma-
len des Fundaments verzichtet werden kann.

Aktuelle Untersuchungen von KONIG und SWALVE (2009) greifen diesen Ansatz wieder
auf, allerdings unter Beriicksichtigung von Typisierungsergebnissen als zusétzliche Infor-
mationsquelle im Selektionsindex. Denn es sind insbesondere die Merkmale mit niedriger
Erblichkeit, die von genomischer Information profitieren werden (LANDE und THOMPSON
1990) und die somit Testherdensystemen, die deren genaue Erfassung garantieren, neue Im-
pulse verleihen. Bezug nehmend auf den theoretischen Ansatz von DEKKERs (2006) sowie
FALCONER und MackaAy (1996) wurden von KONIG und SWALVE (2009) Indexgleichungen
fiir einen Bullen aufgestellt, die eine Evaluierung der Bedeutung genomischer Information (=
Typisierungsergebnis des Jungbullen) in Relation zu seinen verfiigbaren Tochterleistungen
zulassen. Neben der Variation der Anzahl Tochter wurden in verschiedenen Szenarien auch
die Genauigkeiten der genomischen Zuchtwerte und die Heritabilitdt des Merkmals variiert.
Die entscheidenden Kriterien, wenn dariiber entschieden werden soll, wie viel Tochter pro
Bulle beriicksichtigt werden sollen (Tab. 3), sind somit die Erblichkeit des Merkmals und die
Genauigkeit der genomischen Zuchtwertschitzung (rMG). Wenn es wirklich gelingen wiirde,
Genauigkeiten der genomischen Zuchtwerte von mindestens tMG = 0,9 zu realisieren, dann
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konnte logischerweise fiir die Zielvorgabe ,,Genauigkeit des Bullenzuchtwerts von r;= 0,8
ganz auf die Nachkommenpriifung verzichtet werden. Im Ergebnis bleibt aber auch klar fest-
zuhalten, dass fiir gewiinschte Genauigkeiten von ry; > 0,8 fiir niedrig erbliche Merkmale
(h2<0,10) und aktuell realistisch moderate Genauigkeiten der genomischen Zuchtwerte fiir
diese niedrig erblichen Merkmale (rMG = 0,5) mindestens 57 Tochterleistungen pro Bulle
einzuplanen sind.

Tab. 3 Erforderliche Anzahl Tochter fiir gewiinschte Genauigkeiten (rr;) des Bullenzuchtwerts bei Variation der
Genauigkeit der genomischen Zuchtwertschitzung (rMG) und Erblichkeit (h?) des Merkmals.

Genauigkeit des genomischen Zuchtwerts (rMG)
™G =0,7 ™G =0,7 ™G =0,9 nur Tochterinfo
h? =08 =095 =08 =095 =08 =095 =08 ;=095

0,01 581 3561 330 3310 0 1993 710 3694
0,05 115 705 65 656 0 395 141 732
0,10 57 348 32 324 0 195 70 361
0,15 38 230 21 213 0 129 46 238
0,20 28 170 16 158 0 95 34 176
0,25 22 134 13 125 0 75 27 139
0,30 18 111 11 103 0 62 22 115
0,35 16 94 9 87 0 53 19 97
0,40 13 81 8 75 0 45 16 84
0,45 12 71 7 66 0 40 15 74
0,50 11 63 6 59 0 35 13 65

Eine zweite Moglichkeit zur Erfassung von Gesundheitsmerkmalen neben den Testherden-
systemen fiir Testbullentochter ergibt sich im Rahmen einer zentralen Priifung von Bullen-
miittern auf Station. Hier ist zu evaluieren, ob ein substanzieller Informationsgewinn generiert
werden kann, wenn von einer typisierten Bullenmutter, fiir die ein genomischer Zuchtwert
vorliegt, noch zusitzlich phinotypische Leistungen zu niedrig erblichen Gesundheitsmerk-
malen erfasst werden. Es wird deutlich (Abb. 3), dass die Genauigkeit in einem kombinierten
Zuchtwert aus Eigenleistung und genomischen Zuchtwert (rr;) niemals unter den Wert fiir die
Genauigkeit des genomischen Zuchtwerts (rMG) fallen kann. Die Genauigkeit des genomi-
schen Zuchtwerts ist somit als untere Grenze zu sehen. Insbesondere fiir die hier im Fokus
stehenden niedrig erblichen Gesundheitsmerkmale bringt die gemessene Eigenleistung einer
typisierten Bullenmutter nur marginalen Informationsgewinn. Genauigkeiten genomischer
Zuchtwerte von tMG = 0,6 sollten auch fiir solche Merkmale mit niedrigen Heritabilititen
generell realisierbar sein (u. a. VAN RADEN et al 2009).

4. Fazit und Ausblick
Sowohl die eher traditionellen quantitativ genetischen Ansétze als auch die Verwendung ge-

nomischer Information ermoglichen es, erfolgreiche Zuchtstrategien auf Krankheitsresistenz
beim Milchrind zu implementieren. Die zwei entscheidenden Grundvoraussetzungen sind
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Abb. 3 Genauigkeit des Zuchtwerts einer Kuh (rr;) unter Beriicksichtigung einer Eigenleistung und des eigenem Typisie-
rungsergebnis fiir verschiedene Erblichkeiten und Korrelationen zwischen genomischem und wahrem Zuchtwert (rMG).

allerdings eine substanzielle Datenerfassung und die stringente Ausrichtung eines Zuchtpro-
gramms, wirklich Gesundheitsmerkmale in den Mittelpunkt von Selektionsentscheidungen
zu stellen. Eine in Zukunft rein genomische Selektionsstrategie ohne Tochterleistungen kann
nur dann funktionieren, wenn die Genauigkeit des genomischen Zuchtwertes hoher ist als die
gewiinschte Genauigkeit des Gesamtzuchtwertes. Allerdings ist hier der folgende praktische
Aspekt zu bedenken: Insbesondere Gesundheitsmerkmale sind relativ neue Merkmale in der
Tierzucht, und fiir diese muss erst ein substanzieller Pool phinotypischer Daten angelegt wer-
den, mittels derer dann in einer Kalibrierungsgruppe SNP-Effekte abgeleitet werden konnen,
welche in periodischen Zeitabstinden auch aufgrund sich veridndernder Kopplungsungleich-
gewichte immer wieder abgeglichen werden miissen (HABIER et al. 2007). Somit erscheint
es sinnvoll, fiir beide Zwecke, ndmlich die Generierung von zusitzlichen Tochterleistungen
zur Absicherung genomischer Zuchtwerte von Bullen fiir niedrig erbliche Gesundheitsmerk-
male, als auch fiir die Generierung wertvoller Daten zum Schitzen der SNP-Effekte, wie von
SCHAEFFER (2006) und SWALVE und KONIG (2007) vorgeschlagen, die ziichterische Kernar-
beit in sogenannte Testherden zu verlagern.

Die Kombination von Phédnotypen und genomischen Zuchtwerten fiir Selektionsent-
scheidungen wird in Zukunft mit hoher Wahrscheinlichkeit durch weitere neue Selek-
tionsinstrumente aus dem Bereich der Molekulargenetik ergiinzt. Hier sei insbesondere auf
Genexpressionsstudien (u. a. BAUERSACHS et al. 2005) oder die Nutzung von Biomarkern
(u. a. vaN DORLAND et al. 2009) verwiesen. Eine erste Studie zur Kombination von Ergebnis-
sen der Genexpressionsanalyse mit SNP-Daten wurde kiirzlich von PIMENTEL et al. (2011)
durchgefiihrt. Deutliche SNP-Effekte fiir Fruchtbarkeitsmerkmale konnten in den fiir Gen-
expressionen relevanten Regionen des Genoms nachgewiesen werden. Kausale Pfade mit ih-
ren Effekten vom Gen zum Phénotyp unter Beriicksichtigung von Biomarkern wie Choleste-
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rol wurden fiir verschiedene Krankheiten in der Humangenetik evaluiert (JANSSENS und VAN
Duwn 2008). Als innovative Weiterentwicklung gilt es nun zu {iberlegen, wie Strukturglei-
chungsmodelle mit Riickkoppelungseffekten in derartige Betrachtungen integriert werden
konnen, um letztendlich unverzerrte Schitzwerte fiir eine Vielzahl an Selektionsinstrumenten
fiir Zucht auf Krankheitsresistenz abzuleiten.
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Zuchtprogramme fiir quantitative Merkmale
auf der Basis molekulargenetischer Analysen

Hermann H. SwALVE (Halle/Saale)
Mit 5 Abbildungen

Zusammenfassung

Die Technologie hochdichter SNP-Arrays (SNP = single nucleotide polymorphism) bietet die Moglichkeit, popu-
lationsweites Kopplungsungleichgewicht zu nutzen, und hat ihre Moglichkeiten fiir die ziichterische Selektion von
Nutztieren und insbesondere Milchrindern bereits unter Beweis gestellt. Dieses Zuchtverfahren wird Genomische
Selektion genannt und wird dadurch initiiert, dass Phianotypinformation dem SNP Genotyp-Status in einer Kalib-
rierungsstichprobe gegeniibergestellt wird, so dass SNP-Effekte geschitzt werden konnen. Die geschitzten SNP-
Effekte konnen dann zur Schitzung von Zuchtwerten fiir junge Selektionskandidaten genutzt werden, die keinerlei
Phénotypinformation aufweisen. In der Milchrinderzucht konnen die Tiere in der Lernstichprobe entweder Bullen
mit sicher aus der Nachkommenpriifung geschitzten Zuchtwerten oder Kiihe mit individuellen Phénotypwerten sein.
Die Sicherheit der sogenannten genomischen Zuchtwerte wird aus der Lernstichprobe abgeleitet, wobei die Grofie
der Lernstichprobe ein entscheidender Faktor fiir hohe Sicherheiten ist. Die Sicherheit der genomischen Zuchtwert-
schitzung wiederum ist ein entscheidender Faktor fiir Entscheidungen hinsichtlich der Implementierung eines ,ge-
nomischen® Zuchtprogramms. Bei hohen Sicherheiten (> 70 %) sollten Jungbullen in der Population in einen breiten
Einsatz gehen. Die Notwendigkeit, neue Merkmale in Zuchtziele aufzunehmen, wird es erforderlich machen, dass
spezielle Vertragsherden die Aufgabe iibernehmen, die entsprechenden Phinotypinformationen zu liefern.

Abstract

The technology of high-density SNP-arrays (SNP = Single nucleotide polymorphism) offers the opportunity to capi-
talize on population wide linkage disequilibrium and has already proven its capabilities for the genetic selection of
livestock and especially dairy cattle. This method of selection is called genomic selection and is initiated by match-
ing phenotype information with SNP genotype status in a training data set from which SNP effects are estimated.
Estimates of the SNP effects then can be used to predict breeding values of young candidates for selection that have
no phenotypic information. In dairy cattle, animals in the training data set can be sires with reliable phenotypic infor-
mation, i.e. breeding values conventionally estimated from progeny records; and/or cows with individual phenotypic
records. The reliability of the so called genomic breeding values is derived from the training data set. It has been
found that increasing the size of the training data set is an important factor to obtain high reliabilities. The reliabilities
of genomic breeding values in turn are a crucial factor for decisions on how to implement a ‘genomic’ breeding pro-
gramme. With high reliabilities (> 70 %), young bulls with genomic breeding values should be given into widespread
use for the entire population. New traits arising from the need to define new breeding goals will require the set-up of
specific contract herds to deliver future phenotypic information.

1. Einleitung

Die ziichterische Bearbeitung quantitativer Merkmale beim Milchrind hat sich von der reinen
Selektion nach Phinotyp im 20. Jahrhundert bis zur Selektion nach geschitzten additiv-gene-
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tischen Werten (Zuchtwerten) entwickelt. Zur Schitzung des Zuchtwertes wurden bislang Ver-
fahren basierend auf der BLUP-Methode (HENDERSON 1973) verwendet, welche in der Lage
sind, verzerrende Umwelteinfliisse und additiv-genetische Einfliisse optimal zu trennen. Da-
bei werden im sogenannten Tiermodell alle verwandtschaftlichen Beziehungen der Individuen
betrachtet. Eine Hinzuziehung von direkten Informationen zum Genotyp des Tieres in seiner
Gesamtheit bzw. zum Genotyp am individuellen Locus gab es bis zur Entwicklung der Marker
gestiitzten Selektion jedoch nicht. Als Marker konnen grundsétzlich alle Abschnitte eines DNA-
Stranges bzw. auch punktuelle Informationen, also Informationen zu einzelnen Basen in ihrer
Abfolge auf der DNA, dienen, soweit sie labordiagnostisch eindeutig bestimmbar und innerhalb
der betrachteten Population polymorph sind. Insbesondere mit den in grofler Zahl beschriebe-
nen Mikrosatelliten ergab sich die Moglichkeit, sie als Marker auf der DNA zu nutzen, obschon
Mikrosatelliten selbst nicht-kodierende, repetitive Sequenzen kurzer Basenfolgen darstellen.
Das zugrundeliegende Denkmodell dabei ist das Vorliegen eines Kopplungsungleichgewich-
tes zwischen Marker und kausal auf den Phinotyp wirkenden Genen (LANDE und THOMPSON
1990). Wichtigste Ursache fiir das Vorliegen eines Kopplungsungleichgewichtes ist die Kopp-
lung von Marker und kausalem Gen aufgrund rdumlicher Néhe auf der DNA. Prinzipiell lassen
sich mit diesem Ansatz sowohl Gene identifizieren, welche einen messbaren Einfluss auf ein
quantitatives Merkmal haben (sogenannte QTL = quantitative trait loci, nach GELDERMANN
1975), als auch Selektionsverfahren implementieren (Marker gestiitzte Selektion).

Die Nutzung von Markern ist umso effektiver, je mehr Marker je Chromosom zur Verfii-
gung stehen. Abgesehen von Markern, welche direkt eine Punktmutation mit kausaler Wir-
kung auf den Phénotyp darstellen, zieht das Konzept der Nutzung von Markern und insbe-
sondere der Nutzung von Mikrosatelliten gleichzeitig nach sich, dass die Kopplungsphase
zwischen QTL und Marker in der Abfolge der Generationen immer wieder gepriift werden
muss. Dies verursacht hohe Kosten bei der Genotypisierung, wobei die Kosten aus heutiger
Sicht weniger in der eigentlichen Genotypisierung im Labor zu sehen sind, als vielmehr in
der Logistik der Probengewinnung, des Probentransportes und der DNA-Extraktion liegen.
Diese Kostenbelastung ldsst sich innerhalb der Nutztierspezies am ehesten beim Rind tragen,
da hier das Einzeltier wertvoll, die Vermehrungsrate gering und das Generationsintervall be-
sonders lang ist. Durch die beim Milchrind iibliche kiinstliche Besamung kommt ein extrem
hoher Multiplikationsfaktor fiir das médnnliche Tier hinzu, welcher einerseits dieses Tier noch
wertvoller macht und andererseits auch noch mehr unterstreicht, dass der Zuchtwert mog-
lichst genau geschitzt werden sollte.

Molekulare Typisierungen bei Nutztieren haben ganz grundsitzlich die Eigenschaft, dass
sie vorgenommen werden konnen, sobald das Individuum existiert. Diese Eigenschaft ldsst
sich bei der ziichterischen Verbesserung qualitativer wie quantitativer Merkmale nutzen. Fiir
quantitative Merkmale lassen sich direkte Informationen iiber den Genotyp dariiber hinaus als
Steigerungsfaktor fiir die Sicherheit der Zuchtwertschitzung interpretieren. Dies kann auch
vollig graduell, wenn auch nicht unbedingt linear, betrachtet werden: Wenn wenig molekulare
Information zu den herkommlichen Informationsquellen der Zuchtwertschitzung (Phéanotyp-
informationen) hinzugefiigt wird, so ergibt sich immer noch eine geringe Steigerung der Ge-
nauigkeit der Zuchtwertschitzung. Andererseits wire eine perfekte Kenntnis aller Gen- und
Allelwirkungen bei einem betrachteten Individuum hinsichtlich der Zuchtwertschitzung als
100 %ige Genauigkeit zu interpretieren.

Die genannten grundsitzlichen Eigenschaften molekularer Information hinsichtlich ihrer
Nutzung in der Zucht gelten bei allen Nutztierarten. Wie aber schon ausgefiihrt, ist die prak-
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tische Implementierung geeigneter Zuchtverfahren auch eine Frage der Kosten. Die Vorrei-
terstellung der Milchrinderzucht ist also offenkundig. Technologiespriinge werden es aber
ermoglichen, die Kosten der Umsetzung molekulargenetischer Verfahren fiir die Zucht immer
weiter zu senken, und damit wird die sogenannte molekulare Tierzucht auch bei anderen
Nutztierarten als dem Milchrind immer interessanter. So wiirden sich beispielsweise beim
Schwein besonders vorteilhafte Ansétze ergeben, die durch die Dominanz der Kreuzungs-
zucht denkbar wiren. Ein anderes Beispiel ist das Fleischrind, welches weltweit tiblicherwei-
se in einer Art Ranchhaltung gehalten wird; diese Art der Haltung steht der Einfiihrung der
kiinstlichen Besamung auch heute noch im Wege. Gerade auch unter den Bedingungen des
Natursprungs sind molekulare Ansétze zur Zucht prinzipiell moglich, sie wiren allerdings
nur zu hohen Kosten auch implementierbar.

Derzeit liegen bereits zahlreiche Ergebnisse zur Nutzung molekularer Information in der
Rinderzucht vor und sollen deshalb im Folgenden ausschlielich betrachtet werden.

2. Marker-gestiitzte Selektion und Genomische Selektion

Die Marker-gestiitzte Selektion auf der Basis von Mikrosatelliten zur Nutzung von QTL-
Effekten war beim Milchrind in den Jahren 1990 bis 2010 das wesentliche Verfahren zur
Nutzung molekularer Information bei der ziichterischen Verbesserung quantitativer Merk-
male. DEKKERS und HosPITAL (2002) stellen in einem Ubersichtsreferat zunichst allerdings
fest, dass aufer fiir den seltenen Fall, in dem sich mit Markern ein iiberwiegender Teil der
genetischen Variation fiir ein quantitatives Merkmal beschreiben ldsst, die Selektion weiter
auf einer Kombination von molekularer und phénotypischer Information beruhen wird. Beim
Milchrind sind grundsitzlich zwei Wege zum Einbau von Markerinformation in Selektions-
entscheidungen begangen worden: Einerseits die Nutzung von Markern bei der Vorselekti-
on von Jungbullen, die noch einen Testeinsatz zur Erzeugung von Nachkommen, und damit
zur Gewinnung von Phénotypinformation, absolvieren sollen (MACKINNON und GEORGES
1998) und andererseits der direkte Einbau der Markerinformation in die Zuchtwertschétzung
nach der Hendersonschen BLUP-Methode (FERNANDO und GrROSSMAN 1989). Ein regelrech-
ter Durchbruch derartiger Zuchtmethoden wurde in der Milchrinderzucht in den genannten
Jahren aber nicht erzielt. Die Griinde hierfiir waren vornehmlich die kostenaufwindige Ge-
notypisierung aller in einem Milchrinderzuchtprogramm wichtigen Zuchttiere (Bullen, Bul-
lenmiitter) zur stindigen Uberpriifung der Kopplungsphase zwischen Marker und QTL sowie
vornehmlich auch die Tatsache, dass nur sehr wenige QTL mit groleren Effekten tiberhaupt
gefunden werden konnten. Fiir die Vorselektion von Jungbullen kam hinzu, dass diese voraus-
setzt, dass tiberhaupt eine Wahlmoglichkeit fiir das Ergebnis einer Anpaarung von Bullenva-
ter und Bullenmutter besteht, d. h. dass mehrere Bullenkélber mit Hilfe von Reproduktions-
technologien (insbesondere Embryo-Transfer) erzeugt wurden. Dies war jedoch meist nicht
der Fall. Die Marker-gestiitzte Selektion auf der Basis von Mikrosatelliten blieb damit nur
eine begrenzt nutzbare Technologie.

MEUWISSEN et al. (2001) beschrieben in ihrer bahnbrechenden Simulationsstudie, dass
die effektive Nutzung von populationsweitem Kopplungsungleichgewicht allerdings dann fiir
die Tierzucht moglich wird, wenn Genotypisierungen fiir Punktmutationen iiber das ganze
Genom eines Individuums mit hoher Dichte vorgenommen werden konnen. Diese Form der
Genotypisierung bieten SNP-Arrays (SNP = single nucleotide polymorphism). Auch DEK-
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KERS und HospiTAL (2002) halten als Schlussfolgerung fest, dass erst diese Form der Ge-
notypisierung der Nutzung von molekularer Information bei quantitativen Merkmalen zum
endgiiltigen Durchbruch verhelfen wird.

SNP sind Punktmutationen (Basenaustausche) auf der DNA und sind im Genom, auch in
schon ldnger intensiv ziichterisch bearbeiteten Rassen, relativ hiaufig. Das Genom des Rindes
umfasst ca. 3,3 Mrd. Basenpaare, davon sind ca. 4,6 Mio. auch polymorph und mithin als
SNP anzusehen (The Bovine HapMap Consortium 2009). Mit der Hilfe von hochdichten
SNP-Arrays konnen derzeit 50000 SNP und in naher Zukunft wohl noch wesentlich grofiere
Anzahlen (z. B. 800000 SNP) je Tier in einem Schritt bestimmt werden. Die Typisierungs-
kosten je Genotyp sind damit extrem niedrig und steigen mit der Weiterentwicklung dichterer
Chips nicht linear, sondern nur degressiv. Durch die gleichmifige Verteilung der SNP iiber
das Genom lésst sich vorhandenes Kopplungsungleichgewicht weitgehend nutzen. Der prin-
zipielle Weg fiir die Implementierung einer auf dieser Technologie basierenden Selektions-
methode lésst sich in folgenden Schritten darstellen:

(1.) Schitzung der SNP-Effekte in einer Lernstichprobe auf der Basis von SNP-Typisierun-
gen und ,,sicheren Phinotypinformationen;

(2.) Verifikation der gefundenen Giite der Schétzung in einer Validierungsstichprobe;

(3.) Verwendung der SNP-Schitzer zur Schitzung von (,,genomischen®) Zuchtwerten bei
Tieren ohne Phénotypinformation;

(4.) kontinuierliche Neuschidtzung der SNP-Effekte und Ausweitung bzw. Neudefinition der
Lernstichprobe;

(5.) ,harte” Validierung der genomischen Zuchtwerte bei Tieren, die rein aufgrund genomi-
scher Zuchtwerte selektiert wurden, zu einem spéteren Zeitpunkt unter Hinzunahme von
Phinotypinformation.

Auf die Methoden zur Schitzung der SNP-Effekte soll hier nicht eingegangen werden. Eben-
so sei nur erwihnt, dass Schritt 1 und 3 sich auch in einem einzigen Schritt kombinieren las-
sen, wenn die Allelinformation zu den SNP ausschlieBlich als Grundlage zur Ableitung einer
genomischen Verwandtschaftsmatrix eingesetzt wird, welche dann in einem BLUP-Modell
Verwendung findet (One-Step-Methode); SNP-Effekte selbst werden dann aber nicht mehr
geschitzt bzw. miissen als Riicklosung ermittelt werden (AGUILAR et al. 2010).

Schritt (/.) beinhaltet zunéchst eine Auswahl von Tieren, welche die Lern- bzw. Kali-
brierungsstichprobe darstellen. In der Milchrinderzucht ist es giinstig, wenn hierzu Bullen
herangezogen werden, welche sehr sichere Zuchtwerte (Sicherheit der Zuchtwertschétzung
> 90 %) aufgrund von Phinotypinformationen (Nachkommen) aufweisen. Dies sollte auch
fiir Merkmale gelten, welche nicht unbedingt sofort zum Zeitpunkt erster Einsatzleistungen
von Tochtern schon vollstidndig erhoben sind (z. B. Langlebigkeit). Derartige Bullen werden
deshalb Bullen schon zuriickliegender Geburtsjahre sein, also gegeniiber dem aktuellen Jahr
mindestens fiinf bis sechs Jahre friiher geboren sein. Wenn dann die Lernstichprobe nicht nur
einen einzelnen Jahrgang umfassen soll, so ergibt sich als Lernstichprobe ein Zeitraum fiir die
Bullengeburtsjahrgénge von mindestens sechs bis 12 oder 15 Jahren vor dem aktuellen Jahr.
Manche Versuchsansteller weiten diesen Zeitraum auch noch aus, um die Lernstichprobe
noch zu vergroBern. Dies muss zwar im Hinblick darauf, dass dann mehrere Generationen
bezogen auf das aktuelle Jahr vergangen sind und so die Gefahr besteht, dass sich vorhan-
denes Kopplungsungleichgewicht doch schon langsam abbaut, als negativ beurteilt werden.
Hinsichtlich der moglichst vollstindigen Erfassung von Verwandtschaftsverhiltnissen, die
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gerade beim Milchrind durch den sehr starken Einfluss bestimmter Bullenlinien gekennzeich-
net sind, ist dieses Vorgehen jedoch positiv zu werten.

Eine erste Validierung, die es aber nur beim Ubergang von der reinen Nachkommenprii-
fung zur Genomischen Selektion gibt, findet in Schritt (2.) durch die Einbeziehung der Bul-
lenjahrgiinge, welche relativ zum aktuellen Jahr vier bis fiinf Jahre frither geboren werden
und die somit erste Zuchtwerte aufgrund von Nachkommeninformation aufweisen, durch den
Vergleich genomischer Zuchtwerte mit den herkommlich geschitzten Zuchtwerten statt. Die-
se Bullen sind als Jungtiere aber noch basierend auf den herkommlich geschitzten Zuchtwer-
ten der Eltern vorausgewidhlt worden, weshalb sie nicht als Bullen zur ,harten* Validierung
angesehen werden konnen.

Im Schritt (3.) werden die zur Wahl stehenden Kandidaten, also z. B. Bullenkélber zur Auf-
nahme in die Besamungsstation als potentielle Besamungsbullen, direkt auf der Basis ihrer
genomischen Zuchtwerte selektiert. Die Kernfrage, die sich jetzt stellt, ist, ob sie einen Testein-
satz zur Erzeugung von Nachkommen zur Gewinnung von Phinotypinformation durchlaufen
sollten, oder ob sie ohne eine weitere Priifung auf der Basis ihrer genomischen Zuchtwerte in
einen breiten Besamungseinsatz gehen konnen. Die Beantwortung dieser Frage ist zentral ab-
hingig von der Hohe der Sicherheit der genomischen Zuchtwertschitzung, bzw. konkreter von
der quadrierten Korrelation zwischen genomisch geschitztem und wahrem Zuchtwert (1%yg).
Diese GrofBe ist nicht direkt beobachtbar, sondern muss unter genetisch-statistischen Annahmen
an der Lernstichprobe abgeleitet werden. Haufig wird in der Literatur deshalb auch lediglich die
Korrelation (oder quadrierte Korrelation) zwischen genomisch und herkommlich geschitzten
Zuchtwerten in der Lernstichprobe oder der Validierungsstichprobe angegeben, so dass insge-
samt leider eine Fiille von dhnlich erscheinenden Parametern existiert. Auf der Basis der Arbei-
ten von LANDE und THoMPSON (1990) haben sich insbesondere DAETWYLER et al. (2008) und
GODDARD (2008) mit der Ableitung von erwarteten Werten fiir 1y befasst.

Mittlerweile ist das in den oben genannten Schritten grundsétzlich erlduterte System schon
mehrfach in die Praxis iiberfiihrt worden. Die Publikationen hierzu beschreiben entweder
das in einem bestimmten Land verwendete Verfahren und als Resultat die erzielte Sicherheit
der genomischen Zuchtwertschitzung oder widmen sich auch den zahlreichen methodischen
Aspekten auf dem Weg dorthin. Die Gruppierung der Projekte nach Landern ergibt sich da-
raus, dass jeweils versucht wurde, eine moglichst grof3e Lernstichprobe zusammenzustellen.
Dies zog sogar die Griindung von Konsortien zur Genomischen Selektion iiber Lindergren-
zen hinweg nach sich. Als erstes Ubersichtsreferat aus dem Jahre 2009, welches versucht,
die verschiedenen Projekte zu erortern, findet sich die Arbeit von HAYES et al. (2009a). Als
Beispiele seien die Publikationen von HARRIS et al. (2008) und HARRIS und JOHNSON (2010)
fiir Neuseeland, VANRADEN et al. (2009) fiir USA/Kanada, MOSER et al. (2009) fiir Austra-
lien, BERRY et al. (2009) fiir Irland, Su et al. (2010) fiir Ddnemark, DE Roos (2009) fiir die
Niederlande, Ducrocq et al. (2009) fiir Frankreich und Liu et al. (2009) sowie HABIER et al.
(2010) fiir Deutschland, genannt. Schon von VANRADEN et al. (2009) wird die Abhingigkeit
der GroBe von ryg von der Grofle der Lernstichprobe besonders herausgestellt, und es wird
aufgerufen, durch Kooperationen neue, immer groflere Lernstichproben zusammenzustel-
len. Dies fiihrte in Europa zu Griindung des Konsortiums Eurogenomics fiir die gemeinsame
Analyse einer sehr groflen Lernstichprobe (DHV 2010), welche fiir die Rasse Holstein iiber
17000 Bullen mit ,,sicheren* Zuchtwerten aus den Landern Deutschland, Frankreich, Nieder-
lande und Ddnemark/Schweden (in diesen beiden Landern wurde die Zuchtwertschétzung fiir
Milchrinder auch schon vor der Genomischen Selektion gemeinsam durchgefiihrt) umfasst.
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Die Ergebnisse der genannten Projekte konnen an dieser Stelle nicht im Detail diskutiert wer-
den; insgesamt wurden variierend in Abhéngigkeit der Grée der Lernstichprobe, des Berech-
nungsganges fiir ryg und dem jeweils betrachteten Merkmal Sicherheiten der genomischen
Zuchtwertschédtzung in Hohe von 0,50 bis 0,80 erzielt. Fiir die nachfolgende Betrachtung
der Implementierung der Genomischen Selektion in Zuchtprogramme fiir Milchrinder ist die
Sicherheit der Genomischen Selektion zwar von zentraler Bedeutung, in einer Angabe als
Bandbreite fiir 1y, allerdings zunéchst ausreichend.

Gewissermalien als Nebenprodukt des gesamten Ablaufes der Genomischen Selektion fallen
im Schritt (/.) auch Schitzwerte fiir SNP-Effekte an, welche, wie in der heutigen Literatur zu
genomischen Assoziationsstudien iiblich, als sogenannte Manhattan-Plots iibersichtsmifig dar-
gestellt werden konnen. Vollstindig fiir alle relevanten Merkmale der Milchrinderzucht werden
derartige Grafiken in sténdig erneuerter Form mit dem Anwachsen der Lernstichprobe beispiels-
weise durch das Animal Improvement Programs Laboratory, AIPL, des US-Agrarministeriums
USDA im Internet publiziert (AIPL 2009). Legt man diesen ,,grafischen Uberblick in schneller
Form* zu Grunde, so erkennt man, dass bei nahezu allen Merkmalen jeweils nur sehr wenige
QTL mit groBer Wirkung erkannt werden konnen. Dies zeigt, dass das infinitesimale Modell,
welches die Tierzucht durch das 20. Jahrhundert hindurch begleitet hat, in hohem Mafle an die
tatsdchliche Situation angepasst war und ist. Das Vorhandensein nur weniger QTL mit sehr
grofler Wirkung unterstreicht auch, weshalb die Marker gestiitzte Selektion auf der Basis ausge-
wihlter Mikrosatelliten nur begrenzt erfolgreich war, und betont aber andererseits, weshalb die
Genomische Selektion auf der Basis hochdichter SNP-Arrays so erfolgversprechend ist. In der
Genomischen Selektion wird durch die jeweilige Berechnung des genomischen Zuchtwertes als
Summe aller SNP-Effekte explizit berticksichtigt, dass sich der additiv-genetische Wert eines
Individuums aus einer Vielzahl sehr kleiner Effekte zusammensetzt.

Insgesamt kann das Grundmodell der Tierzucht in seiner Wandlung iiber die vergangenen
20 Jahre wie folgt dargestellt werden, wobei Wechselwirkungen zwischen Genotyp und Um-
welt hier vernachlédssigt werden:

— Modell 1: P=G+U
—  Modell 2: P=XQTL+PG+U
— Modell 3: P=XSNP (+ PG)+U

wobei P den Phénotyp, G den Genotyp, U die Umweltwirkungen und QTL und SNP jeweils
die Effekte der QTL und SNP darstellen und PG den ,,verbleibenden® polygenen Rest be-
zeichnet, welcher im Modell 3 unter Umstidnden vollig entbehrlich ist, da die SNP-Arrays
eine sehr enge Abdeckung des Genoms aufweisen.

3. Implementierung der Genomischen Selektion

In der ersten publizierten Zuchtplanungsrechnung zur Implementierung der Genomischen
Selektion beim Milchrind unter Einbeziehung der Kosten zeigte SCHAEFFER (2006), dass ein
Zuchtprogramm, welches die Genomische Selektion konsequent verwendet, nicht nur einem
herkémmlichen Besamungszuchtprogramm ebenbiirtig ist, sondern im Zuchtfortschritt die-
ses sogar um 100 % tibertrifft. Die Konsequenz liegt dabei darin, dass die Jungbullen, welche
als Kandidaten rein genomisch selektiert werden, sofort unbegrenzt in der Population ein-
gesetzt werden. Der Ablauf ist in Abbildung 1 (nach SWALVE und KONIG 2007) dargestellt.
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Auswahl von G-Selektierte
Bullenmuttern Bullenmutter
1. Selektionsschritt Eliteanpaarungen
— Beste Haplotypen mit besten Vatern
Initiale Stichprobe
Definierte genetische Struktur Bullenkalber
z. B. 50 Yater, je 50 Sohne, Haplotypen- | 2. Selektionsschritt
1€ 100. Tochter . Information G-Selektion
— Typisierung von Véatern bei Geburt
— Yield Deviations = Phanotypen =
— Schatzung der Haplotyp-Effekte Unb(;?:]:;l;?;kter

Population

Abb. 1 Schema des Zuchtprogramms von SCHAEFFER (20006) fiir die Genomische Selektion beim Milchrind (nach
SWALVE und KO6N1G 2007)

Die initiale Stichprobe umfasst bei SCHAEFFER (2006) insgesamt 2500 Bullen, die sich auf 50
Bullenviter a 50 Sohne verteilen. Die Schitzung der SNP-Effekte erfolgt nach SCHAEFFER als
Schitzung der Haplotypeffekte benachbarter SNP. Sowohl Bullenmiitter als auch alle aus den
Eliteanpaarungen anfallenden Bullenkilber werden typisiert. Die Genauigkeit der genomi-
schen Zuchtwerte wird bei SCHAEFFER mit 0,75 angenommen, was quadriert einer Sicherheit
von lediglich 0,56 entspricht. Damit befindet sich SCHAEFFER aus heutiger Sicht am unteren
Ende der oben genannten Bandbreite. Auch seine zur damaligen Zeit gemachte Annahme,
jede SNP-Typisierung wiirde Kosten in Hohe von 500 kanadischen Dollar verursachen, ist
aus heutiger Sicht tiberholt, da die Kosten mittlerweile stark gesunken sind. Trotz dieser An-
nahme errechnet SCHAEFFER in seiner Modellkalkulation, dass auch die Kosten eines derar-
tigen Zuchtprogramms durch den Wegfall der Wartebullenhaltung lediglich mit rund einem
Zehntel der Kosten des herkdommlichen Zuchtprogrammes anzusetzen sind. Mithin ist die
seither in der weltweiten Zuchtpraxis beim Milchrind vorhandene Aufregung verstindlich,
denn doppelter Zuchtfortschritt bei einem Zehntel der Kosten sind sehr starke Argumente fiir
eine vollige Abkehr vom bisherigen Besamungszuchtprogramm basierend auf der Nachkom-
menpriifung. Fiir die tatsdchliche Umsetzung in die Praxis muss allerdings beachtet werden,
dass eine Sicherheit der Zuchtwertschitzung in der Grofle von 56 % wohl kaum eine Akzep-
tanz in der Ziichterschaft bzw. auch bei Abnehmern kommerzieller Milchproduktionsbetriebe
hitte. Zuchtplanungsrechnungen, welche nur den genetischen Fortschritt als Zielparameter
haben, kénnen zu Ergebnissen fiihren, welche trotz deutlicher Uberlegenheit fiir ein bestimm-
tes Zuchtprogramm zu keiner praktischen Implementierung fiihren, wenn die Ziichtung, wie
beim Milchrind iiblich, die gesamte Population nicht auch vollstidndig kontrolliert. Auch vor
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der Genomischen Selektion gab es Vorschlédge fiir hinsichtlich des genetischen Fortschritts
iberlegene Zuchtprogramme, welche aufgrund mangelnder Akzeptanz trotzdem scheiterten.
Als Beispiele seien beim Milchrind geschlossene Nukleuszuchtprogramme mit Geschwister-
priifung fiir Bullen oder sogenannte Jungbullen-Zuchtprogramme mit hohem Anteil an Besa-
mungen durch Jungbullen genannt.

Trotz dieser Zusammenhénge kann die Publikation von SCHAEFFER als ,,Landmark-Pa-
per® bezeichnet werden, da sie grundsitzlich das hohe Potential der Genomischen Selektion
beim Milchrind aufzeigt. Als Konsequenz aus der erorterten Problematik ergeben sich fiir die
Implementierung der Genomischen Selektion drei Kernfragen, die nachfolgend behandelt
werden sollen.

3.1 Die Grofie der Lernstichprobe als entscheidender Faktor

Wie schon oben ausgefiihrt, zeigen die Ergebnisse von VANRADEN et al. (2009), dass durch
die Erhohung der Grofe der Lernstichprobe die Sicherheit der genomischen Zuchtwerte
entscheidend gesteigert werden kann. Dem gegeniiber zeigt dieselbe Arbeit, wie beispiels-
weise auch die Arbeit von WEIGEL et al. (2009), dass die Anzahl der SNP je SNP-Array
zwar mit steigender Grofle des Arrays eine hohere Sicherheit nach sich zieht, dieser Effekt
jedoch vergleichsweise klein ist, wenn erst ein gewisses Minimum von ca. 4000 bis 10000
SNP iiberschritten wurde. SNP-Arrays mit sehr hohen Dichten, wie sie zukiinftig zur An-
wendung kommen werden, sind mithin fiir die Genomische Selektion zwar forderlich, aber
nicht essentiell, wihrend derartige Chips fiir die Aufdeckung von QTL-Effekten eine deutlich
grofere Bedeutung haben. Als Schlussfolgerung verbleibt also, dass zunéchst die Grofle der
Lernstichprobe, wenn es irgendwie moglich ist, an das Optimum herangefiihrt werden sollte.
Was ist nun das Optimum? Diese Frage ist verwandt mit der Frage nach einer ausreichenden
GroB3e der Stichprobe fiir Studien der genomweiten Assoziierung. VISSCHER (2008) fiihrt aus,
dass zur Aufdeckung von Effekten in der Groenordnung von ca. 0,2 % der Totalvarianz eine
Stichprobengréfie von ca. 40000 Individuen nétig ist. GODDARD (2008) sowie HAYES et al.
(2009b) zeigen, dass genau diese Groflenordnung auch erforderlich ist, wenn Phidnotypwer-
te einzelner Individuen fiir die Lernstichprobe in der Genomischen Selektion herangezogen
werden sollen und bei Heritabilitdten von ca. 0,20 bis 0,30 Sicherheiten der genomischen
Zuchtwertschédtzung von ca. 60 bis 70 % gefordert werden. Durch ,,sichere* Phidnotypwerte,
wie sie durch ,,sichere” Bullenzuchtwerte bereitgestellt werden konnen, sinkt diese Zahl der
notigen Individuen auf 5000 bis 10000. Die Abbildungen 2 und 3 erldutern diese Zusammen-
hinge fiir Bullenzuchtwerte (Abb. 2) und Individualphédnotypen (Abb. 3).

Wie aus Abbildung 2 ersichtlich ist, erfiillt die oben erwihnte Lernstichprobe des Euro-
genomics-Konsortiums mit einer Gro3e von 17000 Bullen die theoretischen Anforderungen
vollstindig, da die Sicherheit durch eine noch grofiere Stichprobe gar nicht wesentlich weiter
gesteigert werden konnte. Gleichzeitig zeigt Abbildung 2 aber auch, dass kleine Populationen
bzw. Rassen der internationalen Milchrinderzucht grole Probleme haben, tiberhaupt eine taug-
liche Lernstichprobe zusammenzustellen. Wenn beispielsweise nur wenige Hundert Bullen bis-
lang jahrlich nachkommengepriift wurden, ist es schwer bzw. fast unmoglich, eine Lernstich-
probe von ca. 5000 Bullen oder zumindest 3000 Bullen iiberhaupt zusammenzufiihren.

Eine Alternative bietet sich in diesem Fall iiber die Typisierung von Kiihen zur Bildung
der Lernstichprobe aus Individualphdnotypen. Allerdings zeigt Abbildung 3, dass dies nur
fiir Merkmale ab einer Heritabilitdt von ca. 0,20 gilt. Fiir sehr niedrig erbliche Merkmale
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Abb. 2 Sicherheit der genomischen Zuchtwertschitzung (Quadrierte Korrelation zwischen wahrem und genomisch
geschitztem Zuchtwert) nach der Formel von GopparD (2008) in Abhingigkeit von der Groie der Lernstichprobe
bestehend aus Bullen mit sicher (90 % Sicherheit) geschétzten Zuchtwerten
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Abb. 3 Sicherheit der genomischen Zuchtwertschitzung (Quadrierte Korrelation zwischen wahrem und genomisch
geschitztem Zuchtwert) nach der Formel von GoppaRD (2008) in Abhingigkeit von der Grofie der Lernstichprobe
bestehend aus individuellen Phidnotypwerten fiir Heritabilitdten von 0,10, 0,20 und 0,30

kann iiber Individualphénotypen kaum eine geeignete Lernstichprobe zu derzeit vertretbaren
Kosten gebildet werden. Aber auch Kombinationen von Bullen mit sicher geschitzten Zucht-
werten und individuellen Phéanotypwerten von Kiihen wéren moglich. Insgesamt kénnen al-
lerdings Kalibrierungsstichproben aus Individualphédnotypen aufgrund der hohen Kosten je
Individuum derzeit kaum als praktikabel bezeichnet werden. Dies betrifft vornehmlich die
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Analyse der SNP-Arrays im Labor, wihrend fiir die Sammlung von genotypisierungsfahigem
Material von BREM (2006) schon kostengiinstige Wege aufgezeigt wurden. Auf das Problem
der Merkmale mit niedriger Heritabilitdt wird spiter noch einzugehen sein.

3.2 Die Akzeptanz genomischer Zuchtwerte in der Praxis

Zur Frage der Akzeptanz genomischer Zuchtwerte in der Praxis der Ziichterschaft und Milch-
viehhaltung gibt es bislang nur sehr wenige wissenschaftlich fundierte Erkenntnisse. KONIG
et al. (2009) zeigen in einer Zuchtplanungsrechnung, dass der diskontierte Ertrag fiir ein
Zuchtunternehmen bei Anwendung der Genomischen Selektion erst dann iiber dem konven-
tionell erzielbaren Ertrag liegt, wenn mehr als 20 % aller Kiihe von genomisch selektierten
Bullen inseminiert werden. Der diskontierte Ziichtungsertrag steigt dann weiter mit der Ak-
zeptanz bis zur 100 %igen Akzeptanz, so wie sie von SCHAEFFER (2006) unterstellt wird.
Die Modellkalkulation von KONIG et al. (2009) ist eine klassische Zuchtplanungsrechnung,
welche die Bedingungen international konkurrierender Zuchtunternehmen, die den Markt
fiir Bullensperma beschicken, nicht abbilden kann. Es bleibt also noch die Frage, welches
genetische Niveau konkurrierende Zuchtunternehmen anbieten konnen, wie es denn auch
immer selektiert worden sein mag. Ein Zuchtunternehmen aus einer iiberlegenen Teilpopula-
tion konnte in einer groen Rasse unter Umstdnden ein genetisches Niveau, welches auf her-
kommliche Art erreicht wurde, anbieten, welches iiber dem genomisch selektierten Material
einer unterlegenen Teilpopulation liegen wiirde.

In Europa wird es vermutlich erst in diesem Jahr zu einer staatlichen Anerkennung von
genomischen Zuchtwerten fiir Bullen kommen. Die Beantwortung der Frage nach der Akzep-
tanz durch die Zuchtpraxis selbst steht also noch aus. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist aber
die Tatsache, dass bei einer staatlich anerkannten Einfiihrung genomischer Zuchtwerte bzw.
bei der dann moglichen breiten Vermarktung derartiger Bullen, ein einmaliger Effekt der
Mitnahme von fiinf Jahren Zuchtfortschritt realisiert werden kann. Dies ergibt sich daraus,
dass iiblicherweise erste Vermarktungen von Bullen im Alter von fiinf bis sechs Jahren mit
noch sehr friih geschitzten Zuchtwerten aus der Nachkommenpriifung stattfinden. Mit der
Einfiihrung der offiziellen genomischen Zuchtwertschitzung sind jedoch einjéhrige Bullen
bereits vermarktungsfihig und tragen so im Mittel den Zuchtfortschritt von 5 Jahren in sich.
In der deutschen Holstein-Zucht entspricht dies fiir den Gesamtzuchtwert beispielsweise dem
Zuchtfortschritt in der Gré3enordnung von nahezu einer Standardabweichung, wenn man un-
terstellt, dass die Sicherheit der genomischen Zuchtwertschétzung derjenigen aus der Nach-
kommenpriifung ebenbiirtig ist. Damit liegen auch die Top-Zuchtwerte aktueller einjéhriger
Jungbullen um nahezu eine Standardabweichung iiber den besten Zuchtwerten der jetzt ge-
rade Nachkommen gepriiften Bullen. Dieser einfache Zusammenhang sollte der Einfiihrung
und der Akzeptanz der genomischen Zuchtwerte den Weg ebnen; in dieser Deutlichkeit gilt
er allerdings nicht fiir Rassen und Populationen mit kleinen Lernstichproben, welche eine
niedrigere Sicherheit der genomischen Zuchtwertschitzung aufweisen.

3.3 Welche Tiere sollten genotypisiert werden?

Im von SCHAEFFER (2006) vorgeschlagenen Zuchtprogramm wird unterstellt, dass alle Bul-
len im Zuchtprogramm (bei der Geburt) sowie alle Bullenmiitter zu genotypisieren sind.
Dieser Vorschlag ist allerdings fiir die Bullenmiitter zu hinterfragen. Erstens muss unter der-
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zeitigen Bedingungen davon ausgegangen werden, dass nicht sdmtliche Kiihe einer Popu-
lation potentiell als Bullenmiitter mit SNP-Typisierung zur Verfiigung stehen. Eine Voraus-
wahl der Bullenmiitter wire also notig, welche sich zwar unter Umstinden auf genomische
Zuchtwerte ihrer Eltern stiitzen konnte, aber vermutlich auch ihren Phianotypwert enthalten
diirfte. Die Selektion von Bullenmiittern im Feld ist aber mit dem Problem der den ge-
schitzten Zuchtwert verzerrenden Sonderbehandlung behaftet. Weiter liefert die potentielle
Bullenmutter selbst durch wenige Eigenleistungen nur sehr ungenaue Zuchtwerte fiir niedrig
erbliche funktionale Merkmale. Fiir diese Merkmale kann also nicht davon ausgegangen
werden, dass wirklich eine hohe Selektionsschirfe fiir Bullenmiitter bei der Vorauswahl zur
Typisierung erzielt werden kann. Eine Auswahl potentieller Bullenmiitter nach genomischen
Zuchtwerten der Eltern (wenn denn iiberhaupt ein genomischer Zuchtwert fiir die Mutter
der Bullenmutter verfiigbar wiére) dndert nichts an der Tatsache, dass jeweils eine Meiose
bei Vater und Mutter noch zwischen ihrem Pedigree-Zuchtwert und ihrem eigenen additiv-
genetischen Wert stehen wiirde.

Dasselbe Argument gilt zweitens fiir den Schritt von Bullenmutter zum Sohn, auch hier
bringt eine weitere Meiose Zufilligkeiten, die, bezogen auf das vom Zuchtunternehmen ge-
wiinschte Produkt, den Jungbullen, eigentlich unerwiinscht sind. Zwar wiirde natiirlich auch
der Jungbulle noch typisiert, es miisste aber hinsichtlich der Vorauswahl potentieller Kandida-
ten wiederum vorgehalten werden, um unerwiinschte Varianten auszuschlieen. Damit stellt
sich schlieBlich die Frage, ob nicht jegliche Genomische Selektion direkt beim erwiinschten
Produkt, dem Jungbullen, ansetzen sollte, wenn es gilt, eine optimale Balance zwischen Ty-
pisierungskosten und Selektionsintensititen auf den verschiedenen Pfaden der Selektion zu
finden. Dies ist der Grundgedanke des sogenannten Bullenkilberzuchtprogramms, welches
KONIG und SWALVE (2009) in einer Modellkalkulation vorgeschlagen haben. In der genann-
ten Studie konnte gezeigt werden, dass eine Auswahl von potentiellen Bullen fiir den Besa-
mungseinsatz aus Bullenkilbern selbst dann erfolgversprechend ist, wenn lediglich zufillig
aus der Population gezogene Bullenkélber betrachtet werden, wobei allerdings anschlieSend
auf der Basis der genomischen Zuchtwerte scharf (< 0,1 %) selektiert wird. Diese Schluss-
folgerung ist somit nur als Anregung zu sehen, die aufzeigt, was liberhaupt moglich ist. Bei
einer tatsdchlichen praktischen Umsetzung konnte der Vorschlag auch leicht in der Weise
variiert werden, dass nur in besseren Herden und von den in diesen Herden stehenden tiber-
legenen Kiihen Bullenkilber zur Typisierung herangezogen werden. Doch auch bei dieser
Verfeinerung verbleibt das Problem der Kosten. Zukiinftig denkbare Szenarien sind einer-
seits die drastische Kostenreduktion heute erhiltlicher High-density-Arrays und andererseits
der Einsatz von Low-density-Arrays, welche entweder nur wenige (< 500) ausgewéhlte SNP
(WEIGEL et al. 2009) oder ca. 4000 gleichméBig tiber das Genom verteilte SNP enthalten
(WEIGEL 2010, pers. Mitt.). Im letzteren Fall ist iiber das sogenannte Imputing-Verfahren eine
Rekonstruktion der SNP-Genotypen fiir nicht auf dem Array befindliche SNP zur Anpassung
an High-density-Arrays moglich, und der Genauigkeitsverlust gegeniiber den hochdichten
Chips kann sehr gering gehalten werden. Mit dieser Technologie werden also gleichzeitig
zwei Fragen der in diesem Beitrag erorterten Punkte beriihrt: Die Frage nach der Moglichkeit,
grof3e Lernstichproben aus Individualphidnotypen zusammenzustellen, und die Frage danach,
welche Tiere innerhalb eines Zuchtprogrammes zu typisieren sind. Eigentlich ist letztere Fra-
ge lediglich die konsequente und simple Umsetzung eines sehr alten Prinzips der Tierziich-
tung: Scharfe Selektion fiihrt zu einem hohen Zuchterfolg, deshalb sollten moglichst viele
Tiere gepriift werden.
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4. Testherden in Zuchtprogrammen fiir Milchrinder

Der Begriff der Testherden entstammt urspriinglich der Beschreibung von Zuchtprogram-
men fiir Milchrinder, bei denen die Nachkommenpriifung der Jungbullen ausschlielich
oder vornehmlich in vertraglich an die Zuchtorganisation gebundenen Herden stattfindet.
In diesen Herden wird Jungbullensperma zu einem hohen Anteil (> 50 %) eingesetzt. Fiir
die Zuchtorganisation ergeben sich Vorteile bei der Organisation der Nachkommenpriifung,
die im Extremfall konkret nach Versuchsplan gestaltet werden kann. Insbesondere ergeben
sich auch Vorteile dadurch, dass die Palette der zu priifenden Merkmale gegebenenfalls
erweitert werden kann, wenn eine flichendeckende Erfassung derartiger neuer Merkmale
aus Kostengriinden kaum denkbar wire. In der Arbeit von SWALVE und KONIG (2007) wird
dieser Ansatz mit dem Vorschlag von SCHAEFFER (2000) fiir ein genomisches Zuchtpro-
gramm verkniipft.

Bullenmutter-Auswahl G-Selektierte
1. Selektionsschritt Bullenmutter
Haplotypen- b Eliteanpaarungen
Information mit besten Vatern

Periodischer

Abgleich Bullenkalb
Phénotypen - Haplotypen Haplotypen- ullenkalber
— neue Ph&notypen Information | 2- Selektlongschntt
— mehr SNP G-Selektion
— neue Umwelten bei Geburt
Unbeschrénkter
Einsatz
Testherden
— Typisierung aller Kuihe
Population

Abb. 4 Schema eines Zuchtprogramms zur Weiterfithrung der Genomischen Selektion (nach SWALVE und KONIG,
2007)

Abbildung 4 zeigt ein Schema fiir ein genomisches Zuchtprogramm mit Testherden. In den
Testherden sind alle Kiihe typisiert und konnen somit als Lernstichprobe dienen bzw. er-
weitern eine Lernstichprobe aus Bullen. Aufgrund neuer Anforderungen ist die rdumlich be-
grenzte Leistungspriifung fiir neue Merkmale bzw. Phianotypwerte moglich. Auch eine Auf-
teilung in verschiedene Subumwelten ist grundsétzlich denkbar. Der Rest des Schemas ist mit
demjenigen aus Abbildung 1 identisch. Zusammenfassend dienen die Testherden in einem
genomischen Zuchtprogramm folgenden Zwecken (SWALVE 2008):
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— Bildung der Grundlage der Merkmalserfassung fiir neue Merkmale;

— Schaffung der Grundlage fiir zukiinftige Lernstichproben;

— laufende Uberpriifung der Zuchtarbeit insbesondere bei Merkmalen, welche nur indirekt
ziichterisch bearbeitet werden;

— akkurate Erfassung des moglichen Auftretens genetisch bedingter Defekte.

Der dritte Punkt beriihrt diejenigen Merkmale, fiir die eine direkte Erfassung in der breiten Po-
pulation kaum einfiihrbar ist. Ein Beispiel ist die Eutergesundheit, welche iiblicherweise iiber
den Gehalt an somatischen Zellen in der Milch ziichterisch bearbeitet wird — aber damit keines-
wegs im eigentlichen Sinne erschopfend gepriift ist. In Testherden konnte die Eutergesundheit
neben der Erfassung des Zellgehaltes auch direkt iiber Krankheitsdaten erfasst werden.

Die ersten drei Punkte sind miteinander eng verzahnt: Neue Merkmale werden aufgrund
okonomischer oder sonstiger Griinde in das Zuchtziel aufgenommen, sollen damit auch in die
Genomische Selektion integriert werden und miissen hinsichtlich der ziichterischen Effekte
auch noch laufend weiter gepriift werden.

Die zukiinftigen Themenfelder fiir die Zuchtzielgestaltung beim Milchrind sind neben
den Merkmalen der Milchleistung insbesondere funktionale Merkmale und Merkmale der
Gesundheit, der Beitrag der Milchviehhaltung zum Klimaschutz sowie die Produktqualitét
(spezifische Inhaltsstoffe). Auf die Themen Klimaschutz und Produktqualitit soll an dieser
Stelle nicht ndher eingegangen werden. Es ist allerdings wahrscheinlich, dass eine ziichte-
rische Verbesserung von Merkmalen auf diesen Themengebieten nicht auf einer flichende-
ckenden Leistungspriifung im herkommlichen Sinne basieren wird.

Auch heute schon stehen funktionale Merkmale und Merkmale der Gesundheit bzw.
Krankheitsresistenz im Fokus ziichterischer Anstrengungen in Milchrinderzuchtprogram-
men. Fiir die Erfassung bzw. Leistungspriifung von Krankheitsmerkmalen kann man die For-
men der Leistungspriifung, wie in Abbildung 5 angegeben, gliedern (SWALVE 2007).

Erfassung von Merkmalen
der Pradisposition
(ohne Erkrankung des Tieres)

I

Erfassung klinischer und subklinischer
Erkrankungen in kompletten Zeitgeféahrtengruppen

A
Direkte Erfassung von Erkrankungen Erfassung uber Hilfsmerkmale
i Unter . .
Feld Station Challenge |EXterieurmerkmale Sonstige

Abb. 5 Leistungspriifung fiir Krankheitsmerkmale nach SWALVE (2007)
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Die einfachste Form der Erfassung ist das bloe Sammeln von Daten aus der Feld- bzw. der
Stationspriifung, wobei die Challenge-Umwelt eigentlich schon einen verstirkten Eingriff
darstellt. Der wesentliche Grundsatz jeder Leistungspriifung beim Nutztier ist aber, nicht
einfach nur Daten zu sammeln, sondern Festlegungen hinsichtlich der zu priifenden Zeitge-
fahrtengruppe zu treffen. Die allererste Vorschrift wire dabei diejenige, dass immer eine voll-
standige Zeitgefahrtengruppe (z. B. Herde) zu einem Zeitpunkt gepriift wird. Nur mit diesem
Vorgehen ist eine anschlieende statistisch saubere Korrektur der Daten fiir Umwelteinfliisse
moglich. SchlieBlich wird es notig sein, Merkmale zu entwickeln, welche eine Aussage iiber
die Prédisposition fiir eine Krankheit erlauben, ohne dass Erkrankungen schon vorliegen.
Dies konnen z. B. physiologische Marker oder natiirlich auch genetische Marker sein.

Zum Thema Leistungspriifung fiir funktionale Merkmale und Merkmale der Gesundheit
wird hdufig eingewendet, dass auf diesem Gebiet gemachte Anstrengungen ohnehin nur einen
begrenzten Erfolg haben wiirden, weil die Heritabilitéit dieser Merkmale niedrig sei. Hierzu ist
zu sagen, dass es die ureigenste Aufgabe des Tierziichters ist, Merkmale so zu definieren bzw.
neu zu schaffen und in moglichst standardisierter Form zu priifen, dass jeweils die Heritabilitét
innerhalb der vorgegebenen, aber meist weiten biologischen Grenzen maximiert wird.

Im Folgenden seien hinsichtlich der Maximierung der Heritabilitit fiir gemeinhin als nied-
rig erblich angesehene Merkmale zwei Beispiele genannt. Gerade beim Milchrind ergeben
Schitzungen fiir die Heritabilitdt der Reproduktionsmerkmale auf der Basis von Besamungs-
daten tiblicherweise nur sehr niedrige Werte in der Gré3enordnung von wenigen Prozent. Der
gesamte Komplex der Fruchtbarkeit zerféllt physiologisch gesehen in sehr unterschiedliche
Teilkomplexe, von denen hier die wichtigsten genannt werden sollen: Nach einer Kalbung
konnen zunidchst klinische Storungen der Reproduktionsorgane auftreten, anschlieend ist
zu fragen, wann iiberhaupt ein regelmifBiger Zyklus wieder einsetzt, Brunstsymptome kon-
nen unterschiedlich stark ausgeprigt sein, die Ovulation kann gestort sein, die Befruchtung
selbst ist nicht beobachtbar, aber von zentraler Bedeutung, danach sollte eine Implantation
erfolgen, und schlieBlich sollte die Trichtigkeit auch aufrecht erhalten bleiben. Mit einem
herkémmlichen Merkmal wie der Zwischenkalbezeit wird versucht, alle genannten Vorginge
in einem Parameter zusammenzufassen, obschon offensichtlich ist, dass sehr unterschiedliche
physiologische Vorginge und damit wohl auch Gene eine Rolle spielen. Ein Ansatz fiir neue
Merkmale ist es nun, einzelne, physiologisch enger gefasste Merkmale auch einzeln zu erfas-
sen. In Arbeiten aus Schottland und Schweden (RoyAL et al. 2002a, b, PETERSSON et al. 2007)
wurde ein Ansatz gefahren, durch eine Bestimmung des Progesterongehaltes in der Milch
nach der Kalbung den Zeitpunkt des Wiedereinsetzens des Zyklus direkt zu ermitteln. Hierzu
sind nicht unbedingt tdgliche Bestimmungen, sondern Messungen in einer Frequenz von ein-
bis zweimal wochentlich erforderlich. Aus der Héufigkeit der Werte iiber einem bestimmten
Grenzwert konnen dann geeignete metrische Variablen abgeleitet werden. Heritabilitdtsschit-
zungen ergaben Werte in der Groflenordnung von 0,10 bis 0,30 je nach Probenfrequenz und
Definition des Merkmals. Der Aufwand fiir Probengewinnung und Laborarbeit — wobei es
heute sogar On-farm-Analysegerite gibt — ist natiirlich fiir eine ganze Milchrinderpopulation
kaum zu leisten, fiir eine Subpopulation von Testherden ist es aber ein gangbarer Weg.

Das zweite Beispiel ist die Erhebung von Befunden zu Krankheiten und Aberrationen an der
Klaue beim Klauenschnitt. Seit 2002 besteht in der Arbeitsgruppe des Autors eine Zusammen-
arbeit mit einem professionellen Klauenpfleger, der schon seit dem Jahr 2000 seine gesamte Ar-
beit und alle Befunde per Hand-Held-Computer dokumentiert. Mittlerweile ist die resultierende
Datenbank auf 79000 Befunde von 26000 Kiihen (regelmiflige, mehrfache Klauenpflege je
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Kuh) angewachsen und die Grundlage fiir eine Reihe von Untersuchungen gewesen. Insgesamt
werden 17 verschiedene Befunde je GliedmaBie dokumentiert, wobei subklinische wie klinische
Fille erfasst werden. Entscheidend ist auch, dass jeweils die gesamte Herde zu einem Zeitpunkt
der Klauenpflege unterzogen wird. Dieser Umstand erfiillt somit die wesentliche, oben schon
erlduterte Anforderung der Erfassung einer kompletten Zeitgefahrtengruppe. Hinsichtlich der
Schitzung der Heritabilitit ergeben sich je nach Befund (Krankheit) und Auswertungsmodell
Werte in der GroBenordnung von 0,10 bis 0,30 (SWALVE et al. 2008). Herkommlich wird die
ziichterische Verbesserung des Fundaments nur auf der Basis von Beschreibungen des Exteri-
eurs betrieben. Derartige Phénotypen sind aber vom Zielmerkmal, der direkten Beschreibung
des Gesundheitszustands, weit entfernt und auch nicht geeignet, zu einem nennenswerten
Zuchtfortschritt in der Klauengesundheit beizutragen (KONIG und SWALVE 2006). Es kann ein-
gewendet werden, dass trotz der Grofle und Aussagefihigkeit des vorhandenen Datenmaterials
aus der Klauenpflege keine Verallgemeinerungen getroffen werden diirfen. Natiirlich bedeutet
dies Beispiel nicht, dass es moglich wire, flichendeckend iiber eine ganze Population ein derar-
tig qualitativ hochwertiges Erfassungssystem zu implementieren. Wiederum gilt aber, dass dies
unter engagierter zentraler Anleitung auch mit mehreren Klauenpflegern in einer Testherden-
Subpopulation moglich sein miisste.

Beide Beispiele zeigen, dass bei intensiver Bemiihung und unter Verzicht auf einen fli-
chendeckenden Anspruch neue Merkmale im Komplex Funktionalitidt und Gesundheit ,,ge-
schaffen” werden konnen, welche auch den Anforderungen an die Zusammenstellung einer
Lernstichprobe aus Individualphidnotypen gerecht werden wiirden, also nicht extrem niedrige
Heritabilititen aufweisen. Damit wird fiir die Zukunft ein ,,Standard-Zuchtprogramm* nach
dem Schema in Abbildung 4 immer wahrscheinlicher.

5. Schlussfolgerungen

Die Genomische Selektion beim Milchrind auf der Basis von hochdichten SNP-Arrays ist
tatsdchlich als eine revolutionidre Verdnderung der Zuchtmethoden anzusehen und historisch
lediglich mit der Einfiihrung der kiinstlichen Besamung vergleichbar. Dabei ist die Grof3e der
Lernstichprobe ein ganz wesentlicher Faktor zur Erzielung hoher Sicherheiten der Zucht-
wertschitzung. Zukiinftig werden Lernstichproben nicht nur aus Genotypwerten von Bullen
mit sehr sicher geschitzten Zuchtwerten bestehen, sondern auch aus individuellen Phéno-
typwerten von typisierten Kiihen gebildet werden. Dies gilt nicht nur fiir grole Populatio-
nen und Rassen, sondern auch fiir kleine Populationen, bei denen die erforderliche Anzahl
sicher gepriifter Bullen kaum zusammengestellt werden kann. Gleichzeitig ist zu beachten,
dass zukiinftige Zuchtziele und Priifmerkmale fiir diese Zuchtziele gerade auf den Gebieten
Funktionalitédt, Gesundheit, Klimaschutz und Produktqualitét es erfordern werden, dass eine
Reihe von neuen Merkmalen die bisherige Merkmalspalette teilweise ersetzen und teilweise
erginzen wird. Fiir jedes neue Merkmal sind aber damit auch gleichzeitig neue Lernstichpro-
ben notig, welche nicht tiber den Riickgriff auf zuriickliegende Bullengenerationen gebildet
werden konnen. Auch dieser Umstand spricht dafiir, zukiinftig Lernstichproben aus Kiihen in
Testherden in Ergdnzung zu den vermutlich wenigen neuen Bullen, welche sichere Zuchtwer-
te in neuen Merkmalen aufweisen, zu bilden.

Hinsichtlich der Frage, welche Tiere als Kandidaten fiir potentielle Selektionsentschei-
dungen zu typisieren sind, gilt der simple Grundsatz, dass um so schérfer selektiert werden
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kann, je mehr Tiere gepriift wurden. Fiir die Milchrinderzucht ist auch entscheidend, dass das
zu vermarktende Produkt einer Zuchtorganisation der Bulle ist. Folglich sollten in moglichst
grofer Stiickzahl Bullenkilber typisiert werden, wobei auch ein sogenannter Low-density-
Array zur Anwendung kommen kann, wenn dies denn die Kosten entscheidend senkt.
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Anwendungen der Individualtypisierungen
beim Milchrind

Gudrun A. BRockMANN, Ralf H. BORTFELDT und Lea G. ZIELKE (Berlin)
Mit 4 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

Neben DGAT1 (Diacylglycerol-O-acyltransferase 1) wurden die aus humanen genomweiten Assoziationsstudien
bekannten Adipositas-assoziierte Kandidatengene BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) und FTO (Fat mass
and obesity associated gene) ausgewihlt, um deren Einfluss auf die Fettmenge der Milchkuh zu untersuchen. Die
Untersuchungen wurden an ca. 2400 Bullen der Rasse Deutsche Holstein durchgefiihrt und die Ergebnisse an einer
Population von ca. 1500 Milchkiihen unter Produktionsbedingungen verifiziert. Die Effekte der beiden untersuchten
humanen Gene BDNF und FTO erklirten 2,20 und 0,125 % der Varianz im Originalzuchtwert fiir die durchschnitt-
liche Fettmenge in der 1. bis 3. Laktation in der untersuchten Bullenpopulation. Die Ergebnisse konnten unter Pra-
xisbedingungen in der Kuhpopulation bei Verwendung der Eigenleistungsdaten bestitigt werden. Die bei den Bullen
und bei den Kiihen gefundenen Effekte sind fiir die untersuchten Gene dhnlich. Die vorgestellten Untersuchungen
haben gezeigt, dass Gene wie BDNF und FTO, die beim Menschen den Fettansatz beeinflussen, Einfluss auf die
Milchfettmenge beim Rind haben. Vergleichende Untersuchungen der Effekte von SNP-Allelen und Haplotypen
zeigen, dass Haplotypen bei allen untersuchten Genen einen genaueren Informationsgehalt besitzen als die einzelnen
SNPs, die den Haplotypenblock bilden. Die ,Fettgene* konnten iiber ihre Rolle fiir die Energiebalance auch zur
Tiergesundheit und Reproduktion beitragen.

Abstract

Beside DGATI (Diacylglycerole-O-acyltransferase 1), the candidate genes BDNF (Brain-derived neurotrophic fac-
tor) and FTO (Fat mass and obesity associated gene), which were shown to be associated with adiposity in genome-
wide association studies in human, were selected to investigate their impact on the fat yield of dairy cows. The analy-
ses were conducted with about 2,400 bulls of the breed Deutsche Holstein and results were validated in a population
of about 1,500 dairy cows under production conditions. Effects of the genes BDNF and FTO explained 2.20 % and
0.125 %, respectively, of the variance in the original breeding value within the analysed bull population and for the
averaged fat yield over lactations one to three. These results were reproducible under production conditions using
milk performance data of the reference dairy cow population. Effects found in the bull and cow population are similar
for the analysed genes. The herein presented results demonstrate that genes like BDNF and FTO, not only influence
body fat in human, but as well affect the milk fat content in dairy cattle. Analyses of allele effects showed that haplo-
types carry larger information content than the single SNPs that form the haplotype block. Due to their role in energy
balance, these “fat genes” may contribute to animal health and reproduction.

1. Einleitung
Das Ziel der modernen Genomanalyse besteht in der umfassenden Typisierung des Genoms
eines Tieres und der Nutzung dieser genetischen Information fiir die moglichst zuverldssige

Vorhersage seiner Eigenschaften. Gegenwirtig werden deshalb grofle Anstrengungen unter-
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nommen, genomische Zuchtwerte mit hochster Genauigkeit zu berechnen. Um eine hohe Ge-
nauigkeit in der genomischen Zuchtwertschitzung zu erreichen, sind umfangreiche Vorunter-
suchungen an groflen Populationen notwendig, in denen genetische Assoziationen zwischen
genetischen Markern und Leistungs- oder Fitnessmerkmalen analysiert werden. Je mehr Mar-
ker am Einzeltier getestet werden und je dichter die Marker das gesamte Genom abdecken,
desto treffsicherer und liickenloser konnen Assoziationen zwischen Markern und Merkmalen
in einer begrenzten Populationsgrofle aufgedeckt werden. Der Umfang und die Struktur der
Population sind von besonderer Bedeutung fiir die sichere Schitzung der Richtung und Grofie
der Effekte an den merkmalsassoziierten Orten im Genom. In den vergangenen zwei Jahren
wurde in breitem Umfang die Typisierung von Einzelbasenpaarpolymorphismen (Single Nu-
cleotide Polymorphism = SNP) mittels der allelspezifischen Chip-Hybridisierungstechnologie
durchgefiihrt. Fiir das Rind standen dafiir die 54001 bovinen SNP-tragenden BovineSNP50-
Beadchips (MATUKUMALLI et al. 2009) der Firma Illumina zur Verfiigung. Von den auf dem
Chip verankerten SNPs sind etwa 84 % in der Deutschen Holstein-Population informativ.
Darunter werden SNPs verstanden, von denen zwei Allele in der Population auftreten, wobei
in der Regel eine minimale Allelfrequenz von 1% zugrunde gelegt wird (CHAN et al. 2009,
KHATKAR et al. 2008).

Gegenwirtig findet ein 600000 SNP tragender Chip Einzug in Untersuchungen des Ge-
noms von Rindern in verschiedenen Populationen. Damit kann das Genom noch dichter mit
genetischen Markern abgedeckt werden, was einen hoheren Gehalt an genetischer Informati-
on verspricht und damit eine hohere Genauigkeit und Liickenlosigkeit in der Identifizierung
von Markern, die mit Merkmalen assoziiert sind, erwarten ldsst. Durch eine dichtere Cha-
rakterisierung des Genoms kann die Schitzung der Effekte der Allelvarianten zuverldssiger
erfolgen.

Die enorme genomische Informationsdichte kann neben der Vorhersage von genomischen
Zuchtwerten auch genutzt werden, um einzelne Merkmale hinsichtlich der molekularen De-
termination genetischer Effekte genauer zu betrachten. In dieser Studie wurden Individualty-
pisierungen von 2402 Deutsche Holstein-Zuchtbullen, die mit dem BovineSNP50-Beadchip
erzeugt wurden (MATUKUMALLI et al. 2009), genutzt, um Gene genauer zu analysieren, die
potentiell Einfluss auf den Energiehaushalt eines Tieres nehmen konnen. Gene, fiir die in die-
ser Bullenpopulation signifikante genetische Effekte nachgewiesen werden konnten, wurden
nachfolgend in einer unabhingigen Population von 1467 Kiihen typisiert, um die Effekte zu
bestitigen und damit die Zuverlédssigkeit der Ergebnisse aus der Bullenpopulation zu erho-
hen. Aulerdem konnte mit den Daten gezeigt werden, welchen Vorteil die Auswertung von
Haplotypen gegeniiber der von einzelnen SNPs hat.

2. Milchfettmenge und Energiehaushalt

Die wihrend der Laktation erzeugte und vom Tier abgegebene Milchfettmenge ist ein we-
sentlicher Bestandteil des Energiehaushalts einer Kuh. Damit ist die Regulation der mit der
Milch abgegebenen Fettmenge aulerordentlich bedeutsam fiir die Energiechomdostase eines
Tieres. Die Gesundheit der Milchkuh ist in hohem Malie von der Aufrechterhaltung der Ener-
giebalance abhéngig. Diese wird durch die Energieaufnahme, den Energieverbrauch und die
Energieabgabe bestimmt. Die Energieaufnahme wird durch die Futteraufnahme begrenzt. Der
Energieverbrauch schliefit die Stoffwechselleistung, die Mobilisierung von Energieressour-
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cen, insbesondere im Fettgewebe und im Muskel, und die Speicherung tiberfliissiger Energie
wiederum in Form von Fett oder Proteinen ein. Ein wesentlicher Teil der Energie wird durch
Thermogenese und bei der laktierenden Kuh in Form der erzeugten Milch abgegeben. In
der Milch liefert das Milchfett den grofiten Teil der Energie. Um den Energiebedarf fiir die
Synthese von Milchinhaltsstoffen zu decken, werden insbesondere im ersten Laktationsdrittel
Korperenergiedepots mobilisiert.

Etwa die Hilfte der Energie in der Milch stammt aus dem Milchfett (JENSEN 1995,
ScHLIMME und BUCHHEIM 1999, Tab. 1). Die Heritabilitit der Fettmenge ist hoch. Sie wird
mit durchschnittlich 0,60 angegeben (BRADE und FLACHOWSKY 2005). Die Korrelationskoef-
fizienten zwischen dem Fettgehalt und der Fettmenge werden mit 0,28 bis 0,38 fiir die phino-
typische Korrelation und 0,06 bis 0,30 fiir die genetische Korrelation beziffert (FAHR 2003).
Die phénotypische Korrelation zwischen Eiweif3gehalt und Fettmenge betrigt 0,11 bis —0,02
und die genetische Korrelation —0,01 bis —0,33 (FAHR 2003). Der Fett-Eiwei3-Quotient wird
hiufig herangezogen, um die Stoffwechselleistung eines Tieres zu beurteilen. Dabei wird ein
Grenzwert von 1,5 empfohlen, der bei Uberschreitung einen Hinweis auf Stoffwechselsto-
rungen geben soll. In mehreren Untersuchungen wurde jedoch gezeigt, dass ein Fett-Eiweil3-
Quotient groBer 1,5 kein sicheres Merkmal fiir Stoffwechselstérungen ist (MAHLKOW-NERGE
2009). Deshalb besteht nach wie vor eine wichtige Aufgabe darin, ein geeignetes Mal} zur
Einschitzung der Energiechomdostase eines Tieres zu finden, um damit einen friihzeitigen
Hinweis auf eine Stoffwechselstorung zu erhalten. Informationen iiber Gene, die die Milch-
fettmenge regulieren, konnten dazu einen Beitrag leisten.

Tab. 1 Zusammensetzung der Milch

Fett % Protein % Laktose % Referenz
3,7 (3,5-5.,5) 3,4 4,6 JENSEN 1995
2,0-7,0 2,5-6,0 3,5-5.5 ScHLIMME und BUCHHEIM 1999

Gene, die einen Einfluss auf die mit der Milch abgegebene Fettmenge haben, konnen auch
eine grundsitzliche Rolle in der Regulation des Energiehaushalts spielen. Sie konnen direkt
am Stoffwechsel beteiligt sein, zur Bildung und Mobilisierung von Korperfettdepots beitra-
gen, die Energieaufnahme steuern oder zur Thermogenese fiihren. Diese Gene entfalten ihre
Wirkung nicht nur im Zielorgan, dem Euter, sondern auch zentral in verschiedenen Hirnarea-
len und deren peripheren Erfolgsorganen. Eine zentrale Rolle spielt dabei der Hypothalamus
mit dem Nucleus arcuatus, von dem periphere Signale in POMC- und NPY-Neurone aufge-
nommen, weitergeleitet und im Paraventrikuldren Nukleus reflektiert werden, um systemische
Reaktionen in peripheren Organen auszuldsen (ELMQUIST und FLIER 2004). Diese fiihren zur
Verstiarkung oder Reduktion des Fressens selbst, der Mobilisierung der Korperenergiereser-
ven und der Regulation von Stoffwechselprozessen einschlieflich der Thermoregulation.
Die Laktation ist ein Ergebnis der Evolution der Sdugetierspezies. Sie ist essentiell fiir die
Reproduktion der Art. Entsprechend phylogenetischer Untersuchungen zur Verwandtschaft
existierender Séugetierspezies haben Rind und Mensch einen gemeinsamen Vorfahren vor
etwa 98,9 Millionen Jahren (LEMAY et al. 2009). Aus der Rolle der Laktation fiir die Sduge-
tiere kann man ableiten, dass die Mechanismen zur Synthese der Milch und ihrer Inhaltsstoffe
sowie zur Regulation der Energiechomdoostase wihrend der Laktation konserviert sind. Des-
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halb wire zu erwarten, dass Gene, die z. B. den Fettansatz beim Menschen regulieren, auch
die Milchfettmenge beim Rind beeinflussen konnten. Ein Homologievergleich von Kandida-
tengenen auf DNA- und insbesondere Proteinebene kann also einen Hinweis auf die Rolle
eines Genes fiir bestimmte Stoffwechsel- oder Regulationsfunktionen geben.

Beim Menschen wurden umfangreiche genomweite Assoziationsstudien in verschiedenen
Populationen durchgefiihrt, um Gene zu finden, die zur Fettleibigkeit beitragen (LINDGREN
et al. 2009, SCHERAG et al., THORLEIFSSON et al. 2009, WILLER et al. 2009). Die Gene MC4R
(Melanocortin-4-Rezeptor) (GELLER et al. 2004, Loos et al. 2008), INSIG2 (Insulin-induced
Gene-2) (HED et al. 2009, LyoN et al. 2007) und FTO (Fat mass and obesity associated
gene) (DINA et al. 2007, FRAYLING et al. 2007, HINNEY et al. 2007) haben in verschiedenen
Studien wiederholt einen Einfluss auf die Korpermasse gezeigt und gelten daher als Gene, die
sicher den Fettansatz beeinflussen. Die 1103-Variante vom MC4R-Gen fiihrt z. B. zu einer
Reduktion des Body-Mass-Indexes um 0,5 kg/m?, sowohl bei Jugendlichen als auch bei il-
teren Menschen. Varianten im INSIG2-Gen fiihren zur Veridnderung des Body-Mass-Indexes
um 0,8 kg/m?2. Das sind sehr geringe Effekte, gemessen an der Gewichtsdifferenz zwischen
normal- und iibergewichtigen Menschen.

3. Die genetische Architektur komplexer Merkmale

Dreiundzwanzig humane Gene werden zurzeit als Kandiatengene fiir den Fettansatz dis-
kutiert. Neben dem oben erwihnten FTO-Gen befindet sich darunter auch das BDNF-Gen
(brain-derived neurotrophic factor) (THORLEIFSSON et al. 2009). Die Zahl der neu identifi-
zierten humanen Gene mit einem Einfluss auf den Fettansatz steigt weiter. Die Effekte der
gefundenen Gene auf den Fettansatz, beim Menschen meist gemessen als Body-Mass-Index,
sind sehr klein. Das widerspiegelt sehr gut den polygenen und komplexen Charakter der ge-
netischen Determination dieses Merkmals, obwohl eine hohe Heritabilitdt vorliegt (MANOLIO
et al. 2009). Ahnliche Beobachtungen werden z. B. auch fiir die Milchmenge und -zusam-
mensetzung gemacht. DGAT als das am besten untersuchte Gen fiir dieses Merkmalsspek-
trum ist beim Rind ein Hauptgen und erkldrt nur etwa 10 % der genetischen Varianz in einer
Population. Alle weiteren Gene haben geringere Effekte auf die Merkmalsvarianz. Diese
Komposition der Komplexitit liegt fiir die meisten ziichterisch relevanten Merkmale vor.

Die Variabilitit eines Merkmals in der Population wird durch die genetische Architektur,
durch die das Merkmal determiniert ist und die in Wechselwirkung mit der Umwelt steht,
bestimmt (HiLL et al. 2008). Die genetische Architektur solcher komplexer Merkmale wird
vor allem durch vier Faktoren bestimmt:

— die Anzahl der Allele, die zum Merkmal beitragen (das kénnen auch mehrere an einem
Genort sein);

— die Frequenzen der einzelnen Allele in der Population (die selten oder hdufig vorkommen
konnen);

— die Effektgrofie der einzelnen Allele (und moglicherweise deren Penetranz) sowie

— die Art und Weise des Zusammenwirkens der Allele (additiv oder in Wechselwirkung).

Wihrend die zwei Allele eines SNPs nur zwei Gruppen von allelischen Effekten definieren
konnen und damit drei Genotypengruppen moglich sind, erlauben die in der Regel mehr als
zwei Haplotypen in einem Haplotypenblock einen differenzierteren Blick auf die untersuchte
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Population. Es konnen mehrere alternative Allele an diesem Ort unterschiedliche Phénotypen
determinieren. Damit ist ein weitaus differenzierterer Satz an Genotypengruppen moglich.

Haplotypenblocke konnen als genomische Regionen betrachtet werden, in denen die
SNPs in einem sehr hohen Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) ste-
hen. Solche Regionen werden meist auf Grund geringer Rekombinationsraten gemeinsam
vererbt. Die Léinge eines Haplotypenblocks wird durch die Hiufigkeit von Rekombinatio-
nen zwischen benachbarten SNPs bestimmt. Bei der Bestimmung von Haplotypenblocken
wird meist die Stirke des Kopplungsungleichgewichts zwischen zwei benachbarten SNPs
(paarweises LD) mittels des normalisierten Mafes fiir allelische Assoziationen D' oder 12
bestimmt (LEWONTIN und Kojima 1960, HiLL und ROBERTSON 1968). D' beruht auf der
Schitzung von Verbundwahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten der Allelkombinationen an
den zwei untersuchten Loci. Ein Wert von D' = 1 bezeichnet die perfekte Korrelation der
Allele zwischen den beiden untersuchten SNPs. Fiir die Zusammenfassung von SNPs zu
Haplotypenblocken wird jedoch nicht unbedingt perfekte Assoziation gefordert. Kleine Ab-
weichungen im SNP-Muster konnen zugelassen werden. Im Allgemeinen kann man folgen-
den Zusammenhang erwarten: Je strenger die Vorgabe an D' ist (je ndher an 1), desto ofter
werden zwei benachbarte SNPs zwei verschiedenen Blocken zugeordnet. Die Folge davon
ist eine groere Anzahl kiirzerer Blocke (SCHMITT und BROCKMANN 2007). Werden dagegen
die Schwellenwerte auf geringere Werte von D' oder 12 gesetzt, resultieren daraus weniger,
aber ldngere Blocke.

Unter Haplotyp wird die Serie benachbarter DNA-Varianten auf einem Chromosom ver-
standen, die gemeinsam vererbt wird. Diplotypen sind entsprechend Kombinationen zweier
Haplotypen auf homologen Chromosomen. Die Anzahl der Allele steigt mit der Anzahl der
SNPs in einem Haplotypenblock. Die Anzahl moglicher Haplotypen (ng,..ut) errechnet sich
theoretisch aus der Anzahl der SNPs (ngyp), die zum Haplotypenblock beitragen

Nypheopr = 20SNP, [1]

Die Anzahl der tatsédchlich auftretenden Haplotypen (Kombinationen von Allelen auf einem
DNA-Strang) héngt jedoch davon ab, zu welchen Zeitpunkten in der Evolution die Mutatio-
nen entstanden sind und Verbreitung gefunden haben. Die Anzahl der moglichen Diplotypen
(npy) errechnet sich aus der Anzahl beobachteter Haplotypen (n,gqr) liber die Formel

Npt = nObSHT (nObSHT T+1)/2. [2]

In Assoziationsstudien wird iiblicherweise fiir jeden SNP ermittelt, ob die zwischen verschie-
denen Individuen vorhandenen Allele mit einem Phénotyp korrelieren. Ist der Zusammen-
hang zwischen Genotyp und Phénotyp statistisch signifikant, kann das Gen, aus dem der SNP
stammt, oder das zumindest in der Nidhe des SNPs liegt, als Kandidatengen fiir weitergehende
Untersuchungen betrachtet werden. Wenn nicht eingehend bekannt ist, dass der SNP ursich-
lich das Merkmal verédndert, wird davon ausgegangen, dass der SNP in einem engen Kopp-
lungsungleichgewicht mit dem ursédchlichen SNP steht.

Fiir die Durchfiihrung von Assoziationsstudien auf der Grundlage von Haplotypenblo-
cken gibt es zwei wesentliche Vorteile gegeniiber den Tests von einzelnen SNPs. Da Haplo-
typenblocke aus zwei oder mehreren SNPs bestehen, kann die Anzahl der auszufiihrenden
statistischen Tests reduziert werden. Dadurch kann das Problem des multiplen Testens, das
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bei massenweisem Testen einzelner SNPs fiir die Berechnung der statistischen Signifikanzen
entsteht, drastisch reduziert werden. AufSerdem wird durch die verschiedenen Haplotypen,
die einen Haplotypenblock bilden, die genomische Struktur der untersuchten Population
deutlich, die selbst in der Assoziationsanalyse beriicksichtigt werden sollte.

Die meisten Effekte identifizierter DNA-Varianten, die signifikant mit einem komple-
xen Merkmal assoziiert sind und in genomweiten Studien gefunden wurden, sind klein. Das
DGAT1-Gen, das etwa 10% der phidnotypischen Varianz der Milchzusammensetzung und
-menge in Holstein-Populationen erklirt, kann als Hauptgen betrachtet werden. Weitere Gene
leisten nur einen geringen Beitrag (SCHOPEN et al. 2009, SCHENNINK et al. 2009). In huma-
nen Studien lagen die meisten Genotypeneffekte bei geringen Odd-Ratios zwischen 0 und 1
(http://www.genome.gov/gwastudies). Fiir eine Reihe von 97 verschiedenartigen Merkmalen,
die in sechs Kategorien eingeteilt wurden (Verhalten, Himatologie, Stoffwechsel, Bioche-
mie, Immunologie, Plethysmografie), wurden in heterogenen Mauspopulationen Geneffekte
zwischen 3 und 5% geschitzt (VALDAR et al. 2006). Des Weiteren wurden in mehr als 250
Knockout-Miusen erwartete abnormale Phanotypen nur zu einem sehr geringen Prozentanteil
gefunden (http://www.informatics.jax.org/external/ko). Sie betrugen 17 % fiir Open-Field-
Aktivitit, 10 % fiir den Cholesterinspiegel, fiir viele weitere Merkmale lagen sie jedoch unter
10 % (FLINT und MAckAY 2009).

Das spezifische Zusammenwirken der DNA-Varianten innerhalb eines Haplotypen auf
einem Chromosom kann jedoch zur Bildung von ,Superallelen” fiihren, die einen stirker
ausgeprigten Phianotyp besitzen als ein Allel an einem einzelnen SNP-Lokus (ZIEGLER und
KoOnNIG 2006). Das Auffinden von Allelen, die an der Ausfiihrung eines Merkmals beteiligt
sind, hingt neben dem Alleleffekt von der Allelefrequenz des Allels ab, das maBgeblich vom
durchschnittlichen Alleleffekt in der Population abweicht. Fiir seltene Allelvarianten sind
Haplotypenstudien effizienter als direkte SNP-Analysen. Sie konnen aber die Stirke zum
Nachweis von Assoziationen reduzieren (SCHAID 2004).

4. Testung von Kandidatengeneffekten auf die Milchfettmenge beim Rind

4.1 Auswahl der Gene

Humane Adipositas-assoziierte Kandidatengene wurden genutzt, um zu untersuchen, ob
diese Gene beim Rind einen Einfluss auf die erzeugte Fettmenge eines Individuums haben,
wobei die von der Kuh erzeugte Milchfettmenge als Merkmal analysiert wurde. Fiinfzehn
der zurzeit 23 publizierten humanen Gene haben eine Proteinidentitit von mehr als 80 %
zwischen Mensch und Rind (FREDRIKSSON et al. 2008). Sie konnen damit als evolutiondr
hochkonserviert auf der Proteinebene eingestuft werden. Solche Gene gelten als besonders
gute Kandidaten fiir speziesiibergreifende Untersuchungen, da vermutet werden kann, dass
die Funktion dieser Genprodukte dhnlich ist.

Im Nachfolgenden stellen wir beispielhaft Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss
der beiden humanen Kandidatengene BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) und FTO
(Fat mass and obesity associated) auf die Milchfettmenge in der 1. bis 3. Laktation beim
Rind dar. Zur besseren Veranschaulichung der erhaltenen Ergebnisse beziehen wir DGAT1
(Diacylglycerol-O-acyltransferase 1) als das am besten untersuchte ursidchliche Gen fiir un-
terschiedlichen Milchfettgehalt beim Rind in die Untersuchungen ein.
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4.2 Untersuchte Tierpopulation, Genotypen, Phinotypen

4.2.1 Bullenpopulation

Genotypendaten. In die Untersuchungen wurden 2402 Zuchtbullen der Rasse Deutsche Hol-
stein-Friesian einbezogen. Als genetische Marker lagen Genotypen von 54001 SNPs des Illu-
mina-BovineSNP50-Beadchips vor. Von den 2402 Bullen wurden 48 wegen geringer Genoty-
pisierungseffizienz (>10 % fehlende SNP-Daten) ausselektiert. Insgesamt wurden 8748 SNPs
aus den Untersuchungen entfernt, weil Genotypisierungen in mehr als 10 % der Tiere fehlten
(749 SNPs) oder weil die Allelfrequenz des Minderheitenallels unter 1 % (7998 SNPs) lag.

Phdnotypendaten. Von allen genotypisierten Bullen lagen die Originalzuchtwerte (OZW)
fiir die Milchproduktionsmerkmale (Milchmenge [MY], Proteingehalt [P%], Proteinmenge
[PY], Fettgehalt [F%] und Fettmenge [FY]) vor. Die Zuchtwerte wurden von der VIT GmbH
(Verden, Deutschland) im August 2009 bezogen. Zuchtwerte waren fiir die Laktationen 1 bis
3 und fiir den Durchschnitt aller 3 Laktationen vorhanden. Den nachfolgenden Ergebnissen
liegen die Zuchtwerte fiir die durchschnittlichen Milchfettmengen von der 1. bis zur 3. Lak-
tation zugrunde.

4.2.2 Kuhpopulation

Genotypendaten. Fiir Validierungsstudien signifikanter Effekte aus der Bullenpopulation in
genomischen Zielregionen wurden 1467 Holstein-Friesian-Kiihe untersucht, die in drei ver-
schiedenen Herden gehalten wurden. Diese Kuhpopulation wurde an den signifikantesten
SNPs der bei den Bullen identifizierten Genomregionen analysiert.

Phéinotypendaten. Fiir die Bewertung der Kiihe wurden die Eigenleistungsdaten verwen-
det. Um die Leistungen der Kiihe zu normalisieren, wurden die sogenannten Yield Deviations
(normalisierte Abweichungen vom Populationsmittel [u]) fiir die Fettmenge (Fett-kg) be-
rechnet. Im Modell wurden die Effekte der Herde (H;), der Interaktion zwischen Herde und
Kalbesaison (H; x Cj) und des Erstkalbealters (F;) beriicksichtigt. Das Modell unter der Nut-
zung des beschriankten Maximum-Likelihood-Verfahrens (REML) wird mit folgender Glei-
chung beschrieben:

Yiu=u+H +H*Ci+F+ ¢y [3]

:

4.3 Generierung von Haplotypen

Haplotypen wurden unter Verwendung der Software FASTPHASE (SCHEET und STEPHENS
2006) generiert. Dafiir wurden strengere Filterkriterien verwendet als fiir die Genotypisie-
rung. Unter Ausschluss von Individuen mit mehr als 3 % fehlenden Genotypen waren 2978
Bullen fiir die Haplotypisierung verfiigbar. SNPs mit einer Hiufigkeit des Minderheitenallels
von weniger als 5 % und mehr als 5 % fehlender Calls sowie SNPs mit unbekannter genomi-
scher Lokalisation (SCHMITT et al. 2010) wurden nicht beriicksichtigt. Das Programm wurde
mit zehn Zufallsstarts des EM-Algorithmus und jeweils 25 Iterationen verwendet.
Genotypendaten mit Haplotypenphasen wurden eingeteilt in Haplotypenblocke unter Ver-
wendung des Solid-Spine-Algorithmus, der in der Software HaploView (BARRETT et al. 2005)
implementiert ist. Als Block wurden alle Marker betrachtet, die innerhalb einer Region mit
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einem Kopplungsungleichgewicht von D’ > 0,8 lagen, wobei Kopplungsungleichgewichte fiir
einen maximalen Markerabstand von 500 kb berechnet wurden.

4.4 Assoziationsanalysen

Die Assoziationen zwischen SNPs und dem Milchfettgehalt wurden unter Verwendung der
Software PLINK (PURCELL et al. 2007) untersucht. Der SNP, der am nichsten am Kandi-
datengen liegt, wurde als Zentrum einer Kandiatengenregion definiert. Alle SNPs innerhalb
einer 1 Mb-Region up- und downstream dieses im Zentrum einer Kandidatenregion liegenden
SNPs wurden fiir Assoziationsuntersuchungen genutzt. Mit einem linearen Regressionsmo-
dell wurden zunéchst die Effekte der Genotypen an einem SNP-Lokus geschitzt. Da der
Einfluss des DGAT1-Gens auf den Milchfettgehalt gut bekannt ist, wurde der signifikanteste
DGATI1-SNP in das Modell einbezogen, mit dem weitere Kandidatengene hinsichtlich der
Assoziation zu Merkmalen untersucht wurden.

In der Population wurden ferner Subpopulationsstrukturen untersucht. In der Bullenpo-
pulation wurden 40 Vollgeschwistergruppen identifiziert. Um die Populationssubstruktur in
der Assoziationsanalyse zu beriicksichtigen, wurden paarweise Populationskonkordanztests
(PPC) unter Verwendung einer Identity-by-State-dhnlichen Matrix in PLINK durchgefiihrt.
Dabei wurden 124 signifikante Cluster identifiziert (p < 10-4). Unter Verwendung des multidi-
mensionalen Scaling (MDS)-Ansatzes wurden diese 124 Cluster im Modell gefittet.

Bei der Bewertung der Ergebnisse der Assoziationsanalysen wurde das multiple Testen
berticksichtigt. Dafiir wurde die Bonferroni-Korrektur angewendet. SNP-Genotypen, die un-
ter Berticksichtigung des multiplen Testens signifikante Assoziationseffekte gezeigt haben,
wurden unter Verwendung von ANOVA und nachfolgendem Tukey-HSD-Test gepriift, um
nachzuweisen, welche der Genotypenklassen sich signifikant unterscheiden.

Haplotypenassoziationsanalysen wurden innerhalb der 2 Mb-Kandidatenregionen durch-
gefiihrt. Alle Haplotypen mit Frequenzen >1 % in der Population wurden in die Assoziations-
analysen einbezogen. In der Assoziationsanalyse mit den Haplotypen wurden die gleichen
Faktoren berticksichtigt wie in den Assoziationsanalysen mit den SNPs. Fiir die Generierung
von Haplotypeneffektplots wurden die Haplotypenphasen, die iiber FASTPHASE erhalten
wurden, verwendet. Um Haplotypeneffekte hinsichtlich ihrer Signifikanz zu testen, wurde
ein lineares Modell genutzt. Der Tukey-HSD-Test wurde angewendet, um paarweise Unter-
schiede zwischen den Haplotypengruppen nachzuweisen.

5. Ergebnisse der Testung von Kandidatengenen auf die Milchfettmenge beim Rind

5.1 DGATI (Diacylglycerol-O-acyltransferase 1)

DGAT1 (Diacylglycerol-O-acyltransferase 1) ist das ratenlimitierende Enzym in der Synthese
von Triacylglyceriden (CASEs et al. 1998). Im bovinen Gen wurden zwei Polymorphismen ge-
funden, die mit der Milchmenge und der -zusammensetzung stark assoziiert sind, eine nicht-sy-
nonyme Mutation im Exon 8, die einen Aminosédureaustausch von Lysin zu Alanin an Position
232 (K232A) verursacht (GRISART et al. 2002), und ein Variables Tandem-Repeat (VNTR) mit
fiinf Allelvarianten im Promotorbereich (BENNEWITZ et al. 2004). Dieses Gen wurde bislang
beim Menschen nicht als fettleibigkeitsassoziiertes Gen nachgewiesen (SCHERAG et al. 2010).
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In verschiedenen Rinderrassen steigert die Lysin-Variante den Fett- und Proteingehalt sowie
die Fettmenge in der Milch (GRISART et al. 2002, RAHMATALLA et al. 2008, THALLER et
al. 2003, WINTER et al. 2002). Die Alanin-Variante erhoht im Gegensatz dazu die Menge
an Milch, Protein, C18-Fettsidure und konjugierter Linolsdure (GRISART et al. 2002, 2004,
SCHENNINK et al. 2007, 2008, WINTER et al. 2002). Die Hiufigkeiten der Lysin-Variante
in der Holstein-Population bewegt sich international zwischen 30—65 % (BovENHUIS und
SCHROOTEN 2002, GRISART et al. 2002, WINTER et al. 2002). Unter fiinf gefundenen VNTR-
Allelen im Promotorbereich zeigt ein Allel besonders starke Assoziation mit Fettgehalt, aber
auch mit Laktosegehalt und -menge sowie Energiegehalt und somatischem Zellgehalt im Ver-
gleich zu den anderen Allelen (KUHN et al. 2004, SANDERS et al. 2006).

In weiteren Assoziationsstudien wurden die Effekte der Haplotypen unter Berticksichtigung
des K232 A-Polymorphismus und der fiinf VNTR-Allele untersucht. Ein Regulationsmechanis-
mus zwischen dem DGAT1-Aminosédureaustausch und der gekoppelten Promotorvariante fiir
Fettmenge und -gehalt wurde vermutet, da der signifikant positive Effekte der beiden hiufigsten
Allele beider Polymorphismen geringer war, wenn sie zusammen in einem Haplotypen auftra-
ten (SANDERS et al. 2006). Signifikante Dominanzeffekte des Lysin-Allels (einzeln und in Kom-
bination mit dem VNTR) ebenso wie fiir die Allele 1 und 5 des VNTR-Polymorphismus auf den
Milchfettgehalt wurden bislang nur von KUHN et al. (2004) nachgewiesen. Andere Ergebnisse,
nach denen keines der Allele des VNTR-Polymorphismus, korrigiert fiir den K232 A-Polymor-
phismus, signifikant mit Fettgehalt assoziiert war, lassen den Schluss zu, dass wahrscheinlich
noch ein weiterer bisher nicht identifizierter kausaler Polymorphismus im DGAT1-Gen oder in
unmittelbarer Nachbarschaft existiert.

Weder der SNP, der dem K232A-Polymorphismus unterliegt, noch der VNTR sind
auf dem BovineSNP50-Beadchip prisent. Der K232A-Polymorphismus (Chromosom 14,
445086 bp, Btau 4.0) befindet sich 1150 bp 3 zu dem Chip-annotierten SNP ARS-BFGL-
NGS-4939 (443937 bp). Die Position des VNTR-Lokus kann wegen der variablen Struktur
auf dem gegenwirtigen Stand der bovinen Genomsequenz (Btau 4.0) nicht exakt bestimmt
werden, liegt jedoch zwischen den Markern ARS-BFGL-BAC-21276 (437973 bp) und ARS-
BFGL-NGS-4939 (443937 bp). Assoziationsanalysen mit den auf dem Chip vorhandenen
SNPs in der Bullenpopulation zeigten, dass innerhalb der 1,2 Mb-Region um das DGAT1-
Gen alle SNPs hochsignifikant assoziiert waren (Abb. 1A). Fiir den signifikantesten SNP
(p=1,761e-068) am DGAT1-Lokus wurden bei den Bullen drei Genotypenklassen gefunden,
die durchschnittliche Originalzuchtwerte fiir die Fettmenge von 13,04 + 0,68 (AA), 25,21 +
0,72 (AG) und 36,53 + 1,47 (GG) kg von der 1. bis zur 3. Laktation aufwiesen. Das Verer-
bungsmuster entspricht damit vollstindig einem klassischen additiven Erbgang. Genotypen
mit dem hochsten Mittelwert treten mit der geringsten Frequenz auf (0,10). Der Genotyp
mit dem hochsten Mittelwert entspricht weitgehend dem K232-Allel (Lysin-Variante) im
DGAT1-Enzym. Fiir den Aminosdureaustausch im DGAT1-Enzym in der Position 232 zeigen
Untersuchungen an Milchkiihen ebenfalls dieses additive Vererbungsmuster.
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Abb. I Genomische Struktur um das DGAT1- (A), BDNF- (B) und FTO-Gen (C). Die Region um DGAT1 ist 1,2 Mb
groB3, die Regionen um BDNF und FTO jeweils 2 Mb. Die schwarzen Punkte zeigen die Lage der SNPs in der ge-
samten Region und die p-Werte aus der Assoziationsanalyse. Die horizontalen blauen Balken zeigen die Lage von
Haplotypenblocken, die griinen Balken die Position von Genen im Bereich der Kandidatengene.

Der Haplotypenblock, in dem dieser signifikanteste SNP liegt, wird aus fiinf SNPs im hohen
Kopplungsungleichgewicht von D' > 0,94 gebildet (Abb. 2). Vier Haplotypen treten mit Hiu-
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figkeiten >1 % in der Bullenpopulation auf. Der Haplotyp mit dem grofiten Effekt (28,28 +
0,62 kg) unterscheidet sich hochsignifikant von den drei anderen Haplotypen (p < 0,0001).
AuBerdem unterscheiden sich die Haplotypen AAAAG und AAAAA (p < 0,0001). Der Ha-
plotyp AGCAA liegt im Effekt zwischen AAAAA und AAAAG und ist weder von AAAAA
noch von AAAAG signifikant verschieden. Die Unterscheidung von mindestens drei Haplo-
typen ist ein Hinweis auf das Vorhandensein von mindestens drei funktionell verschiedenen
Allelen im Haplotypenblock, die zu den unterschiedlichen Phinotypen beitragen.
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Abb. 2 Exemplarische Haplotypenblockstruktur fiir das DGAT1-Gen iiber einen Bereich von 600000 bp. Die Hap-
lotypenblockstruktur wurde mit dem Programm HAPLOVIEW erzeugt. Rote Quadrate reprisentieren Regionen mit
hohem Kopplungsungleichgewicht (D’ > 0,8). Im untersuchten Bereich wurden fiinf Haplotypenblocke unterschied-
licher Grofie gefunden. Block 2 ist der lingste Block, bestehend aus fiinf SNPs, mit dem hochsten Kopplungsun-
gleichgewicht zwischen den benachbarten SNPs.

Die Kombinationen der Haplotypen in Diplotypen zeigen ebenfalls den additiven Erbgang
in allen auftretenden Kombinationen von Haplotypen. Damit wird der additive Erbgang fiir
alle Allele (Haplotypen) des DGAT 1-Lokus mit Einfluss auf die produzierte Milchfettmenge
untermauert.

Die Varianzanteile in der Population, die durch die fiinf SNPs im Haplotypenblock ein-
zeln erklirt werden, betrédgt 11,7 %. Die Diplotypen hingegen erklidren 12,5 % der Varianzan-
teile und damit 7,3 Prozentpunkte mehr als alle einzelnen SNPs im Haplotypenblock.

5.2 BDNF (Brain-derived neurotrophic factor)

BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) ist ein im Gehirn vorkommender Nervenwachs-
tumsfaktor, der seit langem fiir seine Rolle in der neuronalen Differenzierung bekannt ist
(BINDER und SCHARFMAN 2004). Dieses Gen wurde in genomweiten Assoziationsstudien
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beim Menschen mit der Vererbung des Body-Mass-Indexes in Verbindung gebracht. In einer
Studie mit gesunden Erwachsenen konnten signifikante Assoziationen zwischen dem V66M-
Polymorphismus im BDNF und dem Body-Mass-Index nachgewiesen werden. Homozygote
Methionin-Tréger hatten geringere Body-Mass-Indizes (GUNSTAD et al. 2006). In einer wei-
teren genomweiten Studie zeigten sechs SNPs downstream vom BDNF-Gen ebenfalls signi-
fikante Assoziationen zum Body-Mass-Index (THORLEIESSON et al. 2009).

Die Funktion des BDNF in der Gewichtsregulation ist nicht vollstindig gekldrt. Wahr-
scheinlich entfaltet BDNF seine Wirkung auf die Korpermasseregulation im zentralen Ner-
vensystem. In Untersuchungen mit neuronalen Zellen konnte gezeigt werden, dass BDNF
die synaptische Plastizitit verdandert (SOLIMAN et al. 2010). Bekannt ist, dass Mutationen die
Gedichtnisleistung verdndern und das Angstverhalten beeinflussen. Es wird vermutet, dass
ein hoherer Level an BDNF zu verminderter Nahrungsaufnahme und erhohter physischer
Aktivitit fiihrt (MONTELEONE et al. 2005).

In unserer Studie (ZIELKE et al. 2011) wurden auf dem BovineSNP50-Beadchip auf Chro-
mosom 15 in der 2Mb-Region um das BDNF-Gen 36 genotypisierte SNPs gefunden. In den As-
soziationsstudien in der Bullenpopulation wurden fiinf SNPs mit signifikanten Effekten auf die
mittlere Milchfettmenge in den ersten drei Laktationen nachgewiesen (Abb. 1B). Die Zuchtwerte
fiir die beiden homozygoten Genotypen an dem signifikantesten SNP (p < 0,0001) unterschieden
sich um 10 Einheiten, die heterozygoten Tiere lagen genau in der Mitte. Der Genotyp mit der
geringsten Fettmenge war mit der geringsten Genotypfrequenz (6 %) in der Bullenpopulation
vertreten. Die genetischen Effekte der mit diesem SNP gekoppelten Allelvarianten folgten damit
dem additiven Erbgang. Dieser additive Erbgang wurde auch in der Kuhpopulation bestitigt.

Der Haplotypenblock, in dem auch der signifikanteste SNP liegt, wird durch vier SNPs tiber
eine Distanz von 187 kb gebildet. Dieser Haplotypenblock ist in der 2Mb-Region um BDNF
am signifikantesten mit dem Zuchtwert fiir Milchfettmenge assoziiert (p < 0,0001). Die SNPs
im Haplotypenblock stehen in einem hohen Kopplungsungleichgewicht von D' > 0,95. Die ge-
netischen Effekte dieser vier SNPs sind verschieden. Zwei dieser SNPs, die im 5’-Bereich der
2Mb-Region liegen, sind signifikant mit der Milchfettmenge assoziiert, wenn sie einzeln unter-
sucht werden. Die Alleleffekte sind additiv. Die beiden anderen SNPs im 3’ gelegenen Bereich
der Zielregion sind nicht signifikant mit der Milchfettmenge assoziiert, wenn sie einzeln unter-
sucht werden. Die Allele dieser SNPs zeigen einen dominanten Erbgang fiir das Hochfett-Allel.

Im Haplotypenblock wurden fiinf Haplotypen mit einer Frequenz >1 % in der Bullenpopu-
lation gefunden. Die Halplotypeneffekte dieser fiinf Haplotypen konnten drei Effektgruppen
zugeordnet werden (p < 0,001). Die Zuchtwerte fiir die durchschnittliche Milchfettmenge der 1.
bis 3. Laktation unterschieden sich zwischen den drei Gruppen drastisch (p < 0,001), aber nicht
innerhalb der Gruppen (Abb. 3A). Das ist ein sicherer Hinweis darauf, dass neben dem Wildtyp-
Allel mindestens zwei Mutationen fiir den Effekt der BDNF-Region auf die Fettmenge verant-
wortlich sein miissen. Die Haplotypen mit den mittleren Effekten treten am héufigsten in der
Population auf. Die Kombination der Haplotypen zu Diplotypen zeigt ein komplexes Muster. Es
treten sowohl additive, rezessive als auch dominante genetische Effekte auf, die abhingig von
der Beteiligung bestimmter Allele sind (Abb. 3B). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die
Wirksamkeit eines Allels nicht nur von der Primérsequenz im Haplotypen abhéngig ist, sondern
dariiber hinaus von der Wechselwirkung mit dem homologen Allel geprigt wird.

Am BDNF-Lokus erklédren die vier SNPs, die den Haplotypenblock bilden, einzeln 2,0 %
der Varianz in der Population. Die Diplotypen erkldren 2,2 %. Damit erkldren die Diplotypen
10,6 Prozentpunkte mehr Varianz, als alle einzelnen SNPs im Haplotypenblock zusammen.

234 Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 223242 (2012)



Anwendungen der Individualtypisierungen beim Milchrind

325 T I _____________________

BRSO b e

ol il

5 | 1 iRl

£ 157--- 1 i B ‘“I“ TERRRE

$ g 88 33 I

5 - ~ - ™ o Lo

£ 10dl-- St § 1%

= 0] < o o o b 33

= < g Q 8 e
g £3 3§ 2 I

Haplotypen

R
—_—
=
—
—_—
= |
—
=1
_—
_—
[—

Diplotypen

- H
———
) =
——
AAGAAAGA p————
_—
[ L
= .
——
) e
———
AnGAAAGA [t
_— .
_—
=
—_—
i
—_—

N 85 ouleNTeagTen
385383883883 5
#Tiere Y IBSBRSEYBINIS

30 gl S R R ETTTTTTTPRTEE A T o -

Mittelwert OZW Fett Kg
N
o

B
o (4
Gonsicoas EE— .
—
concoos mm— " |
[— =
consmmmc "5 !
—
i

AAAGIARAG
AAGGIAAGG
GAAGIGAAG

Diplotyp

Abb. 3 Haplotypen- (A) und Diplotypeneffekte (B) auf den Originalzuchtwert fiir die durchschnittliche Fettmenge
in der 1. bis 3. Laktation in der Bullenpopulation am BDNF-Lokus. Die Diplotypeneffektplots zeigen jeweils alle
auftretenden Kombinationen von Haplotypen in der Bullenpopulation; je zwei homozygote (grau) und der korres-
pondierende heterozygote Diplotyp (weif3) sind farblich markiert.

Eine Priifung der Rolle dieser BDNF-Region auf andere Merkmale hat gezeigt, dass neben
der produzierten Fettmenge auch die durchschnittliche Milch- (p = 0,0001) und EiweiSmenge
(p = 0,0093) in der 1. bis 3. Laktation sowie der somatische Zell-Score (SCS) in der 1. (p =
0,0199) und 3. Laktation (p = 0,0209) beeinflusst werden.

Die Ergebnisse, die in der Bullenpopulation erhalten wurden, konnten in der Kuhpopu-
lation bestitigt werden. Die Allelfrequenzen am signifikantesten SNP-Lokus sind in beiden
Populationen dhnlich.

5.3 FTO (Fat mass and obesity associated gene)

FTO (Fat mass and obesity associated gene) ist ein Protein, das nach verschiedenen Ex-
perimenten und In-silico-Funktionsvorhersagen als Mitglied der Fe(Il)- und 2-Oxoglutarat-
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abhingigen Oxygenase-Superfamilie identifiziert wurde (GERKEN et al. 2007). Das Protein
signalisiert die zelluldre Sauerstoffverfiigbarkeit, ist am Fettsduremetabolismus beteiligt und
katalysiert die oxydative Demethylierung von Nukleinsduren (HAN et al. 2010). Daher hat
es eine wichtige Funktion bei der DNA-Reparatur und posttranslationalen Modifikationen.

FTO ist zwischen Rind, Mensch, Maus und Pferd mit 80-90% Sequenzidentitit auf
DNA- und Proteinebene hoch konserviert (FREDRIKSSON et al. 2008). Deshalb wird erwartet,
dass das Protein dhnliche Funktionen in den verschiedenen Spezies ausiibt. Das zugrundelie-
gende fettmasse- und fettleibigkeitsassoziierte Gen FTO hat in genomweiten Assoziations-
studien beim Menschen wiederholt gezeigt, dass genetische Varianten mit einem signifikant
erhohten Body-Mass-Index assoziiert sind (DINa et al. 2007, FRAYLING et al. 2007). Eine
Humanstudie schétzt den Anteil der erklidrten Varianz durch den Adipositas-Risikogenotyp
auf 2 % (RANKINEN et al. 2010).

Untersuchungen in den Modellorganismen Maus und Ratte haben den Einfluss dieses
Gens auf die Energichomoostase und den -haushalt bestitigt (FISCHER et al. 2009, FRED-
RIKSSON et al. 2008). In einem Knockout-Modell wurde z. B. gezeigt, dass sich bei Méusen
ohne FTO-Protein ein postnataler Wachstumsriickgang einstellte, der mit einem signifikanten
Riickgang des Fettgewebes und Magergewichts einherging (FISCHER et al. 2009). Es wird
vermutet, dass die Regulierung des Korpergewichts durch Aktivitidt von FTO in Hirnregionen
entsteht, welche die Nahrungsaufnahme steuern. Dies wird durch die Beobachtung unter-
schiedlicher mRNA-Expressionslevels in Abhéngigkeit von Essen und Fasten belegt (FRED-
RIKSSON et al. 2008). Signifikant erhohte Expressionen von FTO in Hirnregionen wie Cortex,
Cerebellum und Hippocampus konnte auch in Schweinen (MADSEN et al. 2010) sowie im
Hypothalamus von Schafen nachgewiesen werden (SEBERT et al. 2010). Knockout- (FISCHER
et al. 2009), gewebespezifisch regulierte Mausmodelle (GERKEN et al. 2007, STRATIGOPOU-
Los et al. 2008) und Untersuchungen in Adipozyten-Zellkulturen (BARCELO-BATLLORI und
Gowmis 2009) zeigen einen klaren Einfluss von FTO auf den Fettansatz und leisten einen
wichtigen Beitrag zur Aufkldrung der Funktion dieses Gens.

In der 2Mb-Region um das FTO-Gen auf Chromosom 18 liegen 36 SNPs, die auf dem
BovineSNP50-Beadchip prisent sind. In dieser Region wurden in der Bullenpopulation fiinf
SNPs gefunden, die einen signifikanten Zusammenhang zwischen den Genotypen und der
Milchfettmenge haben (Abb. 1C). Der SNP, der am signifikantesten mit dem Originalzucht-
wert fiir Milchfettmenge in der 1. bis zur 3. Laktation assoziiert ist (p = 0,0103), liegt in einem
Haplotypenblock, der aus zwei SNPs besteht. Der zweite SNP in diesem Haplotypenblock
zeigt in der Bullenpopulation selbst keinen signifikanten Einfluss auf die Originalzuchtwerte
fiir die Milchfettmenge (p = 0,2127). Der Unterschied zwischen den beiden Homozygoten-
gruppen betrdgt am signifikantesten SNP-Lokus 3 Einheiten im Originalzuchtwert, wobei
die Alleleffekte an beiden SNP-Loci additiv sind und Dominanzanteile tragen (Abb. 4). Die
Allele mit den geringeren Frequenzen an beiden Loci in der Bullenpopulation erhéhen die
Milchfettmengen. Der gesamte Haplotypenblock zeigt ebenfalls die signifikanteste Assozia-
tion mit der Milchfettmenge (p = 0,0053). Der beschriebene Haplotypenblock beginnt mit
dem ersten SNP in einem Abstand von 54 071 bp zur Startposition des 1. Exons und reicht mit
dem zweiten SNP bis ins Intron 1 des FTO-Gens. Im FTO-Gen selbst liegt ein zweiter Haplo-
typenblock, der ebenfalls signifikant mit der Milchfettmenge assoziiert ist, jedoch geringere
Signifikanzwerte aufweist (p = 0,0116) als der erste.

Die Effekte am FTO-Lokus wurden bei den Kiihen fiir den zweiten SNP im signifikan-
testen Haplotypenblock getestet. Die Ergebnisse bestdtigen einen signifikanten Effekt des
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Abb. 4 Genotypeneffekte der SNPs im signifikanten Haplotypenblock in Nachbarschaft zum FTO-Gen fiir den Ori-
ginalzuchtwert mittlere Fettmenge (1. bis 3. Laktation) in der Bullenpopulation; SNP Ars-BrGL-NGs-41145 (A) und
SNP Haprmar39651-BTA-42671 (B). * p < 0,05 approximativer T-Test.

FTO-Lokus auf die Yield Deviation der Fettmenge in der 1. bis 3. Laktation. Der Unterschied
zwischen den homozygoten Genotypenklassen betrigt 12,2 kg Fett (Yield Deviation) (p =
0,0043). Die Richtung der Alleleffekte bei den Kiihen stimmt mit den Ergebnissen bei den
Bullen iiberein.

Die beiden SNPs im signifikantesten Haplotypenblock erkldaren zusammen 0,054 % der
Varianz in der Population. Der signifikanteste SNP alleine erkldrt 0,120 % der phénotypi-
schen Varianz. Die Diplotypen erkldren 0,125 % der Varianz und damit 6,6 Prozentpunkte
mehr als die einzelnen SNPs.

Die FTO-Region hat ebenfalls Einfluss auf andere Merkmale. Der Einfluss auf den Ori-
ginalzuchtwert fiir die durchschnittliche Milchmenge (p = 0,0020), die Eiweilmenge (p =
0,0108) und den somatischen Zellscore (p = 0,0246) in der 1. bis 3 Laktation sind in der
Bullenpopulation signifikant.

6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Unter der Annahme, dass die an der Laktation beteiligten Prozesse und die Prozesse zur
Regulation der Aufrechterhaltung der Energichomoostase zwischen Sadugetieren konserviert
sind, haben wir aus humanen genomweiten Assoziationsstudien Gene ausgewihlt, die wie-
derholt einen Einfluss auf Adipositas beim Menschen gezeigt haben, um den Einfluss dieser
Gene auf die Fettmenge der Milchkuh zu untersuchen. Die Untersuchungen wurden an ca.
2400 Bullen der Rasse Deutsche Holstein durchgefiihrt und die Ergebnisse an einer Populati-
on von ca. 1500 Milchkiihen unter Produktionsbedingungen verifiziert.

Die Effekte der beiden untersuchten humanen Gene BDNF und FTO erklédrten 2,20 und
0,125 % der Varianz im Originalzuchtwert fiir die durchschnittliche Fettmenge in der 1. bis 3.
Laktation in der untersuchten Bullenpopulation. Die Ergebnisse konnten unter Praxisbedin-
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gungen in der Kuhpopulation bei Verwendung der Eigenleistungsdaten bestitigt werden. Die
bei den Bullen und bei den Kiihen gefundenen Effekte sind fiir die untersuchten Gene &hnlich.

Die Validierung der Ergebnisse in der Kuhpopulation zeigt, dass der Kandidatengenan-
satz ein nach wie vor stringenter Weg zum Nachweis von genetischen Assoziationen ist. Der
entscheidende Vorteil besteht darin, dass der Kandidatengenansatz multiples Testen reduziert
und damit unter unseren experimentellen Bedingungen das Finden von Effekten bei p-Werten
um p = 0,001 ermoglichte. Legt man diesen p-Wert zugrunde, gibt es iiber 150 weitere po-
tentielle Loci im Genom, die moglicherweise den Fettgehalt beeinflussen. Damit ist auch
auf genomischer Ebene bestitigt, dass die Genetik einen hohen Einfluss auf die produzierte
Milchfettmenge hat. Die genetischen Effekte sind tiberwiegend additiv oder rezessiv/domi-
nant. Das weist nicht nur darauf hin, dass tatsichlich viele Gene an der Regulation des Milch-
fettgehalts beteiligt sind, sondern auch darauf, dass die meisten Effekte sehr klein sind und
damit dem infinitesimalen Modell der Vererbung komplexer Merkmale entsprechen (FLINT
und MAckAY 2009, MANOLIO et al. 2009, VissCHER 2008). Auflerdem zeigen die Ergebnisse,
dass Gene, die den Fettansatz beim Menschen determinieren, auch eine Rolle fiir die mit der
Milch produzierte Fettmenge spielen.

Vergleichende Untersuchungen der Effekte von SNP-Allelen und Haplotypen zeigen, dass
Haplotypen bei allen untersuchten Genen einen genaueren Informationsgehalt besitzen als
die einzelnen SNPs, die den Haplotypenblock bilden. Die wesentliche Ursache dafiir besteht
darin, dass Haplotypen die ursédchlichen gekoppelten Mutationen genauer widerspiegeln als
einzelne SNPs. Haplotypen konnen als ,,Superallele* Interaktionen zwischen DNA-Elemen-
ten enthalten, die in Untersuchungen einzelner SNPs verborgen bleiben. Damit kennzeichnen
Haplotypen die Art und Weise des phéanotypischen Effekts genauer als einzelne SNPs. Die
Beriicksichtigung von Haplotypen oder besser noch Diplotypen, die auch die Interaktion zwi-
schen den beiden homologen Haplotypen einschliefen, kann somit zur Erh6hung der Genau-
igkeit in der genomischen Zuchtwertschitzung beitragen.

Um die Haplotypen moglichst genau zu erfassen, sind noch dichtere SNP-Chips nétig, mit
denen auch kurze Haplotypenblocke sicher identifiziert werden konnen. Um die urséchlichen
Mutationen zu finden, die Einfluss auf die produzierte Fettmenge haben, ist die Sequenzana-
lyse der Zielregionen unumgénglich.

Die vorgestellten Untersuchungen haben gezeigt, dass Gene wie BDNF und FTO, die
beim Menschen den Fettansatz beeinflussen, Einfluss auf die Milchfettmenge beim Rind ha-
ben. Die ,,Fettgene* konnten iiber ihre Rolle fiir die Energiebalance auch zur Tiergesundheit
und Reproduktion beitragen. Deshalb konnte moglicherweise das Netzwerk der ,,Fettgene*
eine umfassende Aussage zur genetischen Veranlagung der Stoffwechselleistung und -belas-
tung sowie Reproduktion und Gesundheit eines Tieres geben. Damit konnte die Interpretation
der genetischen Konstitution an den Loci der Fettgene das Tor fiir die zukiinftige individuali-
sierte Tierbeurteilung und -behandlung sein.

Dank
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Zucht auf neue Produktionsmerkmale —
Lebensmittelbiogenese in einer sich dndernden Welt

Heinrich H. D. MEYER (Freising)
Mit 3 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

In der Fleischproduktion ist die Tierzucht den Vorgaben des Verbrauchers bereits vor Jahrzehnten gefolgt, und die
Tierkorper moderner Rassen enthalten deutlich weniger Fett. Demgegentiber ist die Milchzusammensetzung nahezu
unverdndert geblieben, und eine klare Marktorientierung bzw. ein Paradigmenwechsel ist iiberfillig. Die Analyse
des gesamten Produktionsnetzwerkes in Hinblick auf weitere Moglichkeiten der Optimierung erlaubt nicht nur die
Anpassung an die Bediirfnisse der Verbraucher, sondern ist auch der effizienteste Weg zur Umweltentlastung. Die
enge Kooperation aller Disziplinen von der Tier- und Pflanzenzucht bis zur Technologie und Okonomie ist dazu
unerldsslich. Die Herausforderungen der Zukunft erfordern es, den Fortschritt des Wissens verantwortungsvoll in
Diagnostik und Tierzucht zu nutzen. Die allseitige Verfiigbarmachung leistungsfidhiger Technologien ist dabei ein
vordringliches Anliegen.

Abstract

The consumer is requesting less fatty meat, animal breeding follows these requirements, and the carcass of nowadays
breeds contains much less fat. In contrast, milk composition remained almost unchanged, milk fat still is a domi-
nating ingredient, and a clear acceptance of consumer and market requirements by animal breeding and husbandry
is missing. Transparent investigation of the complete production networks will provide new options to fulfill the
requirements of the consumer. In addition, this will open efficient ways to reduce the burden to the environment. A
dose cooperation of all scientific disciplines from animal and plant breeding to technology and economy is requested.
The challenges of upcoming decades will make it necessary to use all kind of new knowledge. The availability of
powerful new technology to all partners will be a prerequisite.

1. Lebensmittel tierischer Herkunft im Blickwinkel der Ernidhrungswissenschaft

Die Protoplastenproteine der Pflanze und die Zellproteine von Mensch und Tier haben ein
dhnliches Aminosdurenspektrum. Die Proteine in Fleisch, Fisch, Ei und auch Kartoffel haben
daher beziiglich der chemischen Analogie zur Muttermilch eine Wertigkeit in der GroBenord-
nung von 90—100 %. Auch der biologische Wert, bei Beriicksichtigung der gastro-intestinalen
Verwertbarkeit, liegt bei 80—100 %. Das Kuhmilcheiweifl hat fiir unsere Erndhrung einen
dhnlich hohen biologischen Wert. Die meisten Samenproteine von Getreide, Leguminosen
oder Mais sind ganz anders aufgebaut und haben vielfach geringere chemische Wertigkeiten.
Bei der Verdauung sind etliche Proteine viel schwerer erschlieBbar, und dadurch ergeben
sich beim Gesamtprotein mancher pflanzlichen Lebensmittel biologische Wertigkeiten bis
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zur GréBenordnung von nur einem Drittel im Vergleich zu Protoplasten-, Fleisch- oder Milch-
proteinen (LEHNINGER 1987). Die Proteine sind daher der eigentliche Wert der Lebensmittel
tierischer Herkunft in unserer Erndhrung. Hinzu kommen die vielfachen Tragerfunktionen
der Proteine fiir Mineralstoffe, Spurenelemente und Vitamine.

Wieso gibt es iiberhaupt ungesittigte Fettsduren in den diversen Fetten von Pflanze und
Tier? Im lebenden Organismus haben sie die wichtige Funktion, die Fluiditét der Fette und
der Membranen zu gewihrleisten. Je kilter die Region ist, in der das Tier oder die Pflanze
lebt, oder je geringer die Korpertemperatur des Tieres ist, umso mehr mehrfach ungesittigte
Fettsduren miissen in den Organismus eingebaut werden. Beim Leinsamen, einer borealen
Pflanze, finden wir bevorzugt C18:3 bei einer Nahrstoffdichte von 18 g PUFA/MJ Lipide
(PUFA = poly unsaturated fatty acids). Bei der weiter siidlich wachsenden Sonnenblume
dominiert C18:2. Die Fluiditit des Fettes und die PUFA-Niahrstoffdichte sind geringer. Kalt-
wasserfische, wie Hering oder Makrele, akkumulieren C18:3 aus der Nahrung. Die homoio-
thermen Monogastrier Huhn und Schwein sammeln deutlich weniger PUFA. Beim Wieder-
kduer werden die ungesittigten Fettsduren im Pansen weitgehend zu C18:0 saturiert und
gehen dadurch verloren. Rindfleisch und Milch enthalten nur noch ca. 0,7 g PUFA/MJ Lipide.
Die Lipidfluiditit im Tierkorper wird durch endogenes C18:1 erzielt. In Kuhmilch ist die
kurze C4:0, die Buttersdure, fiir die Hemmung der Lipidkristallisation wesentlich, und damit
wird die Lipidfluiditit, die auch fiir die Verdaubarkeit wichtig ist, erreicht. Im Resilimee, bei
Lebensmitteln von homoiothermen Nutztieren sind die Fette wegen geringer PUFA-Nihr-
stoffdichten kaum von ernidhrungsphysiologischem Interesse fiir den Menschen (Hu et al.
1997, OH et al. 2005), sondern primir Energietriger.

Fleisch enthilt nur wenige Kohlenhydrate. Das einzige Kohlenhydrat von Bedeutung in Le-
bensmitteln tierischer Herkunft ist das Disaccharid Laktose bei einer Konzentration von ca. 5 %
in Kuhmilch. Durch die B-glykosidische Verkniipfung der beiden Monosaccharide ist sie nur
fiir wenige Mikroorganismen zugédngig. Damit Sduglinge die Laktose in Muttermilch verdauen
konnen, haben sie das Enzym Laktase, eine B-Glykosidase. Muttermilch haben wir vor einigen
Generationen bis zu etwa drei Jahre genossen, uns danach anderweitig ernéhrt, und dieses En-
zym wurde nicht mehr exprimiert. Der Erwachsene vor ungefahr 10000 Jahren brauchte und
hatte keine B-Galaktosidase. Durch die Domestikation der Kuh wurde Milch ein interessantes
Lebensmittel. Gemal einer Arbeit von BURGER (BURGER et al. 2007) ist in ca. 7500 Jahre alten
neolithischen Gribern in Europa das Laktase-Persistenzgen (--13,910*T Allel) bereits hdufig
nachweisbar. Laktase wurde auch von Erwachsenen produziert, Laktose konnte genutzt wer-
den, und damit stand mit der Milch ein Lebensmittel in einer giinstigen Zusammensetzung zur
Verfiigung — auch im Winter. Das Laktase-Persistenzgen hat sich rasant iiber die Erde verbrei-
tet — 7500 Jahre entsprechen kaum mehr als 300 Menschen-Generationen. Die Co-Evolution
von frither Milchwirtschaft und vom Humanphénotyp Laktase-Persistenz sowie die gleichzei-
tige Verbreitung der Linearbandkeramik in Zentraleuropa untermauern die Hypothese des be-
sonderen erndhrungsphysiologischen Wertes der Milch nicht nur fiir Kinder, sondern auch fiir
Erwachsene (ITAN et al. 2009). Heute tragen in manchen Regionen Europas bereits bis zu 90 %
der Menschen das Laktase-Persistenzgen und konnen so die Laktose abbauen. Die Mensch-
heit ist also noch mitten im Evolutionsprozess, um die Kuhmilch nutzbringend verwerten zu
konnen. Die Frage, ob Kuhmilch wertvoll fiir den Einzelnen ist oder nicht, ist somit eine hu-
mangenetische Frage und nicht allgemein diskutierbar. Auch bei weiteren Inhaltsstoffen bleibt
zu bedenken, dass die Kuhmilch in entwicklungsbiologischen Zeitrdumen fiir uns ein ,,neues*
Lebensmittel von einer anderen Spezies ist und wir uns noch in der Anpassung befinden.
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2. Verbraucher — Handel — Lebensmittelindustrie — Nutztier

2.1 Die majoren und minoren Inhaltsstoffe der Kuhmilch

Der vielseitig informierte Verbraucher greift mehr zu nihrstoffreichen hochwertigen Le-
bensmitteln als zu den Energietrigern, und bezogen auf die Lebensmittel vom Tier besteht
eine klare Priferenz fiir EiweiB3trdger mit niedrigem Fettgehalt, beispielsweise Magerfleisch.
Handel und Lebensmittelindustrie haben sich dem Bedarf angepasst und reichen die Preis-
entwicklung an den Landwirt weiter. Auch Milch wird im Ansatz der Molkereien nach In-
haltsstoffen bezahlt und dann pro Liter verrechnet. Demgegentiber steht der metabolische
Aufwand der Kuh fiir die Biosynthese der einzelnen Inhaltsstoffe der Milch. Arbeiten der
letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dass der Energiebedarf der Kuh fiir die Biosynthese von
Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen der Milch in seiner Relation etwa den nutzbaren Ener-
giedquivalenten fiir den Konsumenten entspricht (KIRCHGESSNER 1987). Fiir den Milch pro-
duzierenden Landwirt ist daher das Verhiltnis von Aufwand zu Erl6s pro Energiedquivalent
von prioritirer Relevanz — differenziert nach Inhaltsstoffen.

Die Umrechnung der massenbezogenen Inhaltsstoffzulagen der Milchabrechnung auf
Energiedquivalente ergibt, dass in den letzten Jahren fiir Protein 20—30 Euro-Cent pro MJ
und fiir Milchfett nur 5-10 Euro-Cent pro MJ bezahlt wurde. Bei Riickrechnung von den
aktuellen Milchpreisen ergibt sich aktuell fiir Laktose kein nennenswerter Erl6s. Die iso-os-
motische Grundlage fiir Milch ist eine 5 %ige Laktose, ohne Laktose kann die Kuh die Milch
nicht synthetisieren. In einer durchschnittlichen Rohmilch hat die Laktose einen Energiean-
teil von ca. 30 %, Fett von ca. 50 % und Protein von nur ca. 20 %. Die veridnderten Verbrau-
chergewohnheiten haben dazu gefiihrt, dass der Landwirt aktuell ungefidhr zwei Drittel des
Erloses fiir Milchprotein erhilt; demgegeniiber steht fiir die Proteinbiosynthese nur ungeféhr
ein Fiinftel des metabolischen Gesamtaufwandes der Kuh. Die Erhohung des Proteingehaltes
wiirde es ermoglichen, den wertbestimmenden Inhaltsstoff der Milch energieeffizient zu pro-
duzieren, bei attraktiver Vergiitung dem Rohmilchbedarf der Molkereien zu begegnen und der
Nachfrage des Verbrauchers zu folgen.

In der Fleischproduktion ist die Tierzucht den Vorgaben des Verbrauchers bereits vor
Jahrzehnten gefolgt, und die Tierkorper moderner Rassen enthalten deutlich weniger Fett.
Demgegeniiber ist die Milchzusammensetzung nahezu unverindert geblieben, und eine klare
Marktorientierung bzw. ein Paradigmenwechsel ist tiberfillig.

Neben der Tierzucht werden Tierkorper- und Milchzusammensetzung auch durch Nihr-
stoffversorgung, Tiergesundheit und Management wesentlich beeinflusst. In einer Studie mit
Red-Holstein-Kiihen (KESSEL et al. 2008) haben wir die Hélfte der Tiere mit dem niedrigsten
BHB (B-Hydroxybutyrat) und die zweite Hélfte mit erhohtem BHB beziiglich etlicher Para-
meter verglichen. Erhohtes BHB korreliert, wie zu erwarten, mit Hypoglykémie, aber auch
mit reduziertem Milchprotein und einem erhohten Fett-Eiweill-Quotienten. In einer kiirzlich
verdffentlichten Studie mit Braunviehkiihen (SCHLAMBERGER et al. 2010) ist es uns gelungen,
die ,early lactation metabolic disorder* fast ginzlich zu vermeiden durch gezielte Reduktion
der Milchleistung via einmal Melken wihrend 28 Tage nach der Geburt oder Durchmelken
ohne Trockenstehphase. Beide Versuchsgruppen zeigten fast keine Hypoglykidmie, deutlich
erhohtes Milcheiweill und einen reduzierten Fett-Eiweil-Quotienten. Die Kontrollgruppe
hatte 3,52 % Eiweifl bei 11310 1 Milch (ECM), und die durchgemolkene Gruppe 4,04 %
Eiweif} bei 10633 1 Milch (ECM). Der Eiweillertrag blieb unverindert hoch bei insgesamt
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reduziertem metabolischem Aufwand fiir die durchgemolkenen Kiihe. Eine weitergehen-
de wissenschaftliche Bearbeitung der Management- und Zuchtregime zur Optimierung der
Milcheiwei3produktion bietet ein grof3es Potential, da Eiweill mit geringem Energieaufwand
produziert werden kann. Auflerdem erfordert eine unbeeintrichtigte Proteinbiosynthese im
Euter einen ausgeglichenen Stoffwechsel vor allem zu Laktationsbeginn und eine hohe Adap-
tationsfihigkeit der Milchkiihe (SCHLAMBERGER et al. 2010). Stoffwechselstabile Kiihe wire
daher ein dominierendes Zuchtziel.

Die Kuhmilch bietet etliche weitere Optionen bzw. Herausforderungen, die Inhaltsstoffe
dem Bedarf der Konsumenten bzw. einzelnen Konsumentengruppen anzunihern. Die Hu-
manmilch enthilt weniger Disaccharide, aber sie enthdlt mehr Oligosaccharide; in Kuh-
milch ist das Glykomakropeptid — eine Komponente des k-Kasein — der wichtigste Triger
von Oligosacchariden und somit potentielles Zuchtziel fiir deren ,,Humanisierung®. Die in
der Milchdriise direkt produzierten gesittigten Ubergangsfettsiuren, von C10:0 bis C16:0,
werden durch einen fritheren Kettenabbruch bei der Lipogenese verursacht; die molekularen
Mechanismen sind unterschiedlich bei Rodentia und Ruminantia (DiLs et al. 1980, GRUNNET
et al. 1979a, b). Die gesittigten Ubergangsfettsiuren sollten in der Humanernihrung eher
vermieden werden; fiir die ziichterische Bearbeitung konnte das Thema aber attraktiv sein,
da nur wenige Schliisselenzyme involviert sind (KNUDSEN 1979). Weitergehende Herausfor-
derungen sind, den Cholesteringehalt zu reduzieren (VITURRO et al. 2009) oder Eisen bzw.
Lactoferrin in der Milch zu erhohen sowie allergene Proteine ziichterisch zu bearbeiten.

Tab. 1 Optionen zur Optimierung der Kuhmilch fiir die Erndhrung des Menschen

Majore Inhaltsstoffe

— mehr Protein, insbesondere mehr Kasein
— weniger Fett

Minore Inhaltsstoffe

— mehr prebiotisches Oligosaccharid im x-Kasein bzw. Glycomakropeptid

— mehr Fe-Laktoferrin

— mehr Proteine mit optimaler Zusammensetzung fiir Babyformula

— weniger gesittigte Ubergangsfettsiuren nach Biosynthese in der Milchdriise
— weniger trans-Fettsduren

— weniger Cholesterin

Am 16. Juni 2010 hat das Europédische Parlament dem Kommissionsentwurf zur geénderten
Lebensmitteldeklaration zugestimmt; nach Zustimmung des Europdischen Rates bedeutet
dies, dass bei allen Milchprodukten der Gehalt an endogenen frans-Fettsduren deklariert wer-
den muss. frans-Fettsduren stehen im Verdacht, Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu begiinstigen
(MoOZAFFARIAN et al. 2006). Der Gehalt an trans-Fettsauren in Lebensmitteln von Wiederkéu-
ern wird wesentlich durch das Futter und durch die mikrobielle Saturation im Pansen beeinflusst
(ARo et al. 1998); bei hohem PUFA-Anteil im Futter, wie bei frischem Almgras, kann der Ge-
halt an Vaccenséure (C18:1zrans11) in Milchlipiden iiber 5 % steigen. Nach den Erhebungen an
80000 Frauen (Hu et al. 1997) sowie an 120000 Frauen (OH et al. 2005) konnen diese Gehalte
an trans-Fettsduren bei hohem Milchfettanteil in der Nahrung durchaus gesundheitsrelevant
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sein. Die gefundenen groflen tierindividuellen Unterschiede innerhalb von Fiitterungsgruppen
machen es aber interessant zu priifen, ob auch durch ziichterische Maflnahmen eine Beeinflus-
sung des frans-Fettgehaltes moglich ist (PRECHT 1995, REGO et al. 2004).

Da die Vaccensiure durch die endogene delta9-Desaturase in Leber und Fettgewebe in die
CLA (konjugierte Linolsdure) C18:2c¢is9,trans11 (,,yumenic acid*) umgewandelt wird und da
die Enzymaktivitit der delta9-Desaturase im Organismus massiven vielféltigen Regulationen
unterliegt (OSHINO und SATO 1972), ist ein genetischer Einfluss naheliegend und die Chance
der ziichterischen Beeinflussung von trans-Fettsduren sowie auch von CLA aus Sicht der
Physiologischen Chemie plausibel.

2.2 Minore Inhaltsstoffe im Schweinefleisch — die Ebergeruchsstoffe

Die drei deltal6-Androgene sind aufgrund ihrer besonderen Struktur (dehydratisierte Ste-
roide) bei Normaltemperatur fliichtig, werden im Hoden der geschlechtsreifen mannlichen
Suidae produziert und sind ein wichtiges Pheromon zur Fertilitdtssteuerung der Sau, wobei
die Perzeption unbewusst iiber das vomeronasale Organ erfolgt (CLAUS et al. 1994). Vom
Menschen werden die deltal6-Steroide als Geruchstoffe bewusst wahrgenommen; die indivi-
duelle Sensitivitdt und Bewertung ist duflerst unterschiedlich. Als Grenzwert fiir genussfihi-
ges Schweinefleisch werden < 0,5 ppb im Fett empfohlen (BGBI 1996). Die einfachste Ver-
meidungsstrategie, die Kastration, wird aktuell in der Offentlichkeit heftig diskutiert. Ahnlich
effizient sind auch die Hemmung der Steroidsynthese durch Induktion des ,,negativ feedback*
iiber exogene Sexualsteroide wihrend des letzten Mastmonates (DAXENBERGER et al. 2001),
oder weiterhin die komplette Blockade der gonadotropen Achse durch aktive Immunisati-
on gegen Gonadotropin-Releasinghormon (DUNSHEA et al. 2001). Letzteres Verfahren ist in
vielen Staaten zugelassen, findet aber in Deutschland keine Akzeptanz, und es bleibt eine
Forderung der Verbraucherassoziationen, eine Losung zu finden.

Was kann man im Rahmen der Ziichtung tun? Es wire ideal, wenn man die Bildung der
deltal6-Steroide vermeidet, ohne die Biosynthese von Testosteron und Estradiol zu beein-
trachtigen (Abb. 1). In den ,,KEGG pathways* ist der Weg zum deltal6-Steroid Androstenon
nicht ausgezeichnet. Die aktuelle Publikationslage besagt, dass ausgehend vom Pregnenolon
zwei Enzyme aufgrund ihrer Nebenaktivitdt beim Schwein zum deltal6-Steroid Androstenon
fiihren (KaTKOV und GOwWER 1970). Diese beiden Enzyme, CYP17 und CYPb5, haben wei-
tere Hauptfunktionen in der Steroidbiosynthese. Moglicherweise ist deren Proteinstruktur bei
Suidae leicht verindert, so dass auch Androstenon produziert wird. Es ist eine lohnende Her-
ausforderung, hier die funktionalen und genetischen Zusammenhénge zu beleuchten, und es
wire eine ideale Losung beim Mastschwein, CYP17 und CYPb5 mit der Struktur zu haben,
wie es bei anderen Tierarten auch vorliegt: Enzyme, die ihre Aufgabe in der Steroidbiosyn-
these tun, aber nicht nebenbei das deltal6-Steroid Androstenon produzieren.

Eber wachsen deutlich schneller als Kastraten, sie zeigen eine wesentlich bessere Futter-
effizienz und Néhrstoffokonomie (HANSSON et al. 1974) sowie eine giinstigere Schlachtkorper-
zusammensetzung (HANSSON et al. 1975). Die ziichterische Losung der Vermeidung von
deltal6-Steroiden unter Erhaltung der testikuldren Produktion der endogenen Anabolika Tes-
tosteron plus Estradiol (DAvIS und SQUIRES 1999, SINCLAIR und SQUIRES 2005) bietet daher:

— eine verbesserte Lebensmittelqualitit durch reduzierten Ebergeruch;
— st die perfekte Losung im Sinne des Tierschutzes;
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Abb. 1 Biosynthese des Ebergeruchsstoffes Androstenon und des Sexualhormons Testosteron

— eine betriebswirtschaftlich attraktive Perspektive fiir den Master;
— bendtigt einen geringeren Einsatz von Ressourcen.

3. Demographische Verinderungen

3.1 Weltbevilkerung

Die Zahl der Erdenbewohner nimmt stetig zu; tidglich miissen 200000 essende Kopfe mehr
erndhrt werden (UN 2008). Wochentlich wird ein Pendant der Grofle von Wien neu erbaut,
und jede weitere Woche kommt ein zusétzliches ,,Wien® iiber die Erde verteilt dazu. Im Jahre
2009 haben erstmalig mehr als eine Milliarde Menschen auf der Erde gehungert. In den letz-
ten Jahrzehnten hat die Lebensmittelbiogenese nur dhnlich schnell zugenommen wie der Be-
volkerungszuwachs. Die wesentlichen prognostischen Reports der UN-Organisationen (FAO
2002, 2009, OECD-FAO 2009) fordern eine beschleunigte Verbesserung der Lebensmittel-
verfiigbarkeit fiir alle sowie eine schnellere Verbesserung der Produktionseffizienz. Effizi-
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entere Linien und Rassen zeigen insbesondere in Entwicklungsldndern grof3e Vorteile — bei
adaquater Ausbildung auch in kleinbéuerlichen Strukturen.

Fiir die Erndhrung aller gibt es nur zwei Optionen: Der Weg 1, wir holzen den Urwald
weiter ab, oder der Weg 2, wir steigern die Effizienz unserer Lebensmittelproduktion; eine
neue Analyse zeigt sehr klar, dass die Effizienzsteigerung in der Agrarwirtschaft in der Ver-
gangenheit den Raubbau an den letzten Naturreservoiren in Grenzen gehalten hat (BURNEY
et al. 2010). Ohne Frage ist es die grofte Herausforderung an die Tierzucht, den Bedarf an
Ressourcen pro Einheit hochwertiger Lebensmittel weiter drastisch zu reduzieren (PLACE and
MITLOEHNER 2010). Nur die Minimierung des Flidchenbedarfes ermoglicht es, Reservoire
hoher Biodiversitit zu erhalten und zu rekreieren.

Die Weiterentwicklung der modernen Diagnostik, die Anwendung der Erkenntnisse in der
Tierproduktion und auch der verantwortungsvolle Einsatz von Biotechnologie und Gentech-
nik sind alternativlos, um das erforderliche jahrliche Wachstum der globalen Lebensmittel-
produktion zu erreichen. Wichtige politische Entscheidungen in Deutschland und anderen Re-
gionen der EU haben solide wissenschaftliche Erkenntnisse zum Nutzen neuer Technologien
nicht beachtet (RicrocH et al. 2010) und somit einen grofler werdenden Produktionsnachteil
der Lebensmittelproduktion in der hiesigen Agrarwirtschaft bewusst in Kauf genommen.

3.2 ,Aging*“

Mit zunehmendem Alter geht der Energieverbrauch unseres Organismus zuriick, aber der
Bedarf an essentiellen Nihrstoffen bleibt auf einem dhnlichen Niveau. Der aktuelle Trend
zu fettarmen Lebensmitteln mit hoher Néhrstoffdichte (Gehalt pro MJ) fiir Eiweil3, Vita-
mine, Mineralien usw. ist sicherlich ein Resultat der verbesserten Verbraucherinformation,
aber auch die Konsequenz sich dndernden Bedarfes aufgrund steigenden Durchschnittsalters
der Bevolkerungen. Ausgewihlte Lebensmittel tierischer Herkunft konnen genau diesen
Anspruch hervorragend bedienen; fettarmer Joghurt hat eine fast uniibertreftbare Néhrstoff-
dichte fiir essentielle Aminoséuren, fiir etliche Vitamine und insbesondere fiir Mineralien in
einer ausgewogenen Komposition. Es ist eine wesentliche Herausforderung an die Tierzucht,
diesem Trend und der Bedarfsianderung zu folgen. Dem steht gegeniiber, dass Lipide in Le-
bensmitteln tierischer Herkunft kritischer und differenzierter zu betrachten sind.

Cholesterin kommt nur in Lebensmitteln tierischer Herkunft vor, und gemal Empfehlun-
gen der WHO sollte der tdgliche Verzehr 300 mg nicht iiberschreiten. Neuere Arbeiten zeigen,
dass die individuelle Sensitivitit eine Frage der Humangenetik ist: Im Vergleich zum Wildtyp
wird bei Personen mit einer hdufig vorkommenden Mutante des ABCG5/8-Transporters nach
Cholesterinaufnahme der Cholesterinspiegel des Blutes deutlich stidrker erhoht (VITURRO et
al. 2006). Erklart wird dies durch beeintrichtigten Cholesterinriicktransport in der Darmepi-
thelzelle. Diese Arbeiten kennzeichnen einen deutlichen Unterschied in der Cholesterinsen-
sitivitdt der Lebensmittelkonsumenten in Abhéngigkeit von den zwei ABCG5/8-Polymor-
phismen und damit ein unterschiedliches altersbedingtes Risiko fiir Cholesterin assoziierte
Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

Hauptquellen fiir Nahrungscholesterin sind Ei und Milch. Das fiihrt zu der Frage, ob man
iiber die Erzeugung von Nahrungsstoffen tierischer Herkunft Einfluss nehmen kann. Kann
man das hochwertige Eiweil} erhalten und trotzdem weniger Cholesterin verzehren? Die Fra-
ge ist, gibt es iiberhaupt unterschiedliche Werte in der Milch der einzelnen Tiere? Unsere
neueren Arbeiten zeigen, dass es in einzelnen Milchproben erhebliche Unterschiede beziig-
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lich des Cholesterinniveaus gibt (VITURRO et al. 2010). Es bestehen starke Assoziationen zur
Stoffwechsellage und zum Laktationsstadium der Kiihe, aber weniger zur Milchzusammen-
setzung und nicht zum Cholesterin im Blut. Grolenordnungsmifig liegen die Konzentratio-
nen im Blut etwa zehnfach hoher als in der Milch. Damit ist offen, ob auch Riicktransporte
eine Rolle spielen. Demgegeniiber besteht ein offensichtlicher Zusammenhang zwischen der
Cholesterinabgabe durch die Milch und der Expression der Syntheseenzyme plus Regelfak-
toren in der Leber wihrend der einzelnen Laktationsstadien (VITURRO et al. 2009). Auch in
der Milchdriise wurden etliche Faktoren von Cholesterinbiosynthese und -transport gefunden
(FARKE et al. 2006). Studien zur Erkennung genetischer Einfliisse auf den Cholesterintransfer
in die Milch liegen uns aus der Literatur nicht vor. Da die wichtigsten Faktoren der Choleste-
rinhomdostase bekannt und in anderen Spezies gut untersucht sind, erscheint eine Studie zur
Genotyp-Phénotyp-Assoziation machbar — als potentielle Grundlage fiir zukiinftige ziichte-
rische Mafnahmen.

3.3 Ethnien

Der Anteil der islamischen Bevolkerung in Deutschland betrédgt aktuell 5% und in Europa
5,2% (PewResearchCenter 2009), bei schneller Zunahme und dem niedrigen Durchschnitts-
alter von nur 30,1 Jahren (HAUG et al. 2010); nach Russland lebt die zweitgro3te musli-
mische Parallelgesellschaft Europas in Deutschland. Die Praxis der Lebensmittelproduktion
und -qualititssicherung hierzulande stellt sich bereits auf den speziellen Bedarf ein (Halal
Control 2010); die besonderen Verzehrgewohnheiten der Muslime werden das Spektrum der
benotigten Lebensmittel tierischer Herkunft zunehmend verdndern und damit auch die For-
derungen an die hiesige Tierzucht — oder man iiberlisst dieses Segment mehr und mehr dem
Import aus anderen Kontinenten.

4. Tiergesundheit und Tierhaltung

Neben der Beeintrachtigung des Wohlbefindens der Tiere sind die Gefdhrdung der menschli-
chen Gesundheit und die wirtschaftlichen Verluste die wichtigste Motivation fiir die intensive
Bearbeitung von Tiererkrankungen. Dariiber hinaus bedeuten Erkrankungen auch Produk-
tionsausfall, verkiirzte Lebenserwartung und erhohten Ressourcenbedarf. Die Herdengesund-
heit betrifft den Ressourcenverbrauch und die Emission pro Einheit Lebensmittel durch die
Erhohung der Mortalitit, den Verlust marktfahiger Produkte, eine reduzierte Produktions-
effizienz und geringere Fortpflanzungsraten. Neben allen Faktoren von Management und
Fiitterung spielt die Genetik bzw. die Widerstandsfiahigkeit eine wichtige Rolle. Eine Aus-
wertung in Spanien zeigt, dass die Senkung der Mastitisinzidenz um ca. ein Drittel eine Re-
duktion der Umweltbelastung pro Einheit Lebensmittel von 2,5 % bedeutet (Hospipo und
SONESSON 2005). Ahnliche Bewertungen ergeben sich fiir Klauenprobleme, Lahmheiten oder
andere Erkrankungen (LEBLANC et al. 2006).

Mastitis, eine Entziindung der Milchdriise, verursacht durch invasive Pathogene, ist eine
der bedeutendsten Infektionskrankheiten in der Milchproduktion (SEEGERSs et al. 2003). Be-
rechnungen zeigen, dass in Niedersachsen jeder produzierte Liter Milch mit Kosten von ca.
2 Cent aus Mastitiden belastet ist (KROMKER 2007). Durch den limitierten Fortschritt bei
der Verbesserung der Eutergesundheit durch die ausschlieSliche Verwendung von indirekten
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Markern, wie der Zellzahl, ist das Interesse an selektiveren molekularen Markern gestiegen
(KUHN et al. 2003).

In einer kiirzlich von uns realisierten Studie (GRIESBECK et al. 2008, 2009) haben wir
untersucht, ob tierindividuelle Milchdriisenepithelzellen in Kultur unterschiedlich resistent
gegeniiber Infektionserregern sind. Wenn Infektionen die Alveolen erreichen, haben Epi-
thelzellen die Aufgabe, die Infektion zu erkennen und die Immunabwehr zu initiieren. Nach
Schlachtung von Kiihen unterschiedlicher Resistenz wurden die Epithelzellen in Kultur ge-
nommen und dann untersucht, ob es Unterschiede bei der Pathogenerkennung, bei der intra-
zelluldren Signalkaskade, bei Transkriptionsfaktoren sowie bei den extrazelluldren Zytokinen
und Abwehrkomponenten gibt. Das Ergebnis zeigt, dass die einzelnen Epithelzellkulturen
unterschiedliche Aktivitit zeigen, was die Infektionsabwehrkompetenz betrifft. Die Expres-
sion des 7oll-like-Rezeptor 2 (TLR2) wird bei Mastitis insensitiven Kiihen sehr viel stirker
induziert als in den Zellkulturen sensitiver Tiere. Analog wurden auch die abhidngigen in-
trazelluldren und sekretierten Faktoren verdndert exprimiert — TNFa, IL-1f, IL-8 und RAN-
TES haben Funktionen bei der Leukozytenattraktion und Diapedese in die Milchdriise; diese
Zytokine waren signifikant hoher bei den insensitiven Tieren (IL — Interleukin; TNF — Tumor-
nekrosefaktor; RANTES — regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted).
Dies betrifft auch das Lactoferrin, ein antimikrobielles Protein der Milch, produziert in der
Milchdriisenepithelzelle.

Hier gibt es ein offensichtliches genetisches Potential im funktionalen Umfeld der TLR-
Biochemie und damit eine Reihe neuer Forschungsaufgaben: Epithelzellen direkt aus der
Milch zu gewinnen, um einen erleichterten Zugang in die Diagnostik mit individuellen Zell-
kulturen zu haben, die Analytik auch auf Proteinniveau zu entwickeln, die funktionalen Kom-
plexe zu beleuchten, die regulatorischen Schliisselfaktoren zu finden, zugehdrige Polymor-
phismen zu identifizieren und eventuell gezielt widerstandfdhigere Tiere zu ziichten.

5. Ressourcen, Klima und Umwelt

Umweltrelevante Bedenken zur Tierhaltung betrafen friither insbesondere lokale Beeintrich-
tigungen durch Futter und Exkrete. Heute steht jedoch die Emission von Klimagasen bzw.
Treibhausgasen sowie deren Auswirkung auf Luftqualitit und globales Klima im Mittelpunkt.
Ein weiterer wesentlicher Gesichtspunkt ist der Flichenbedarf pro Einheit Lebensmittel. Fiir
eine zweckmifige Gesamtbewertung setzt sich jedoch das ,life cycle assesment™ bei Be-
trachtung des Gesamtinputs versus Gesamtoutputs aller Produkte eines Tieres durch (CASEY
und HOLDEN 2005, CAPPER et al. 2009). Noch weitergehend ist die Bewertung der gesamten
Produktionssysteme und deren Vernetzung (STEINFELD et al. 2006). Wesentlich ist dabei, die
Kalkulation und finale Bewertung auf die Produkteinheiten zu beziehen und nicht pro Tier. In
der gegenwirtigen Literatur werden fiir den Output in der Regel die Energiedquivalente der
Lebensmittel herangezogen; es bleibt zu hinterfragen, ob das Megajoule tierisches Protein
eine noch bessere Bezugseinheit ist. Deutlich weiterreichender wire die Betrachtung der er-
forderlichen Ressourcen und der resultierenden Belastungen in Bezug auf die Produkteinheit
im Ladenregal. Im Folgenden soll betrachtet werden, wo in einem Produktionsnetzwerk, hier
am Beispiel Milch, eingegriffen werden kann, um effizienter zu werden (Abb. 2).

Die Produktionskette bzw. das -netzwerk beginnt mit der ersten Prozessebene: die Futter-
pflanzenproduktion und -ziichtung mit Zellulose, Stérke, Proteinen, Lipiden und sonstigen mi-
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Abb. 2 Milchproduktionsnetzwerk
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noren Nihrstoffen als Futtergrundlage. In der zweiten Prozessebene, im Pansen, werden diese
Bestandteile weitgehend von Mikroben abgebaut und umgewandelt. Die wichtigsten Produkte
sind die volatilen Fettsduren sowie die mikrobiellen Proteine und Vitamine. Im anaeroben Pan-
senmilieu werden unsaturierte Bindungen in Lipiden und anderen Verbindungen des Futters
weitestgehend hydriert und somit in der Funktion veridndert. Ein wesentliches Problem ist, dass
etwa 5 % der zugefiihrten Energie in Methan umgewandelt wird, so fiir das Tier verloren geht
und dariiber hinaus ein wesentliches Umweltproblem der Wiederkiduerhaltung darstellt.

Das Nihrstoffspektrum, das dem Organismus aus der Pansenfermentation zur Verfiigung
steht, kann fiir die Milchbiosynthese kaum direkt genutzt werden, und es wird in der dritten
Prozessebene vom weiteren Gastrointestinaltrakt sowie von der Leber in fiir die Milchdrii-
se verwertbare Nihrstoffe umgewandelt — soweit das Repertoire an Stoffwechselwegen im
Wirbeltier bzw. in der Kuh es ermoglicht. Aufgrund des enormen Bedarfes an Glukose fiir
die Milchsynthese steht die Gluconeogenese im Mittelpunkt des hepatischen Stoffwechsels
der Hochleistungsmilchkuh. Wichtigstes Substrat ist Propionat, gefolgt von den glucoplas-
tischen Aminosduren. Die Umsetzung der Aminosduren liefert Harnstoff, der partiell zum
Pansen riicktransportiert wird und dort Schliisselnéhrstoff fiir Mikrobenproliferation und den
ziigigen Futterabbau ist. Eine weitere wichtige Funktion von Pansenepithel und Leber ist die
Ketogenese — ein wichtiger Stoffwechselweg der Wiederkéuer, der aus Lipiden hydrophile
Energietriger als Ersatz fiir Glukose generiert.

Als vierte Prozessebene der Stoffumwandlung ist die Milchbiosynthese in der Milchdrii-
senalveole einzuordnen. Glukose ist essentiell fiir die Synthese von Laktose und von Kohlen-
hydrat enthaltenden Makromolekiilen; ferner ist Glukose semi-essentiell fiir die NADPH-Rege-
neration als Grundlage fiir Lipogenese und weitere Redoxreaktionen bei der Milchbiosynthese.
Nicht fiir die Gluconeogenese verwertete Aminosduren bilden die essentielle Grundlage fiir die
Proteinbiosynthesewege der Milchdriisenepithelzelle. Genetik und Physiologie der Regelung
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des Kasein-Molkenprotein-Verhéltnisses sind wissenschaftlich wenig bearbeitet; ein markanter
Faktor ist die Eutergesundheit, da Mastitiden zur massiven Senkung der Kaseinsynthese fiihren
(HarRMON 1994, BRUCKMAIER 2005). Die Lipogenese kann diverse Substrate aus Depot, Futter
oder Stoffwechsel nutzen und ist damit am anpassungsfahigsten.

Neben der traditionellen Zentrifugation nutzt die Milchverarbeitung als vierte Prozess-
ebene der Nihrstoffkette inzwischen ein stark erneuertes Spektrum an Technologien, wie
Mikro-, Ultra- oder Nanofiltration, zur Separation der Milchinhaltsstoffe. Ziele sind die Stan-
dardisierung von Prozessen bei der Produktherstellung sowie die stindig verbesserte Verwer-
tung aller Inhaltsstoffe zur Optimierung des Erloses. Produkte, die eine Kaseinprézipitation
erfordern, wie Joghurt, Frisch-, Weich-, Hart- oder Industriekise, zeigen eine sehr positive
Marktentwicklung auf vielen Mirkten der Welt und ersetzen zunehmend Frischmilch oder
Milchgetrinke. Nebenprodukte auf der Basis von Permeaten oder Molke werden zunehmend
entwickelt, wobei der Einsatz in Lebensmitteln 6konomisch attraktiver ist als die Produktion
von Rohstoffen fiir die Industrie oder von Bio-Ethanol.

Dem Verbraucher als letztem Glied der Kette steht ein erndhrungsphysiologisch hochwer-
tiges, hygienisches Lebensmittel zur Verfiigung. Durch seine Wahl bestimmt er die Marktent-
wicklung, gegenwirtig hin zu proteinreichen Produkten. Anzumerken bleibt, dass Milch und
Milchprodukte vollstindig verwertet werden; die Biogenese der Milch ist ein Prozess ohne
Nebenprodukte.

Rumen geschiitzte
g:“:'etlf Zellulose Degradation, 40% Thermogenese  Kopfwaffen
Ll —Azetat, Propionat, Butyrat, Methan
Ca Depot

Urea, sonst. N
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= XH-Z

Gehirn

innere Organe
Herz, Lunge, Niere etc

Ovar, Uterus

Reproduktion Perzeption

Intestin
Resorption

Muskulatur
Bewegung

Proteindepot Detoxification

Fliegenkiller

Fettgewebe, Haut  Leber

Milchdrise Energiereservoir Gluconeogenese
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Abb. 3 Ziichterisch interessante Ansatzpunkte
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Fiir die Formulierung neuer Zuchtziele zur Verbesserung der Nihrstoffokonomie der Produk-
tionskette von der Futterpflanze bis zum Verbraucher ergeben sich aus physiologischer Sicht
folgende Ansatzpunkte (Abb. 2 und 3):

Optimierung des Futterwertes der Gesamtpflanze, insbesondere der Maispflanze
(Scawarz und MEYER 2010). Speziell die geringe und sehr variable Verwertung der
Maisproteine von bis zu weniger als 50 % (VON KEYSERLINGK et al. 1996, ROMAGNOLO et
al. 1994, PauL et al. 2010) ist eine Herausforderung zur engen Kooperation von Pflanzen-
zucht und -anbau, von Technologie sowie von den Disziplinen der Tierproduktion. Eine
stabile und effizientere Verwertung des Mais-Rohproteins konnte den Bedarf an Soja und
anderen Proteintrigern reduzieren.

Systematische Studien zur Assoziation von Phinotypus und Genotypus bei der Futterver-
wertung. Insbesondere Stickstoffokonomie bzw. die Effizienz des Stichstofftransportes
sind von grofler erndhrungsphysiologischer Bedeutung und scheinen hoch variabel zwi-
schen Individuen zu sein (ABDOUN et al. 2006). Offensichtlich haben die UT-B-Trans-
porter im Pansen eine Schliisselrolle bei der Harnstoffausscheidung und damit fiir die
Stickstoffbilanz der Wiederkduer (STEWART et al. 2005, StMMoNs et al. 2006). Ansitze
zur Neujustierung des N-Bedarfs von Milchkiihen zeigen ein klares Potential zur N-Ein-
sparung und Reduktion der Umweltbelastung (CASTILLO et al. 2001). Wiederkduer haben
prinzipiell die Fahigkeit, die bendtigten Proteine iiber die Pansenflora nach Bereitstellung
des Stickstoff aus dem Leberstoffwechsel (,,urea salvage®) selbst zu synthetisieren und
damit die N-Okonomie zu verbessern (MUSCHER et al. 2010); aus der aktuellen Literatur
sind kaum Ansitze zur ziichterischen Bearbeitung dieser Fragestellung zu erkennen.

Die Bereitstellung von Substraten fiir die Milchbiosynthese in der Milchdriisenepithel-
zelle und die Erhaltung der Stoffwechselstabilitdt zur Gewdhrleistung der Funktionen
aller weiteren Organe sind die Hauptaufgaben der Leber — im Rahmen ihrer komplexen
Gesamtfunktion bei Stoffwechsel und Homoostasen. Vor dem Hintergrund des enormen
Glukose- und Aminosiaurenbedarfes der Milchdriise sind die Glukosedkonomie, Ami-
nosdureneinsparung, die moderate Ketogenese zur Produktion hydrophiler Energielie-
feranten und deren Verwertung wichtige Stoffwechselleistungen des Organismus; auch
die Adaptationsfahigkeit der fiir den erwachsenen Wiederkéduer atypischen intestinalen
Glucoseresorption ist bei der Milchkuh eine wichtige Fragestellung (MATTHE et al. 2001).
Fiir Stoffwechselimbalancen ist die Anderung des Fett-EiweiB-Quotienten ein bedingt
geeigneter, leicht erfassbarer Indikator (KESSEL et al. 2008, BUTTCHEREIT et al. 2010);
diese Studien zeigen grofe tierindividuelle Unterschiede beziiglich Stoffwechselstabilitit
und somit Ansatzpunkte zur weiteren Bearbeitung. Eine gute Persistenz bzw. der Verlauf
der Laktationskurve sind Optionen, Stoffwechselspitzen und Tierbelastung zu vermeiden,
mehr tierisches Protein zu produzieren (SCHLAMBERGER et al. 2010) und somit die Emis-
sion pro MJ Milchprotein zu reduzieren.

Aus Sicht der Milch verarbeitenden Industrie steht die Verfiigbarkeit und Konzentration
von Kasein im Vordergrund. Bei hoch industrialisierten Molkereien wird die Milch mit
Filtrationseinrichtungen vorkonzentriert (Umkehrosmose, Mikro-, Ultra- und Nanofiltra-
tion), um hohe Ausbeuten bei kontinuierlich laufenden Prozessen aus den Retentaten zu
haben. Die dabei anfallenden gro3en Mengen Permeate sind Grundlage weiterer speziel-
ler Produkte mit in der Regel geringerem Erlos (besondere Getrinke, Industrierohstoffe,
Bioethanol, Tierfutter etc). Milch mit hohen Konzentrationen marktfahiger Inhaltsstoffe,
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insbesondere hohem Kasein, wiirde den Aufwand bei der Verarbeitung reduzieren bzw.
kidme dem Bedarf des Konsumenten entgegen. Die Vermeidung der Produktion von In-
haltsstoffen mit geringem (Fett) oder marginalem (Laktose) Marktwert wire der effizien-
teste Weg zu Ressourcen- und Klimaschonung — einen Paradigmenwechsel in der Tier-
zucht mit dem Fokus auf Inhaltsstoffe mit hohem Marktwert wére der nachhaltigste Weg.

Im Resiimee: Die Durchleuchtung des gesamten Produktionsnetzwerkes auf weitere Mog-
lichkeiten der Optimierung ist der effizienteste Weg zur Umweltentlastung. Die enge Koope-
ration aller Disziplinen von der Tier- und Pflanzenzucht bis zur Technologie und Okonomie
ist dazu unerlésslich.

6. NGOs, Politik und Medien

Wenn die Produktivitit in der Tierproduktion verbessert werden soll, dann sind komplexe
Zusammenhinge zu beriicksichtigen. Es ist eher kontraproduktiv, wenn NGOs (Non-Govern-
mental Organisations) ihre Mediensprecher nach eigenem Ermessen als Experten bezeichnen
und Aussagen in die Landschaft stellen, die nicht dienlich sind, um in der Lebensmittelpro-
duktion sachgerecht weiterzukommen. Diese Aufgaben kann man nur mit einer soliden Wis-
senschaft 16sen und Entscheidungen nur auf serioser Basis treffen. Vor dem Hintergrund der
gigantischen Herausforderungen der Zukunft ist es unerlésslich, den Fortschritt des Wissens
verantwortungsvoll in Diagnostik und Tierzucht zu nutzen. Die allseitige Verfiigbarmachung
leistungsfihiger Technologien bleibt ein dringliches Anliegen.

7. Schlussfolgerungen

Die GroBtrappe, eine magische Tierart dhnlich wie der Pandabér, gibt es in Deutschland nur
noch in ca. 50 Exemplaren in Brandenburg. Sie ist der schwerste flugfiahige Vogel auf der
Erde, und solche Tiere sollten auch in Zukunft einen Lebensraum in Deutschland haben. Das
zwingt uns, dass wir die Spots hoher Biodiversitit mindestens in ihrer Grof3e erhalten. Mit der
Lebensmittelproduktion sollten wir auf den Fldchen bleiben, die wir jetzt nutzen, und diese
Flachen auch nicht vergroern, sondern eher an Naturreservoire abtreten.

Vor diesem Hintergrund steht die Tierzucht vor der Aufgabe, die Effizienz der Lebensmit-
telproduktion als Grundlage fiir eine nachhaltige Ressourcenschonung und Umweltentlastung
stetig zu steigern. Die absehbare Anderung der Marktanforderungen sollte veranlassen, in
Zukunft den Fokus mehr auf Produktzusammensetzung und einzelne Inhaltsstoffe zu richten.
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Das Schwein als Modelltier in der
translationalen Diabetesforschung
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Mit 4 Abbildungen

Zusammenfassung

Translationale Medizin hat die Ubertragung von Erkenntnissen aus der Grundlagenforschung in die klinische
Anwendung zum Ziel. Neben Nagermodellen werden dafiir Grotiermodelle, insbesondere Schweine, benétigt, die
dem Menschen in Anatomie und Physiologie deutlich dhnlicher sind. Grofe Fortschritte in Techniken fiir die gene-
tische Modifikation von Schweinen sowie die giinstige Reproduktionsbiologie dieser Spezies machen das Schwein
zusitzlich zu einem attraktiven Modellorganismus. Ein zentrales Anwendungsgebiet fiir Schweinemodelle ist die
Diabetesforschung. Die Zahl der von dieser Erkrankung betroffenen Menschen steigt weltweit stetig und soll laut
Hochrechnungen bis zum Jahr 2030 weit tiber 400 Millionen erreichen. Ein Aspekt des Typ-2-Diabetes mellitus ist die
stark reduzierte Wirkung des Inkretinhormons Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide (GIP), das die Insulinse-
kretion glukoseabhingig potenziert. Um die Rolle der reduzierten GIP-Wirkung in der Pathogenese des Diabetes mel-
litus zu kldren hat unsere Arbeitsgruppe transgene Schweine generiert, die einen dominant-negativen GIP-Rezeptor
(GIPR) in den Beta-Zellen des Pankreas exprimieren. GIPR-transgene Schweine zeigen mit zunehmendem Alter
eine progressive Verschlechterung der Glukosetoleranz, die mit einer Reduktion der Insulinsekretion einhergeht, so-
wie eine deutliche Reduktion der Beta-Zellmasse. Dieses neue Tiermodell spiegelt wichtige Aspekte des humanen
Typ-2-Diabetes mellitus wider und 6ffnet somit neue Perspektiven fiir die translationale Diabetesforschung.

Abstract

Translational medicine aims at the translation of novel discoveries from basic research into clinical application.
Animal models play an important role in this field. In addition to rodent models, large animals, especially pigs, are re-
quired which share numerous anatomical and physiological similarities with humans. Recent progress in techniques
for the genetic modification of pigs as well as their favorable reproductive biology makes the pig an attractive model
organism. Pig models are particularly important for diabetes research. The number of human patients suffering from
diabetes mellitus is steadily increasing, and is predicted to exceed 400 million people worldwide by the year 2030.
One aspect of type 2 diabetes mellitus is the highly reduced insulinotropic action of the incretin hormone glucose-
dependent insulinotropic polypeptide (GIP) that potentiates insulin secretion in a glucose dependent manner. In
order to evaluate the role of the reduced insulinotropic action of GIP in the pathogenesis of type 2 diabetes mellitus,
our group has generated transgenic pigs that express a dominant-negative GIP receptor (GIPRd") in the pancreatic
beta-cells. GIPRd" transgenic pigs show a deterioration of glucose tolerance with increasing age going along with
reduced insulin secretion and a distinct reduction of beta-cell mass. GIPRd" transgenic pigs mimic important aspects
of human type 2 diabetes mellitus and thus provide novel opportunities for translational diabetes research.

1. Translationale Medizin

Die Umsetzung neuer Befunde der Grundlagenforschung in die klinische Anwendung ist ein
langwieriger, kostspieliger und auch riskanter Prozess. Translationale Medizin ist daher ein zen-
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trales Thema der Forderpolitik im Bereich der biomedizinischen Forschung. Ein entscheidender
Faktor in diesem Zusammenhang ist die Verfiigbarkeit von Tiermodellen, die im Hinblick auf
die Wirksamkeit und Sicherheit neuer Therapieverfahren prédiktiv sind. Bislang werden dafiir
meist Nagermodelle verwendet, da sie im Hinblick auf Genetik und Umweltfaktoren sehr gut
standardisiert werden konnen. Zudem steht ein umfangreiches Spektrum an Technologien zur
genetischen Modifikation zur Verfiigung, mit dem insbesondere Mausmodelle speziell fiir die
jeweilige Fragestellung entwickelt werden konnen. Aufgrund ihrer geringen Grof3e und Lebens-
erwartung, aber auch aufgrund teilweise groler anatomischer und physiologischer Unterschie-
de im Vergleich zum Menschen sind Nagermodelle allein fiir die Translationale Medizin nicht
ausreichend. Je nach zu untersuchender Krankheitsentitit finden sich unter den Haustierarten
hervorragend geeignete Modelle, um die ,.translationale Liicke* zwischen Mensch und Maus
zu schlielen. Beispiele sind Pendants menschlicher monogenetischer Erkrankungen, die in zu-
nehmender Zahl bei verschiedenen Haustierarten entdeckt werden. So kann zum Beispiel die
beim Chianina-Rind vorkommende kongenitale Pseudomyotonie als Modell fiir die humane
Brody-Myopathie gesehen werden. Bei beiden Erkrankungen liegt eine Mutation im ATP2A]-
Gen vor, welche zu einem Funktionsverlust des SERCA1-Proteins fiihrt (DROGEMULLER et
al. 2008). Die Polyneuropathie von juvenilen Hunden der Rasse Greyhound zeigt eine sehr
dhnliche klinische Symptomatik wie die genetisch heterogene Charcot-Marie-Tooth-Erkran-
kung des Menschen (DROGEMULLER et al. 2010). Schweine, die eine Spontanmutation im LDL-
Rezeptor-Gen (Low-density-lipoprotein-receptor-Gen) tragen, sind als Atherosklerosemodell
geeignet (HASLER-RAPACZ et al. 1998). Neben diesen zufilligen Ubereinstimmungen kénnen
heute jedoch auch Grofitiermodelle, insbesondere Schweine, fiir bestimmte Fragestellungen
der translationalen Forschung gezielt erstellt werden. Ausgangspunkt dafiir ist in der Regel ein
genetischer und/oder pathophysiologischer Befund in einem Patientenkollektiv, der kausal fiir
die Entwicklung einer Krankheit oder mit dieser assoziiert ist. Effiziente Gentransferverfahren,
wie die Verwendung lentiviraler Vektoren oder die Kerntransferklonierung mit genetisch mo-
difizierten Spenderzellen, erméglichen es, die der menschlichen Erkrankung zugrundeliegen-
den Veridnderungen auf molekularer Ebene zu rekonstruieren (Abb. 1). Genetisch modifizierte
Schweinemodelle wurden bislang fiir neurodegenerative Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer
und Morbus Huntington, fiir kardiovaskuldre Erkrankungen sowie fiir die Diabetesforschung
generiert (Ubersicht in AIGNER et al. 2010). Auch in der Xenotransplantation spielen genetisch
verdnderte Schweine bereits eine wichtige Rolle (KLymiuk et al. 2010). Die Entwicklung sol-
cher mafigeschneiderter Tiermodelle entspricht der Forderung nach einem ,,Refinement” der
tierexperimentellen Forschung.

2. Mensch — Schwein: Ahnlichkeiten und Unterschiede

Tiermodelle sind essentiell in der Diabetesforschung, vor allem fiir Studien zur Atiologie und
Pathogenese sowie fiir die Entwicklung neuer wirksamer Medikamente. Obwohl bereits eine
groe Anzahl gut charakterisierter und auch vielseitig einsetzbarer Mausmodelle etabliert
wurde, liefern Grofitiermodelle dennoch eine sehr sinnvolle Ergéinzung beziehungsweise eine
Verbesserung der experimentellen Moglichkeiten, um das Wissen iiber die entsprechenden
humanen Erkrankungen zu erweitern.

Insbesondere das Schwein erscheint in vielerlei Hinsicht als duflerst geeignetes Modell fiir
die menschliche Physiologie und Pathophysiologie (DouGLAs 1972). Gemeinsamkeiten zwi-
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Abb. 1 Entwicklung von verbesserten préklinischen Tiermodellen. Fiir bestimmte Zielgene und Mechanismen, die
aus unterschiedlichen Pipelines identifiziert wurden (links), konnen gezielt Mausmodelle fiir Proof-of-Concept-Stu-
dien erstellt werden. Auf der Basis der Erkenntnisse aus den Mausmodellen werden spezielle Grotiermodelle, wie
z. B. genetisch modifizierte Schweine, entwickelt (AIGNER et al. 2010).

schen Mensch und Schwein hinsichtlich Aufbau und Funktion des Gastrointestinaltrakts, Mor-
phologie des Pankreas, Pharmakokinetik sowie Struktur und Funktion des Insulins lassen das
Schwein geradezu ideal erscheinen fiir die Diabetesforschung (LARSEN und RoLIN 2004). Auch
KorpergroBe und Gewicht sind fiir die menschliche Physiologie wesentlich reprisentativer als
dies bei Nagermodellen der Fall ist. Deshalb konnen am Schwein entwickelte neue diagnosti-
sche oder chirurgische Verfahren oft direkt auf die Humanmedizin iibertragen werden.

Das porzine Pankreas dhnelt dem des Menschen in Gréfe, Form und Lage sehr stark, trotz
einiger anatomischer Unterschiede im Ausfiihrungsgangsystem (MurakaMi et al. 1997). Die
endokrinen Zellen liegen sowohl beim Menschen als auch beim Schwein vorwiegend in den
Langerhansschen Inseln und vereinzelt oder in kleineren Zellkonglomeraten im exokrinen
pankreatischen Gewebe. Die Beta-Zellen stellen mit ca. 80 % den vorherrschenden Zelltyp
der Pankreasinseln dar (LARSEN und RoLIN 2004).

Die Alpha-Zellen sind vor allem in der Peripherie der Langerhansschen Inseln des dor-
salen Pankreas lokalisiert, wohingegen PP-Zellen bei beiden Spezies fast ausschlieBlich im
ventralen Pankreas vorkommen (WIECZOREK et al. 1998). Dariiber hinaus entsprechen sich
GroBe und Struktur der Langerhansschen Inseln im pankreatischen Gewebe adulter Indivi-
duen. Aufgrund der deutlicher ausgepridgten retikuldren Kapsel zwischen endokrinen und
exokrinen Anteilen des Pankreas und der Formation groferer Inselapparate werden éltere
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Schweine fiir die Inselisolation sowie als Ressource fiir die Inseltransplantation favorisiert
(Orcr et al. 1979, Jay et al. 1999).

Die Aminosiuresequenz des humanen Insulins unterscheidet sich von der des porzinen In-
sulins nur in einer Aminosaure an Position 30 der B-Kette (SONNENBERG und BERGER 1983).
Die Aminosduresequenz von humanem und porzinem GIP stimmt bis auf einen Aminosiure-
austausch an Position 18 (His — Arg) und Position 34 (Asn— Ser) iiberein (MooDY et al. 1984).

Das Insel-Amyloid-Polypeptid (IAPP) wird bei beiden Spezies zusammen mit Insulin in den
Granula der Beta-Zellen gespeichert und sezerniert. Dieser Vorgang setzt bereits in der Friih-
phase der Ontogenese in pluripotenten, endokrinen Stammzellen ein (LUKINIUS et al. 1996). Al-
lerdings zeigt das Schwein im Gegensatz zum Menschen keine Ablagerung von zytotoxischen
Amyloidplaques mit konsekutiver Steigerung der Apoptoserate der Beta-Zellen. Grund dafiir ist
die beim menschlichen IAPP vorhandene amyloidogene Aminoséduresequenz von Position 20
bis 29 (CLARK et al. 1988, TURNER et al. 1988, POTTER et al. 2010). Diese amyloidogene Se-
quenz des IAPP konnte auch bei der Hauskatze sowie beim Cynomolgusaffen (Macaca fascicu-
laris) nachgewiesen und in Zusammenhang mit einem spontan auftretenden Diabetes mellitus,
dhnlich dem humanen Diabetes Typ 2, mit Ablagerung unloslicher Amyloidfibrillen gebracht
werden (O’BRrIEN et al. 1993, HOENIG et al. 2000, O’BRIEN et al. 1996).

Trotz anatomischer Unterschiede im Gastrointestinaltrakt gibt es eine Vielzahl funktio-
neller Entsprechungen hinsichtlich der Physiologie der Verdauung (Ingestapassagezeit und
Effektivitdt der Verdauung) und der Nahrungsbediirfnisse (MILLER und ULLREY 1987).

Das Schwein ernéhrt sich wie der Mensch omnivor und ist in besonderem Mafle abhingig
von der Qualitét der zugefiihrten Nahrung, da Umbauprozesse der Nahrungsmolekiile durch
symbiotische Mikroorganismen im Darm eine untergeordnete Rolle spielen (HUGE et al.
1995). Das Schwein und der Mensch zeigen gleichermafen eine starke Korrelation zwischen
der Beta-Zellmasse und einer ungestorten Funktion der metabolischen Kontrollmechanismen,
beziehungsweise der Beta-Zellfunktion. Durch gute Kompensationsmechanismen kommt es
bei beiden Spezies erst bei einer Reduktion der Beta-Zellmasse um 80 % zu einem klinisch
manifesten Diabetes mellitus. Somit ist das Schwein ein ausgezeichnetes Modell fiir den
Glukosemetabolismus des Menschen. Die schnelle, ausgeprigte postmortale Autolyse des
pankreatischen Gewebes schrinkt die Verfiigbarkeit humaner Gewebeproben bei der patho-
logischen Untersuchung und somit die Erstellung repriasentativer Studien stark ein (BUTLER
et al. 2003). Die Durchfiihrung von physiologischen Tests, wie dem Glukosetoleranztest mit
anschlieender quantitativ-stereologischer Evaluierung der Beta-Zellmasse post mortem am
Schweinemodell vermittelt somit Kenntnisse der Inselmorphologie, der Relation zwischen
Beta-Zellmasse und Beta-Zellfunktion und erdffnet neue Moglichkeiten fiir die Entwicklung
neuer Diagnosemethoden in der Humanmedizin (LARSEN et al. 2003).

Die metabolische Anpassung beim Abfall des Blutglukosespiegels und des Insulingehalts
wihrend einer Fastenperiode, die beim Schwein einen Anstieg der freien Fettsduren sowie
von Glyzerol durch Oxidation korpereigener Fettreserven, verstirkte Glukoneogenese und
Ketonkorperbildung zur Folge hat, ist nahezu identisch mit den Vorgéngen beim Menschen.

Die Glukose- und Insulinplasmaspiegel steigen mit zunehmendem Alter, vermutlich durch
eine zunehmende periphere Insulinresistenz und reduzierte Beta-Zellfunktion, wohingegen
die Glukosetoleranz abhidngig vom allgemeinen Gesundheitsstatus und vom Korpergewicht
bei beiden Spezies mit dem Alter sinkt (ROSENTHAL et al. 1982, LARSEN et al. 2003). Die
physiologischen Blutglukosespiegel sind im Generellen bei Mensch und Schwein vergleich-
bar (Schwein: 70-115 mg/dl; Mensch: 70—100 mg/dl), wohingegen das Gottinger Minipig
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deutlich niedrigere Plasmaglukosewerte zeigt (KRAFT und DURR 2005, CLASSEN et al. 2004,
LARSEN und RoLIN 2004).

Durch die dhnliche Beschaffenheit der Haut und des subkutanen Gewebes und die da-
durch vergleichbare transdermale Permeabilitdt kann das Schwein sehr gut zur Evaluierung
von Pharmakokinetik und Pharmakodynamik nach einer subkutanen Injektion von Medika-
menten genutzt werden (MEYER 1996, BENECH-KIEFFER et al. 2000, QvIsT et al. 2000). Des
Weiteren gibt es entscheidende Entsprechungen in der Biotransformation von Medikamenten
durch eine dhnliche Cytochrom-p450-Oxidase-Konzentration in der Leber. Obgleich es ei-
nige Unterschiede im Vergleich zum Menschen gibt, ist das Schwein ein sehr bedeutendes
Modell in der pharmakologischen Forschung (MONSHOUWER und WiTkAMP 2000).

Diabetes mellitus wurde beim Schwein bisher zum einen durch die Pankreatektomie ver-
ursacht. Da bei dieser sehr invasiven Methode auch der exokrine Teil des Pankreas entfernt
wird, kommt es zu einer schwerwiegenden Beeintrichtigung der Verdauung. Zum anderen
wurde die Krankheit durch Applikation von Streptozotozin (1-Methyl-1-Nitrosoharnsiure)
induziert. Streptozotozin bindet an das Kohlenstoffatom in Position 2 des D-Glukosemo-
lekiils und wird somit durch den GLUT2-Rezeptor in die Beta-Zellen transportiert. In Fol-
ge kommt es zu DNA-Strangbriichen und zur Induktion von DNA-Reparaturmechanismen
(LENZEN 2008). Der dadurch gesteigerte ATP-Verbrauch fiihrt schlielich zum Untergang
der Beta-Zellen mit konsekutivem Insulinmangel und schnellem Anstieg des Blutglukose-
spiegels (LENZEN 2008). Im Schweinemodell ist die Wirkung von Streptozotocin jedoch sehr
variabel (LEDOUX und WiLsON 1984, ELSNER et al. 2000).

Die Etablierung und Charakterisierung klinisch relevanter, genetisch modifizierter Schwei-
nemodelle stellt somit eine entscheidende Verbesserung dar und bietet vielfiltige neue Mog-
lichkeiten fiir die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien und Priaventionsmafnahmen.

3. Diabetes mellitus — ein globales Problem

Unter der Bezeichnung Diabetes mellitus wird eine heterogene Gruppe metabolischer Er-
krankungen zusammengefasst, die mit einem Anstieg des Blutglukosespiegels, Polyurie,
Polydipsie und bei Entgleisung der Stoffwechsellage mit metabolischer Ketoazidose einher-
gehen (American Diabetes Association 2010). Die Atiologie dieser Erkrankung ist sehr kom-
plex und bisher nicht vollstindig wissenschaftlich geklart. Grundsitzlich werden zwei grof3e
Gruppen unterschieden:

— Beim Diabetes mellitus Typ 1 handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung. Immunme-
diierte, entziindliche Prozesse des endokrinen Pankreas und die dadurch bedingte Zersto-
rung des pankreatischen Inselapparats haben eine insuffiziente Insulinsekretion und einen
absoluten Insulinmangel zur Folge.

— Diabetes mellitus Typ 2 ist mit tiber 90 % der Fille weitaus hdufiger. Genetische Pradisposi-
tion in Kombination mit Ubergewicht durch jahrelange hyperkalorische Ernshrung und Be-
wegungsmangel erhohen das Risiko fiir die Dysregulation der Glukosehoméostase und fiir
klinisch manifesten Diabetes mellitus (LEAHY 2005). Der Organismus reagiert als positive
Anpassungsreaktion in der frithen Latenzphase mit einer vermehrten Synthese und Sekreti-
on von Insulin. Das erhohte Insulinangebot fiihrt zu einer Senkung der Rezeptordichte und
somit durch die periphere Insulinresistenz der Zielzellen zu einem relativen Insulinman-
gel. Die Konsequenz nach Erschopfung der Kompensationsmechanismen ist die gesteigerte
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Apoptoserate der pankreatischen Beta-Zellen und dadurch die progressive Reduktion der
Beta-Zellmasse mit Hypoinsulindmie und klinischer Manifestation des Diabetes mellitus
(BUTLER et al. 2003, LEAHY 2005).

In einigen Fillen des humanen, juvenilen Diabetes mellitus liegt keine autoimmune Genese
zugrunde, vielmehr handelt es sich um monogenetisch bedingte Erkrankungen (EDGHILL et
al. 2006). Eine ausgeprigte Beta-Zelldysfunktion mit Insulinmangel und Gukoseintoleranz in
einem sehr frithen Lebensalter sind charakteristisch fiir diese monogenetischen Formen des
Diabetes mellitus. Schwere Verldufe von diabetischer Ketoazidose und Hyperglykdmie mit
dramatischem Gewichtsabfall sind die Folge (Stoy et al. 2007).

Eine Gruppe genetischer Defekte (HNF-1a, HNF-4o, HNF-1f, PDX, GCK, NeuroD]),
die zu Storungen der Beta-Zellfunktion fiihren, wird unter dem Uberbegriff MODY (Maturity
Onset Diabetes of the Young) Klassifiziert (American Diabetes Association 2010). Mutatio-
nen im Insulinrezeptorgen (Leprechaunismus, Rabson-Mendenhall-Syndrom) und heterozy-
gote Mutationen im humanen Insulingen (C43G, C96Y, R89C, G90C usw.) fiihren ebenfalls
zu diesem Krankheitsbild (Stoy et al. 2007).

Des Weiteren konnen rezidivierende Pankreatitiden, Traumata, Neoplasien des endokri-
nen und des exokrinen Pankreas und die hormonell bedingte diabetogene Stoffwechsellage
in Folge bestimmter Endokrinopathien (Hyperthyreoidismus, Cushing-Syndrom, Phéaochro-
mozytom usw.) ursédchlich fiir Diabetes mellitus sein (American Diabetes Association 2010).

Der demographische Wandel, Bewegungsarmut, tibermiflige und ungesunde Ernidhrung
werden nach Hochrechnung bis zum Jahr 2030 zu einer explosionsartigen Zunahme der Pri-
valenz von Diabetes mellitus in der Gesamtweltbevolkerung fiihren. Man rechnet damit, dass
bis zum Jahr 2030 die Anzahl an Diabetes mellitus erkrankter Personen zwischen 20 und 79
Jahren weltweit von 285 Millionen auf 439 Millionen ansteigen wird (SHAW et al. 2010). Das
bedeutet eine Zunahme von 20 % in Industriestaaten sowie von besorgniserregenden 68 % in
Entwicklungsldandern (WILD et al. 2004, SHAwW et al. 2010). Allerdings basieren diese Anga-
ben auf der Annahme, dass die Wirkung anderer Risikofaktoren konstant bleibt. Moglicher-
weise werden daher die Schitzungen zur Diabetesprivalenz noch iibertroffen werden (WiLD
et al. 2004). Hinzu kommt die enorme wirtschaftliche Belastung der Gesundheitssysteme
durch diese Erkrankung. Wegen des chronischen Charakters und der schweren Folgeerkran-
kungen rechnet man bis zum Jahr 2030 mit einer Verdoppelung der Kosten. Man geht davon
aus, dass die Gesamtkosten fiir die Versorgung von Diabetespatienten allein in den USA von
$ 174 Milliarden im Jahr 2007 bis zum Jahr 2034 auf $ 336 Milliarden zunehmen werden
(Tao et al. 2010).

Aus diesen Griinden bedarf es in den kommenden Jahren international koordinierter For-
schungsaktivititen zur Klirung von Atiologie und Pathogenese der verschiedenen Diabetes-
formen, um die Grundlagen fiir Praventionsstrategien und die Entwicklung neuer Diagnose-
und Behandlungsmethoden zu schaffen.

4. Inkretine und Inkretinhormon-basierte Therapeutika

Bislang sind zwei korpereigene Inkretinhormone bekannt: Glucose-dependent Insulinotropic
Polypeptide (GIP) und Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1). Beide Inkretinhormone vermitteln
neben anderen Aufgaben den sogenannten Inkretineffekt. Dieser beschreibt das Phinomen,
dass oral verabreichte Glukose im Vergleich zu einer isoglykdmischen, intravendsen Glukose-
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infusion zu einer hoheren Insulinsekretion fiithrt (NAUCK et al. 1993a). Das erste Inkretinhor-
mon wurde Ende der 1960er Jahre entdeckt (BROWN et al. 1969). Aufgrund seiner Fihigkeit,
die Magenséureproduktion bei Hunden zu hemmen, wurde es zunéchst als Gastric Inhibitory
Polypeptide (GIP) bezeichnet (BRowN 1971, BROWN und DRYBURGH 1971, BROWN et al.
1975). Bei weiteren Untersuchungen wurde zusétzlich festgestellt, dass GIP auch in der Lage
ist, die Insulinsekretion zu steigern. Darauthin wurde es in Glucose-dependent Insulinotro-
pic Polypeptide umbenannt, da eine Steigerung der Insulinsekretion durch physiologische
GIP-Konzentrationen erreicht werden konnte, wéhrend fiir eine Hemmung der Magensiure-
produktion pharmakologische GIP-Konzentrationen nétig waren. Die Abkiirzung GIP wurde
beibehalten (DUPRE et al. 1973). Im Zuge von Analysen des Proglukagon-Gens wurde das
zweite Inkretinhormon, Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1), mit starker insulinotroper Wir-
kung entdeckt (SCHMIDT et al. 1985).

GLP-1 ist ein gewebespezifisches, posttranslationales, proteolytisches Produkt des Proglu-
kagon-Gens und kommt beim Menschen hauptséchlich in zwei trunkierten Formen, GLP-1(7-
36)-Amid und GLP-1(7-37), vor. Beide bioaktiven Formen werden im Bezug auf ihre insuli-
notrope Wirkung als dquipotent eingeschitzt. GIP besteht aus 42 Aminosduren und entsteht
aus dem proGIP-Vorldufermolekiil (TAKEDA et al. 1987). Beide Inkretinhomone werden von
endokrinen Zellen im Darm sezerniert, GLP-1 von L-Zellen im distalen Ileum und Kolon, GIP
von K-Zellen im Duodenum und proximalen Jejunum (Mossov et al. 1986, EISSELE et al. 1992).
Die Sekretion der Inkretinhormone wird durch Aufnahme von Nihrstoffen (vor allem Kohlen-
hydrate und Fett), neurale und endokrine Faktoren stimuliert (BRUBAKER und DRUCKER 2004,
BAGGIO und DRUCKER 2007). Uber die Blutbahn gelangen GIP und GLP-1 zum Pankreas,
wo sie an ihren jeweiligen spezifischen Rezeptor binden, den GIP-Rezeptor (GIPR) und den
GLP-1-Rezeptor (GLP-1R). Uber verschiedene intrazellulire Mechanismen kommt es durch
verstirkte Exozytose Insulin enthaltender Granula in den Beta-Zellen zur Stimulation der Insu-
linsekretion. Zusétzlich werden die Transkription des Insulingens sowie die Insulinbiosynthese
stimuliert (DING und GRoMADA 1997, BAGGI0 und DRUCKER 2007).

Von beiden Inkretinen ist aus Studien an INS-1-Zellen sowie aus Nagermodellen ein pro-
proliferativer und anti-apoptotischer Effekt auf die Beta-Zellen des Pankreas bekannt (TRUM-
PER et al. 2001, FARILLA et al. 2002, 2003, L1 et al. 2003, MAIDA et al. 2009), was sie fiir die
Diabetestherapie {iberaus interessant macht.

GLP-1 hat jedoch eine besonders kurze Halbwertszeit von 1-1%2 min. GIP besitzt eine
langere Halbwertszeit von ca. 7 min (VILSBOLL et al. 2006). GIP und GLP-1 werden durch
das Enzym Dipeptidyl-Peptidase-4 (DPP-4) abgebaut (DEACON et al. 1995).

Neben den Funktionen im Pankreas entfalten beide Inkretine weitere Wirkungen in ande-
ren Zielgeweben.

GLP-1 besitzt kardioprotektive sowie neuroprotektive Wirkungen, fordert die Glukose-
aufnahme und -speicherung in Skelettmuskulatur und Fettgewebe, senkt die Glukoneogenese
in der Leber, mindert den Appetit und verringert die Magenentleerung (BAGGIO und DRUCKER
2007). GIP erfiillt noch weitere biologische Funktionen im Fettgewebe, in Knochen und dem
zentralen Nervensystem (BAGGI0 und DRUCKER 2007).

Im Hinblick auf die Krankheit Diabetes mellitus ist die Untersuchung der Inkretinhor-
mone besonders interessant, da Typ-2-Diabetes-Patienten einen stark verminderten Inkretin-
effekt zeigen (NAUCK et al. 1986). Die Ursache fiir diese Verdnderung ist in der Sekretion
sowie dem insulinotropen Effekt der Inkretinhormone beim Typ-2-Diabetes-Patienten zu su-
chen. Die Sekretion von GIP scheint bei diesen Patienten dhnlich zu sein wie beim gesunden
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Menschen (TorT-NIELSEN et al. 2001, VILSBOLL et al. 2001). Obwohl dltere Studien vor
allem zwei Stunden nach Nahrungsaufnahme eine geringgradig verminderte Sekretion von
GLP-1 beim Typ-2-Diabetes-Patienten beschrieben (TOFT-NIELSEN et al. 2001, VILSBOLL et
al. 2001), zeigen neuere Untersuchungen eine normale Sekretion im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen (VOLLMER et al. 2008).

Die insulinotrope Wirkung von GLP-1 scheint beim Typ-2-Diabetes-Patienten erhalten zu
sein, die insulinotrope Wirkung von GIP ist dagegen deutlich reduziert (NAUCK et al. 1993b).
Als Ursachen fiir die verminderte insulinotrope Wirkung von GIP wurden die Desensibili-
sierung des GIPR, eine verminderte Expression des GIPR sowie Mutationen im GI/PR-Gen
diskutiert (TSENG et al. 1996, ALMIND et al. 1998, LyNN et al. 2001, 2003). Kiirzlich konnte
in einer Metaanalyse von neun genomweiten Assoziationsstudien gezeigt werden, dass Vari-
ationen im GIPR-Gen die Glukosetoleranz sowie die Insulinsekretion nach oraler Glukose-
Challenge beeinflussen (SAXENA et al. 2010).

Die Erkenntnis, dass der insulinotrope Effekt von GLP-1 bei Typ-2-Diabetes-Patienten
erhalten ist, fithrte zu der Idee, Therapeutika auf der Basis von GLP-1 zu entwickeln. Durch
die Anwendung von Inkretinhormon-basierten Therapeutika sollen eine gesteigerte Insulin-
sekretion und damit konstantere Blutglukosespiegel erreicht werden. Da GLP-1 eine sehr
kurze Halbwertszeit von nur 1-1%2 min hat (DEACON et al. 1995), ist es nicht praktikabel,
natives GLP-1 als Therapeutikum zu verwenden. Deshalb wurden zum einen GLP-1-Rezep-
tor-Agonisten entwickelt, wobei durch Modifikationen am N-Terminus oder am C-Terminus
eine DPP-4-Resistenz oder eine Umgehung der renalen Filtration erreicht werden konnte. So
konnte die Halbwertszeit deutlich verldngert werden. Zum anderen wurden DPP-4-Inhibitoren
entwickelt, die das Enzym Dipeptidyl-Peptidase-4 hemmen, wodurch die Halbwertszeit der
endogenen Inkretinhormone verlidngert werden kann (GREEN et al. 2004, 2006, GREEN und
FLATT 2007). Sowohl GLP-1-Rezeptor-Agonisten wie auch DPP-4-Inhibitoren sind bereits
fiir die Therapie zugelassen. Beispiele fiir GLP-1-Rezeptor-Agonisten sind Byetta® (Exenati-
de) und Victoza® (Liraglutide), wihrend als Vertreter bereits zugelassener DDP-4-Inhibitoren
Galvus® (Vildagliptin) und Januvia® (Sitagliptin) zu nennen sind (AHREN 2007, 2009).

Exenatide kam als erstes Inkretin-Mimetikum im Jahr 2005 in den Vereinigten Staaten und
2007 in Europa unter dem Namen Byetta® auf den Markt. Im Gegensatz zu nativem GLP-1
betrigt die mittlere terminale Halbwertszeit ca. 2,4 h (EDWARDs et al. 2001). Zahlreiche Stu-
dien zeigten positive Effekte von Exenatide: Eine signifikante Verbesserung der Kontrolle des
Blutglukosespiegels (BUSE et al. 2004, DEFRONZO et al. 2005, KENDALL et al. 2005), eine
Senkung des HbAlc (HEINE et al. 2005), Gewichtsverlust (BUSE et al. 2004, DEFRONZO et
al. 2005, KENDALL et al. 2005) sowie positive Auswirkungen auf den Blutdruck und die Blut-
lipidwerte (KLONOFF et al. 2008). Ahnliche Ergebnisse konnten infolge einer Behandlung mit
Liraglutide festgestellt werden (GARBER et al. 2009, MARRE et al. 2009, NAuck et al. 2009).
DDP-4 Inhibitoren bewirkten eine Senkung des Blutglukosespiegels (AHREN et al. 2002).

Im Nagermodell konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Exenatide sich positiv
auf die Beta-Zellmasse im Pankreas auswirkt (SAKURABA et al. 2002, PARK et al. 2008). Die
Regenerationskapazitit des Nagerpankreas wird jedoch im Vergleich zum humanen Pankreas
deutlich hoher eingeschitzt (MEHNERT 2003). Beim Typ-2-Diabetes-Patienten sind Auswir-
kungen von Byetta® auf die Beta-Zellmasse noch nicht untersucht, da bislang keine dafiir
geeigneten In-vivo-Imagingverfahren zur Verfiigung stehen. Therapiestudien am Grof3tier-
modell Schwein, das dem Menschen hinsichtlich Proliferationsfahigkeit des endokrinen Pan-
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kreas und fiir das Imaging relevanter Parameter dhnlicher ist als die Maus, konnten fiir diese
Frage wichtige Erkenntnisse liefern.

Exenatide muss noch zweimal téglich subkutan injiziert werden, Liraglutide bereits nur
noch einmal tdglich. Neue Entwicklungen im Bereich der Inkretinmimetika konnten bald die
Anwendung einmal wochentlich ermoglichen (CHRISTENSEN und Knop 2010) und damit die
Patienten-Compliance erhohen.

5. GIPRd -transgenes Schweinemodell

Um die pathophysiologischen Konsequenzen der reduzierten GIP-Wirkung beim Typ-2-Dia-
betiker zu untersuchen, haben wir ein genetisch modifiziertes Schweinemodell entwickelt,
das einen dominant-negativen GIPR (GIPRd") in den pankreatischen Beta-Zellen exprimiert.
Dieser unterscheidet sich vom endogenen GIPR durch eine Deletion von acht Aminoséu-
ren (Aminosiureposition 319-326/Nukleotidposition 955-978) und zwei Punktmutationen
(Aminosdureposition 340/Nukleotidposition 1018—-1020), was zu einem Austausch der Ami-
nosdure Alanin durch Glutaminsdure in der dritten intrazelluldren Schleife des Rezeptors
fiihrt. Die dritte intrazelluldre Schleife ist essentiell fiir die Signaltransduktion (CYPESS et al.
1999, SALAPATEK et al. 1999, LINDGREN et al. 2000, HARMAR 2001). Das Inkretinhormon
GIP bindet mit etwa der gleichen Affinitdt an den GIPRI wie an den endogenen GIPR. Die
Bindung an den GIPR" fiihrt jedoch zu keiner Signaliibermittlung (HERBACH et al. 2005).
Somit konkurriert der GIPRI" mit dem endogenen GIPR um den Liganden GIP, was eine
Reduktion der insulinotropen Wirkung von GIP zur Folge hat. So wird die Situation, die beim
Typ-2-Diabetes-Patienten beobachtet wird, nachgeahmt. GIPRd"-transgene Schweine wurden
mittels lentiviralem Gentransfer generiert (RENNER et al. 2010).

Der lentivirale Vektor bestand aus der cDNA des humanen GIPR unter Kontrolle des
Ins2-Gen-Promotors aus der Ratte. Die lentiviralen Partikel wurden in den perivitellinen
Raum von Schweinezygoten injiziert und anschlieend mittels laparoskopischem Embryo-
transfer in die Eileiter von zyklussynchronisierten Empféingertieren iibertragen. Mittels PCR
und Southern-Blot-Analysen fand nach der Geburt eine Genotypisierung der Tiere statt. Es
konnten neun transgene Founder-Tiere identifiziert werden. Die Expression von GIPRd"-
mRNA konnte in isolierten Langerhansschen Inseln erfolgreich mittels RT-PCR nachgewie-
sen werden (RENNER et al. 2010).

GIPRd-transgene Schweine entwickelten sich normal, Blutglukosespiegel sowie Serum-
fruktosaminwerte waren im Normalbereich. Bis zu einem Alter von mindestens 24 Monaten
entwickelten die Tiere keinen klinischen Diabetes mellitus (RENNER et al. 2010).

In verschiedenen physiologischen Tests sowie quantitativ-stereologischen Untersuchungen
zeigten sich jedoch deutliche Auffilligkeiten im Vergleich zur Kontrollgruppe: Um herauszu-
finden, ob die Expression des GIPRd" spezifisch die insulinotrope Funktion von GIP reduziert,
wurden ein GIP- sowie ein Exendin-4-Stimulationstest durchgefiihrt. Nach intravendser Bolus-
gabe von GIP war erkennbar, dass der insulinotrope Effekt dieses Inkretinhormons vermindert
war (Abb. 2A). Im Gegensatz dazu war die Insulinsekretion nach intravendser Bolusgabe von
Exendin-4 bei GIPRd-transgenen Schweinen im Vergleich zu Kontrolltieren deutlich erhtht
(Abb. 2B), was zu einem schnelleren Abfall der Blutglukosespiegel fiihrte. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die Funktion des GLP-1-Rezeptors bei GIPRd-transgenen Schweinen im Gegensatz
zum GIPR nicht beeintréchtigt ist und eventuell sogar kompensatorisch hyperaktiv sein kdnnte
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(RENNER et al. 2010). Durch immunohistochemische Farbungen sowohl des GIPR als auch des
GLP-IR konnte kein deutlicher Unterschied im Expressionslevel des GIPR oder GLP-1R bei
GIPR-transgenen Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren dargestellt werden. Auch die rdum-
liche Verteilung der beiden Rezeptoren in den Langerhansschen Inseln des Pankreas war bei
beiden Tiergruppen gleich (Abb. 2C/D) (RENNER et al. 2010).
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Abb. 2 Verminderte insulinotrope GIP-Wirkung, jedoch erhthte insulinotrope Wirkung von Exendin-4 bei 11 Wo-
chen alten GIPR®-transgenen Schweinen im Vergleich zu nicht transgenen Kontrolltieren. (A, B) Seruminsulin-
spiegel von GIPR-transgenen Tieren (tg) sowie Kontrolltieren (wt) nach intravenoser Gabe von Glukose + GIP
(A) oder Glukose + Exendin-4 (B); (C, D) Immunhistochemische Farbungen des GIPR (C) und des GLP-IR (D) in
Pankreasschnitten von 11 Wochen alten GIPR-transgenen Tieren (tg) und Kontrolltieren (wt), es zeigt sich keine
Veridnderung in Menge und Verteilung des GIPR/GLP-1R zwischen beiden Gruppen (RENNER et al. 2010).
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Auftilligkeiten zeigten sich jedoch bei der Glukosetoleranz und Insulinsekretion von GIPRd"-
transgenen Schweinen im Vergleich zu Kontrolltieren. Ein oraler Glukosetoleranztest (OGTT)
wurde bei 11 Wochen und 5 Monate alten GIPRd"-transgenen Schweinen und nicht transge-
nen Kontrolltieren durchgefiihrt. GIPRI"-transgene Tiere zeigten im Alter von 11 Wochen im
OGTT deutlich hohere Blutglukosespiegel sowie eine verzogerte Insulinsekretion, wohinge-
gen die Gesamtinsulinsekretion keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen aufwies
(Abb. 3A/B). Im Alter von 5 Monaten konnte eine verminderte Glukosetoleranz aufgrund
einer signifikant verminderten Insulinsekretion bei den GIPRd-transgenen Tieren festgestellt
werden (Abb. 3C/D) (RENNER et al. 2010).
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Abb. 3 Verminderte orale Glukosetoleranz bei 11 Wochen und 5 Monate alten GIPRd-transgenen Schweinen, vermin-
derte intravenose Glukosetoleranz bei 11 Monate alten GIPR-transgenen Schweinen (tg) im Vergleich zu Kontrolltie-
ren (wt). (A, C, E) Serumglukoselevel nach oraler (A, C) und intravenoser (E) Glukosegabe; (B, D, F) Seruminsulinlevel
nach oraler (B, D) und intravendser (F) Glukosegabe; 0 min = Zeitpunkt der Glukosegabe (RENNER et al. 2010).
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Ein intravenoser Glukosetoleranztest (IVGTT) wurde bei Tieren im Alter von 11 Wochen, 5
Monaten sowie von 11 Monaten durchgefiihrt. Bei 11 Wochen alten sowie 5 Monate alten
GIPRd-transgenen Schweinen war die intravendse Glukosetoleranz wie auch die Insulin-
sekretion unveridndert im Vergleich zu gleich alten, nicht transgenen Kontrolltieren. Aller-
dings konnte im Alter von 5 Monaten bei den transgenen Tieren eine leichte Tendenz zur
verminderten Glukosetoleranz und reduzierten Insulinsekretion festgestellt werden. Bei 11
Monate alten GIPRd-transgenen Schweinen hingegen war die intravenose Glukosetoleranz
signifikant vermindert, ebenso die Insulinsekretion (Abb. 3E/F) (RENNER et al. 2010). Aus
diesen Beobachtungen kann man schlielen, dass die Expression des GIPRd" mit steigendem
Alter eine generelle Storung der Insulinsekretion und/oder Verdanderungen in der Struktur und
Integritdt der Langerhansschen Inseln des Pankreas verursachen konnte.

Quantitativ-stereologische Untersuchungen des Pankreas bestitigten diesen Verdacht. Bei
GIPRd"-transgenen Schweinen im Alter von 5 Monaten sowie von 1-1,4 Jahren konnte ein
signifikant vermindertes Gesamtbetazellvolumen festgestellt werden. Eine 35 %ige Redukti-
on zeigte sich bei den 5 Monate alten transgenen Tieren, wihrend im Alter von 1-1,4 Jahren
eine fast 60 %ige Reduktion des Gesamtbetazellvolumens vorlag. Die Zunahme des Gesamt-
betazellvolumens bis zu einem Alter von 5 Monaten war bei GIPRd-transgenen Schweinen
signifikant niedriger im Vergleich zu Kontrolltieren. Zwischen einem Alter von 5 Monaten
und 1-1,4 Jahren sistierte die Zunahme bei den transgenen Tieren beinahe komplett, wihrend
bei den Kontrolltieren ein 1,5-facher Zuwachs stattfand (Abb. 4A).
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Abb. 4 Reduktion des Gesamtbetazellvolumens sowie der Proliferationsrate von Beta-Zellen bei GIPRd"-transgenen
Schweinen. Gesamtbetazellvolumen (A) und Beta-Zellproliferationsrate (B) von 11 Wochen, 5 Monate und 1-1,4
Jahre alten GIPRd-transgenen Schweinen (rot) im Vergleich zu Kontrolltieren (blau). (A) Immunhistochemische
Insulinfarbung eines 1 Jahr alten transgenen Tieres sowie eines Kontrolltieres; Mafstabsbalken 200 pum; (B) Immun-
histochemische Doppelfarbung fiir Insulin (blau) und den Proliferationsmarker Ki67 (braun), Mafistabsbalken 20
um (RENNER et al. 2010).

Um die Ursache fiir die Reduktion des Gesamtbetazellvolumens bei dlteren GIPRd-transgenen
Tieren zu untersuchen, wurden die Proliferations- sowie die Apoptoseraten von Beta-Zellen
bei GIPRd-transgenen Schweinen und nicht-transgenen Kontrolltieren aller drei Altersstufen
(11 Wochen, 5 Monate, 1-1,4 Jahre) mittels quantitativ-stereologischer Untersuchungen be-
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stimmt. Dafiir wurden doppelimmunhistochemische Farbungen fiir den Proliferationsmarker
Ki67 in Kombination mit einer Insulinfiarbung sowie fiir den Apoptosemarker Caspase-3 in
Kombination mit einer Insulinfarbung angefertigt. Im Alter von 11 Wochen zeigten GIPRd-
transgene Tiere eine signifikant reduzierte Proliferationsrate der Beta-Zellen (60 %ige Re-
duktion), wohingegen bei 5 Monate und 1-1,4 Jahre alten Tieren kein Unterschied zwischen
beiden Gruppen festzustellen war (Abb. 4B). Im Alter von 1-1,4 Jahren zeigte sich bei den
transgenen Tieren eine Tendenz zu einer erhohten Beta-Zell-Apoptoserate, bei den jiingeren
Tieren bestand jedoch kein Unterschied zwischen beiden Gruppen (RENNER et al. 2010).

Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal in einem Grofitiermodell, dass GIP eine essenti-
elle Rolle bei der physiologischen Expansion der Beta-Zellmasse spielt.

Das GIPRd"-transgene Schweinemodell spiegelt zudem wichtige Aspekte des Typ-2-Dia-
betes mellitus des Menschen wider: eine verminderte insulinotrope Funktion von GIP, eine
verminderte Glukosetoleranz und Insulinsekretion sowie eine reduzierte Beta-Zellmasse. Das
neue Schweinemodell bietet vielfiltige Optionen fiir die translationale Diabetesforschung.
Ein Gebiet ist die weitere Entwicklung und Validierung Inkretin-basierter Therapieansitze,
die in der modernen Diabetesbehandlung eine wichtige Rolle spielen. Eine weitere Anwen-
dung ist die Entwicklung bildgebender Verfahren zur Darstellung der Beta-Zellmasse am
Patienten. Dafiir eignet sich das neue Schweinemodell besonders gut, da es eine verminderte
altersabhéngige Expansion der Beta-Zellmasse aufweist.

6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Am GIPRd-transgenen Schweinemodell konnte gezeigt werden, wie ausgehend von einem
pathophysiologischen und/oder genetischen Befund beim Menschen iiber verschiedene
Mausmodelle letztlich ein GroBtiermodell entwickelt werden kann, das die Translation von
Erkenntnissen aus der Grundlagenforschung in die klinische Anwendung katalysieren kann.
Weitere Schweinemodelle, die sich mit anderen Aspekten des humanen Diabetes mellitus
befassen, befinden sich in der Entwicklung. Ahnliche Ansitze werden derzeit fiir die Mu-
koviszidose, neurodegenerative und kardiovaskulidre Erkrankungen verfolgt. Insgesamt ist
der Sektor der ,,Translationalen Medizin® ein neues, hochattraktives und zukunftsweisendes
Gebiet, dessen Entwicklung durch eine enge Zusammenarbeit von Human- und Tiermedizin
katalysiert werden kann.

Literatur

AHREN, B.: DPP-4 inhibitors. Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab. 27/4, 517-533 (2007)

AHREN, B.: Clinical results of treating type 2 diabetic patients with sitagliptin, vildagliptin or saxagliptin-diabetes
control and potential adverse events. Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab. 23/4, 487-498 (2009)

AHREN, B., SIMONSSON, E., LARSSON, H., LANDIN-OLSSON, M., TORGEIRSSON, H., JANSSON, P. A., SANDQVIST, M.,
BAVENHOLM, P., EFENDIC, S., ERIKSSON, J. W., DICKINSON, S., and HOLMES, D.: Inhibition of dipeptidyl peptidase
IV improves metabolic control over a 4-week study period in type 2 diabetes. Diabetes Care 25/5, 869—875 (2002)

AIGNER, B., RENNER, S., KESSLER, B., KLYMIUK, N., KUROME, M., WUNSCH A, and WOLF, E.: Transgenic pigs as
models for translational biomedical research. J. Mol. Med. 88/7, 653 -664 (2010)

ALMIND, K., AMBYE, L., URHAMMER, S. A., HANSEN, T., ECHWALD, S. M., HOLST, J. J., GROMADA, J., THORENS, B.,
and PEDERSEN, O.: Discovery of amino acid variants in the human glucose-dependent insulinotropic polypeptide

Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 259276 (2012) 271



Simone Renner, Christina Braun, Elisabeth Streckel und Eckhard Wolf

(GIP) receptor: the impact on the pancreatic beta cell responses and functional expression studies in Chinese
hamster fibroblast cells. Diabetologia 47/10, 1194—1198 (1998)

American Diabetes Association: Diagnosis and classification of diabetes mellitus. Diabetes Care 33, Suppl. 1, 62—-69
(2010)

Bacalo, L. L., and DRUCKER, D. J.: Biology of incretins: GLP-1 and GIP. Gastroenterology 732/6, 2131-2157
(2007)

BENECH-KIEFFER, F., WEGRICH, P., SCHWARZENBACH, R., KLECAK, G., WEBER, T., LECLAIRE, J., and SCHAEFER, H.:
Percutaneous absorption of sunscreens in vitro: interspecies comparison, skin models and reproducibility aspects.
Skin Pharmacol. Appl. Skin Physiol. 13/6, 324-335 (2000)

Brown, J. C.: A gastric inhibitory polypeptide. I. The amino acid composition and the tryptic peptides. Can. J.
Biochem. 49/2, 255261 (1971)

Brown, J. C., and DRYBURGH, J. R.: A gastric inhibitory polypeptide. II. The complete amino acid sequence. Can.
J. Biochem. 49/8, 867-872 (1971)

BrownN, J. C., DRYBURGH, J. R., Ross, S. A., and DUPRE, J.: Identification and actions of gastric inhibitory polypep-
tide. Recent Prog. Horm. Res. 317, 487-532 (1975)

Brown, J. C., PEDERSON, R. A., JORPES, E., and MUTT, V.: Preparation of highly active enterogastrone. Can. J. Phy-
siol. Pharmacol. 47/1, 113-114 (1969)

BRUBAKER, P. L., and DRUCKER, D. J.: Minireview: Glucagon-like peptides regulate cell proliferation and apoptosis
in the pancreas, gut, and central nervous system. Endocrinology /45/6, 26532659 (2004)

Busk, J. B., HENRY, R. R., HaN, J., KiM, D. D., FINEMAN, M. S., BARON, A. D., and Exenatide-113 Clinical Study
Group: Effects of exenatide (exendin-4) on glycemic control over 30 weeks in sulfonylurea-treated patients with
type 2 diabetes. Diabetes Care 27/11, 2628 -2635 (2004)

BUTLER, A. E., JANSON, J., BONNER-WEIR, S., RITZEL, R., RizzA, R. A., and BUTLER, P. C.: Beta-cell deficit and
increased beta-cell apoptosis in humans with type 2 diabetes. Diabetes 52/1, 102—110 (2003)

CHRISTENSEN, M., and KNop, E. K.: Once-weekly GLP-1 agonists: How do they differ from exenatide and liraglu-
tide? Curr. Diab. Rep. 10/2, 124132 (2010)

CLARK, A., WELLS, C. A., BULEY, 1. D., CRUICKSHANK, J. K., VANHEGAN, R. I., MATTHEWS, D. R., COOPER, G. J.,
HorLMaN, R. R., and TURNER, R. C.: Islet amyloid, increased A-cells, reduced B-cells and exocrine fibrosis: quan-
titative changes in the pancreas in type 2 diabetes. Diabetes Res 9/4, 151-159 (1988)

CLASSEN, M., DIEHL, V., und KocHSIEK, K.: Innere Medizin. 5. Aufl. Miinchen: Urban & Fischer 2004

CyPESS, A. M., Unson, C. G., Wu, C. R., and SAKMAR, T. P.: Two cytoplasmic loops of the glucagon receptor are
required to elevate cAMP or intracellular calcium. J. Biol. Chem. 274/27, 19455—-19464 (1999)

DEAcoN, C. F,, JoHNSEN, A. H., and HoLsT, J. J.: Degradation of glucagon-like peptide-1 by human plasma in vitro
yields an N-terminally truncated peptide that is a major endogenous metabolite in vivo. J. Clin. Endocrinol. Metab.
80/3, 952-957 (1995)

DEFRrRONZO, R. A., RATNER, R. E., HaN, J., Kim, D. D., FINEMAN, M. S., and BARON, A. D.: Effects of exenatide
(exendin-4) on glycemic control and weight over 30 weeks in metformin-treated patients with type 2 diabetes.
Diabetes Care 28/5, 1092-1100 (2005)

DING, W. G., and GROMADA, J.: Protein kinase A-dependent stimulation of exocytosis in mouse pancreatic beta-cells
by glucose-dependent insulinotropic polypeptide. Diabetes 46/4, 615—-621 (1997)

Doucras, W. R.: Of pigs and men and research: a review of applications and analogies of the pig, sus scrofa, in
human medical research. Space Life Sci. 3/3, 226234 (1972)

DROGEMULLER, C., BECKER, D., KESSLER, B., KEMTER, E., TETENS, J., JURINA, K., JADERLUND, K. H., FLAGSTAD,
A., PERLOSKI, M., LINDBLAD-TOH, K., and MATIASEK, K.: A deletion in the N-myc downstream regulated gene 1
(NDRG1) gene in Greyhounds with polyneuropathy. PLoS One 5/6, e11258 (2010)

DROGEMULLER, C., DROGEMULLER, M., LEEB, T., MASCARELLO, F., TESTONI, S., Rossi, M., GENTILE, A., DAMIANI,
E., and SaccHETTO, R.: Identification of a missense mutation in the bovine ATP2A1 gene in congenital pseudo-
myotonia of Chianina cattle: an animal model of human Brody disease. Genomics 92/6, 474—477 (2008)

DuPRrE, J., Ross, S. A., WATSON, D., and BrownN, J. C.: Stimulation of insulin secretion by gastric inhibitory poly-
peptide in man. J. Clin. Endocrinol. Metab. 37/5, 826—828 (1973)

EpGHILL, E. L., Dix, R. J., FLANAGAN, S. E., BINGLEY, P. J., HATTERSLEY, A. T., ELLARD, S., and GILLESPIE, K.
M.: HLA genotyping supports a nonautoimmune etiology in patients diagnosed with diabetes under the age of 6
months. Diabetes 55/6, 1895-1898 (2006)

EDpWARDS, C. M., STANLEY, S. A., DAvis, R., BRYNES, A. E., FRosT, G. S., SEAL, L. J., GHATEL, M. A., and BLooM, S.
R.: Exendin-4 reduces fasting and postprandial glucose and decreases energy intake in healthy volunteers. Amer.
J. Physiol. Endocrinol. Metab. 281/1, E155-161 (2001)

272 Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 259276 (2012)



Das Schwein als Modelltier in der translationalen Diabetesforschung

EIssELE, R., GOKE, R., WILLEMER, S., HARTHUS, H. P., VERMEER, H., ARNOLD, R., and GOKE, B.: Glucagon-like
peptide-1 cells in the gastrointestinal tract and pancreas of rat, pig and man. Eur. J. Clin. Invest. 22/4, 283-291
(1992)

ELSNER, M., GULDBAKKE, B., TIEDGE, M., MUNDAY, R., and LENZEN, S.: Relative importance of transport and alky-
lation for pancreatic beta-cell toxicity of streptozotocin. Diabetologia 43/12, 15281533 (2000)

FARILLA, L., BULOTTA, A., HIRSHBERG, B., L1 CaLzI, S., KHOURY, N., NOUSHMEHR, H., BERTOLOTTO, C., DI MA-
RIO, U., HARLAN, D. M., and PERFETTI, R.: Glucagon-like peptide 1 inhibits cell apoptosis and improves glucose
responsiveness of freshly isolated human islets. Endocrinology /44/12, 5149-5158 (2003)

FariLLA, L., Hul, H., BErTOLOTTO, C., KANG, E., BULOTTA, A., DI MARIO, U., and PERFETTI, R.: Glucagon-
like peptide-1 promotes islet cell growth and inhibits apoptosis in Zucker diabetic rats. Endocrinology 743/11,
4397-4408 (2002)

GARBER, A., HENRY, R., RATNER, R., GARCIA-HERNANDEZ, P. A., RODRIGUEZ-PATTZI, H., OLVERA-ALVAREZ, I.,
HALE, P. M., ZDRAVKOVIC, M., BODE, B., and LEAD-3 (Mono) Study Group: Liraglutide versus glimepiride mo-
notherapy for type 2 diabetes (LEAD-3 Mono): a randomised, 52-week, phase III, double-blind, parallel-treatment
trial. Lancet 373/9662, 473 -481 (2009)

GREEN, B. D., and FLATT, P. R.: Incretin hormone mimetics and analogues in diabetes therapeutics. Best Pract. Res.
Clin. Endocrinol. Metab. 21/4, 497-516 (2007)

GREEN, B. D., LAVERY, K. S., IRWIN, N., O’HARTE, F. P., HARRIOTT, P., GREER, B., BAILEY, C. J., and FLATT, P.
R.: Novel glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analog (Val8)GLP-1 results in significant improvements of gluco-
se tolerance and pancreatic beta-cell function after 3-week daily administration in obese diabetic (ob/ob) mice.
J. Pharmacol. Exp. Ther. 3/8/2,914-921 (2006)

GREEN, B. D., MooNEY, M. H., GAULT, V. A., IRWIN, N., BAILEY, C. J., HARRIOTT, P., GREER, B., FLATT, P. R., and
O’HARTE, E. P.: Lys9 for Glu9 substitution in glucagon-like peptide-1(7-36)amide confers dipeptidylpeptidase
IV resistance with cellular and metabolic actions similar to those of established antagonists glucagon-like pep-
tide-1(9-36)amide and exendin (9-39). Metabolism 53/2, 252-259 (2004)

HARMAR, A. J.: Family-B G-protein-coupled receptors. Genome Biol. 2/12, REVIEWS3013 (2001)

HASLER-RAPACZ, J., ELLEGREN, H., FRIDOLFSSON, A. K., KIRKPATRICK, B., KIRK, S., ANDERSSON, L., and Rapracz,
J.: Identification of a mutation in the low density lipoprotein receptor gene associated with recessive familial hy-
percholesterolemia in swine. Amer. J. Med. Genet. 76/5, 379-386 (1998)

HEINE, R. J., VAN GaaL, L. F, Jonns, D., Miam, M. J., WIDEL, M. H., BRobows, R. G., and GWAA Study Group:
Exenatide versus insulin glargine in patients with suboptimally controlled type 2 diabetes: a randomized trial.
Ann. Intern. Med. 143/8, 559-569 (2005)

HERBACH, N., GOEKE, B., SCHNEIDER, M., HERMANNS, W., WOLF, E., and WANKE, R.: Overexpression of a dominant
negative GIP receptor in transgenic mice results in disturbed postnatal pancreatic islet and beta-cell development.
Regul. Pept. 125/1-3, 103117 (2005)

HoOENIG, M., HALL, G., FERGUSON, D., JorDAN, K., HENsON, M., JoHNSON, K., and O’BRrIEN, T.: A feline model of
experimentally induced islet amyloidosis. Amer. J. Pathol. 757/6, 2143 -2150 (2000)

HUGE, A., WEBER, E., and EHRLEIN, H. J.: Effects of enteral feedback inhibition on motility, luminal flow, and ab-
sorption of nutrients in proximal gut of minipigs. Dig. Dis. Sci. 40/5, 1024-1034 (1995)

Jay, T. R., HEALD, K. A., CARLESS, N. J., TopHAM, D. E., and DOWNING, R.: The distribution of porcine pancreatic
beta-cells at ages 5, 12 and 24 weeks. Xenotransplantation 6/2, 131-140 (1999)

KeENDALL, D. M., RIDDLE, M. C., ROSENSTOCK, J., ZHUANG, D., Kim, D. D., FINEMAN, M. S., and BARON, A. D.:
Effects of exenatide (exendin-4) on glycemic control over 30 weeks in patients with type 2 diabetes treated with
metformin and a sulfonylurea. Diabetes Care 28/5, 10831091 (2005)

Kronorr, D. C., BUsE, J. B., NIELSEN, L. L., Guan, X., BowLus, C. L., HoLcOMBE, J. H., WINTLE, M. E., and
Maaas, D. G.: Exenatide effects on diabetes, obesity, cardiovascular risk factors and hepatic biomarkers in pa-
tients with type 2 diabetes treated for at least 3 years. Curr. Med. Res. Opin. 24/1, 275-286 (2008)

Krymiuk, N., AIGNER, B., BREM, G., and WOLF, E.: Genetic modification of pigs as organ donors for xenotransplan-
tation. Mol. Reprod. Dev. 77/3,209-221 (2010)

KRrAFT, W., und DURR, U. M.: Klinische Labordiagnostik in der Tiermedizin. 6. Aufl. Stuttgart, New York (USA):
Schattauer 2005

LARSEN, M. O., and RoLIN, B.: Use of the Gottingen minipig as a model of diabetes, with special focus on type 1
diabetes research. ILAR J. 45/3, 303-313 (2004)

LARSEN, M. O., RoLIN, B., WILKEN, M., CARR, R. D., and GOTFREDSEN, C. F.: Measurements of insulin secretory
capacity and glucose tolerance to predict pancreatic beta-cell mass in vivo in the nicotinamide/streptozotocin Got-
tingen minipig, a model of moderate insulin deficiency and diabetes. Diabetes 52/1, 118-123 (2003)

LEAHY, J. L.: Pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. Arch. Med. Res. 36/3, 197-209 (2005)

Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 259276 (2012) 273



Simone Renner, Christina Braun, Elisabeth Streckel und Eckhard Wolf

Lepoux, S. P., and WIiLsoN, G. L.: Effects of streptozotocin on a clonal isolate of rat insulinoma cells. Biochim.
Biophys. Acta 804/4, 387-392 (1984)

LENZEN, S.: The mechanisms of alloxan- and streptozotocin-induced diabetes. Diabetologia 57/2, 216-226 (2008)

L1, Y., HANsOTIA, T., Yusta, B., Ris, F., HALBAN, P. A., and DRUCKER, D. J.: Glucagon-like peptide-1 receptor sig-
naling modulates beta cell apoptosis. J. Biol. Chem. 278/1, 471-478 (2003)

LINDGREN, M., GALLET, X., SOOMETS, U., HALLBRINK, M., BRAKENHIELM, E., PO0GA, M., BRASSEUR, R., LANGEL,
U.: Translocation properties of novel cell penetrating transportan and penetratin analogues. Bioconjug. Chem.
11/5, 619-626 (2000)

LukiNius, A., KORSGREN, O., GRIMELIUS, L., and WILANDER, E.: Expression of islet amyloid polypeptide in fetal
and adult porcine and human pancreatic islet cells. Endocrinology /37/12, 5319-5325 (1996)

LynN, F. C., PAMIR, N., NG, E. H., McInTOsH, C. H., KIEFFER, T. J., and PEDERSON, R. A.: Defective glucose-
dependent insulinotropic polypeptide receptor expression in diabetic fatty Zucker rats. Diabetes 50/5, 1004—1011
(2001)

Lynn, E C., THOMPSON, S. A., POsPISILIK, J. A., EHSES, J. A., HINKE, S. A., PAMIR, N., McINTOSH, C. H., and PE-
DERSON, R. A.: A novel pathway for regulation of glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) receptor
expression in beta cells. FASEB J. 17/1, 91-93 (2003)

MAIDA, A., HANSOTIA, T., LONGUET, C., SEINO, Y., and DRUCKER, D. J.: Differential importance of glucose-de-
pendent insulinotropic polypeptide vs glucagon-like peptide 1 receptor signalling for beta cell survival in mice.
Gastroenterology 137/6, 21462157 (2009)

MARRE, M., SHAW, J., BRANDLE, M., BEBAKAR, W. M., KAMARUDDIN, N. A., STRAND, J., ZDRAVKOVIC, M., LE THI,
T. D., COLAGIURY, S., and LEAD-1 SU Study Group: Liraglutide, a once-daily human GLP-1 analogue, added to a
sulphonylurea over 26 weeks produces greater improvements in glycaemic and weight control compared with add-
ing rosiglitazone or placebo in subjects with Type 2 diabetes (LEAD-1 SU). Diabet. Med. 26/3, 268 -278 (2009)

MEHNERT, H., STANDL, E., UsaDEL, K.-H., and HARING, K.-U. (Eds.): Diabetologie in Klinik und Praxis. 5. Aufl.
Stuttgart u. a.: Thieme 2003

MEYER, W.: Comments on the suitability of swine skin as a biological model for human skin. Hautarzt 47/3, 178 -182
(1996)

MILLER, E. R., and ULLREY, D. E.: The pig as a model for human nutrition. Annu. Rev. Nutr. 7, 361-382 (1987)

Morsov, S., HEINRICH, G., WILSON, 1. B., RavazzoLA, M., Orcl, L., and HABENER, J. F.: Preproglucagon gene
expression in pancreas and intestine diversifies at the level of post-translational processing. J. Biol. Chem. 261/25,
1188011889 (1986)

MONSHOUWER, M., and WiTkaMP, R. E.: Cytochromes and cytokines: changes in drug disposition in animals during
an acute phase response: a mini-review. Vet. Q. 22/1, 17-20 (2000)

Moonpy, A. J., THIM, L., and VALVERDE, I.: The isolation and sequencing of human gastric inhibitory peptide (GIP).
FEBS Lett. 172/2, 142-148 (1984)

Murakawmi, T., Hitowmi, S., OHTSUKA, A., TacucHI, T., and Fuiita, T.: Pancreatic insulo-acinar portal systems
in humans, rats, and some other mammals: scanning electron microscopy of vascular casts. Microsc. Res. Tech
37/5-6, 478488 (1997)

Nauck, M., Frip, A., HERMANSEN, K., SHAH, N. S., TANKOVA, T., MITHA, 1. H., ZDRAVKOVIC, M., DURING, M.,
MATTHEWS, D. R., and LEAD-2 Study Group: Efficacy and safety comparison of liraglutide, glimepiride, and pla-
cebo, all in combination with metformin, in type 2 diabetes: the LEAD (liraglutide effect and action in diabetes)-2
study. Diabetes Care 32/1, 84-90 (2009)

Nauck, M. A., BARTELS, E., Orskov, C., EBERT, R., and CREUTZFELDT, W.: Additive insulinotropic effects of
exogenous synthetic human gastric inhibitory polypeptide and glucagon-like peptide-1-(7-36) amide infused at
near-physiological insulinotropic hormone and glucose concentrations. J. Clin. Endocrinol. Metab. 76/4, 912-917
(1993a)

NAUCK, M. A., HEIMESAAT, M. M., Orskov, C., HoLsT, J. J., EBERT, R., and CREUTZFELDT, W.: Preserved incretin
activity of glucagon-like peptide 1 [7-36 amide] but not of synthetic human gastric inhibitory polypeptide in pati-
ents with type-2 diabetes mellitus. J. Clin. Invest. 91/1, 301-307 (1993b)

Nauck, M., STocKMANN, E., EBERT, R., and CREUTZFELDT, W.: Reduced incretin effect in type 2 (non-insulin-
dependent) diabetes. Diabetologia 29/1, 4652 (1986)

O’BrIEN, T. D., BUTLER, P. C., WESTERMARK, P., and JoHNsoN, K. H.: Islet amyloid polypeptide: a review of its
biology and potential roles in the pathogenesis of diabetes mellitus. Vet. Pathol. 30/4, 317-332 (1993)

O’BrIEN, T. D., WAGNER, J. D., LitwaK, K. N., CARLSON, C. S., CEFALU, W. T., JorDAN, K., Jounson, K. H., and
BUTLER, P. C.: Islet amyloid and islet amyloid polypeptide in cynomolgus macaques (Macaca fascicularis): an
animal model of human non-insulin-dependent diabetes mellitus. Vet. Pathol. 33/5, 479-485 (1996)

274 Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 259276 (2012)



Das Schwein als Modelltier in der translationalen Diabetesforschung

Orcl, L., STEFAN, Y., MALAISSE-LAGAE, F., and PERRELET, A.: Instability of pancreatic endocrine cell populations
throughout life. Lancet /8116, 615-616 (1979)

PARK, S., HONG, S. M., and SUNG, S. R.: Exendin-4 and exercise promotes beta-cell function and mass through IRS2
induction in islets of diabetic rats. Life Sci. §2/9-10, 503-511 (2008)

POTTER, K. J., ABEDINI, A., MAREK, P., KLIMEK, A. M., BUTTERWORTH, S., DRISCOLL, M., BAKER, R., NILSSON, M.
R., WARNOCK, G. L., OBERHOLZER, J., BERTERA, S., TRUCCO, M., KORBUTT, G. S., FRASER, P. E., RALEIGH, D. P.,
and VERCHERE, C. B.: Islet amyloid deposition limits the viability of human islet grafts but not porcine islet grafts.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107/9, 4305-4310 (2010)

QvisT, M. H., HOECK, U., KREILGAARD, B., MADSEN, F., and FROKJAER, S.: Evaluation of Gottingen minipig skin for
transdermal in vitro permeation studies. Eur. J. Pharm. Sci. /7/1, 59-68 (2000)

RENNER, S., FEHLINGS, C., HERBACH, N., HOFMANN, A., WALDTHAUSEN, D. C. voN, KESSLER, B., ULRICHS, K.,
CHODNEVSKAJA, 1., MOSKALENKO, V., AMSELGRUBER, W., GOKE, B., PFEIFER, A., WANKE, R., and WOLF, E.:
Glucose intolerance and reduced proliferation of pancreatic beta-cells in transgenic pigs with impaired glucose-
dependent insulinotropic polypeptide function. Diabetes 59/5, 1228 -1238 (2010)

ROSENTHAL, M., DOBERNE, L., GREENFIELD, M., WIDSTROM, A., and REAVEN, G. M.: Effect of age on glucose toler-
ance, insulin secretion, and in vivo insulin action. J. Amer. Geriatr. Soc. 30/9, 562-567 (1982)

SAKURABA, H., Mizukawmi, H., YAGIHASHI, N., WADA, R., HANYU, C., and YAGIHASHI, S.: Reduced beta-cell mass
and expression of oxidative stress-related DNA damage in the islet of Japanese Type II diabetic patients. Diabe-
tologia 45/1, 85-96 (2002)

SALAPATEK, A. M., MACDONALD, P. E., GaisaNo, H. Y., and WHEELER, M. B.: Mutations to the third cytoplasmic
domain of the glucagon-like peptide 1 (GLP-1) receptor can functionally uncouple GLP-1-stimulated insulin
secretion in HIT-T15 cells. Mol. Endocrinol. 73/8, 1305-1317 (1999)

SAXENA, R., HIVERT, M. E, et al.: Genetic variation in GIPR influences the glucose and insulin responses to an oral
glucose challenge. Nature Genet. 42/2, 142-148 (2010)

ScumipT, W. E., SIEGEL, E. G., and CREUTZFELDT, W.: Glucagon-like peptide-1 but not glucagon-like peptide-2
stimulates insulin release from isolated rat pancreatic islets. Diabetologia 28/9, 704707 (1985)

SHAw, J. E., SICREE, R. A., and ZIMMET, P. Z.: Global estimates of the prevalence of diabetes for 2010 and 2030.
Diabetes Res. Clin. Pract. 87/1, 4—14 (2010)

SONNENBERG, G. E., and BERGER, M.: Human insulin: much ado about one amino acid? Diabetologia 25/6, 457-459
(1983)

Stoy, J., EDGHILL, E. L., FLANAGAN, S. E., YE, H., PAaz, V. P., PLuzHNIKOV, A., BELOW, J. E., HAYES, M. G., Cox,
N. J., LiekinD, G. M., L1pTON, R. B., GREELEY, S. A., PATCH, A. M., ELLARD, S., STEINER, D. F., HATTERSLEY,
A. T., PHiLIPSON, L. H., BELL, G. L., and Neonatal Diabetes International Collaborative Group: Insulin gene
mutations as a cause of permanent neonatal diabetes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104/38, 15040—15044 (2007)

TAKEDA, J., SEINO, Y., TANAKA, K., FukuMoTO, H., KAYANO, T., TAKAHASHI, H., MiTANI, T., KURONO, M., SUZUKI,
T., and ToBE, T.: Sequence of an intestinal cDNA encoding human gastric inhibitory polypeptide precursor. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84/20, 7005-7008 (1987)

Tao, B., PIETROPAOLO, M., ATKINSON, M., SCHATZ, D., and TAYLOR, D.: Estimating the cost of type 1 diabetes in
the U.S.: a propensity score matching method. PLoS One 5/7, e11501 (2010)

TOFT-NIELSEN, M. B., DAMHOLT, M. B., MADSBAD, S., HILSTED, L. M., HUGHES, T. E., MICHELSEN, B. K., and
Hotsr, J. J.: Determinants of the impaired secretion of glucagon-like peptide-1 in type 2 diabetic patients. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 86/8, 3717-3723 (2001)

TRUMPER, A., TRUMPER, K., TRUSHEIM, H., ARNOLD, R., GOKE, B., and HOrsCH, D.: Glucose-dependent insuli-
notropic polypeptide is a growth factor for beta (INS-1) cells by pleiotropic signaling. Mol. Endocrinol. 15/9,
1559-1570 (2001)

TSENG, C. C., BoyLAN, M. O., JARBOE, L. A., UspiN, T. B., and WoLFE, M. M.: Chronic desensitization of the glu-
cose-dependent insulinotropic polypeptide receptor in diabetic rats. Amer. J. Physiol. 270 (4 Pt 1), E661-666 (1996)

TURNER, R. C., MATTHEWS, D. R., CLARK, A., O’RAHILLY, S., RUDENSKI, A. S., and LEVY, J.: Pathogenesis of
NIDDM - a disease of deficient insulin secretion. Baillieres Clin. Endocrinol. Metab. 2/2, 327-342 (1988)

ViLsBoOLL, T., H. AGERs@, H., LAURITSEN, T., DEACON, C. F., AABOE, K., MADSBAD, S., KRARUP, T., and HOLST, J.
J.: The elimination rates of intact GIP as well as its primary metabolite, GIP 3-42, are similar in type 2 diabetic
patients and healthy subjects. Regul. Pept. 137/3, 168172 (2006)

ViLsBoLL, T., KraruP, T., DEACON, C. F., MADsBAD, S., and HoLsT, J. J.: Reduced postprandial concentrations
of intact biologically active glucagon-like peptide 1 in type 2 diabetic patients. Diabetes 50/3, 609-613 (2001)
VOLLMER, K., HoLsT, J. J., BALLER, B., ELLRICHMANN, M., NAuck, M. A., ScimIDpT, W. E., and MEIER, J. J.: Pre-
dictors of incretin concentrations in subjects with normal, impaired, and diabetic glucose tolerance. Diabetes 57/3,

678-687 (2008)

Nova Acta Leopoldina NF 773, Nr. 388, 259-276 (2012) 275



Simone Renner, Christina Braun, Elisabeth Streckel und Eckhard Wolf

WIECZOREK, G., POSPISCHIL, A., and PERENTES, E.: A comparative immunohistochemical study of pancreatic islets
in laboratory animals (rats, dogs, minipigs, nonhuman primates). Exp. Toxicol. Pathol. 50/3, 151-172 (1998)

WILD, S., RoGLIC, G., GREEN, A., SICREE, R., and KING, H.: Global prevalence of diabetes: estimates for the year
2000 and projections for 2030. Diabetes Care 27/5, 1047—-1053 (2004)

Dr. Simone RENNER

Christina BRAUN

Elisabeth STRECKEL

Lehrstuhl fiir Molekulare Tierzucht

und Biotechnologie

Hackerstraf3e 27

85764 Oberschleifheim

Bundesrepublik Deutschland

Tel.:  +49 89 218078448

Fax: 449 89 21809978448

E-Mail: S.Renner@gen.vetmed.uni-muenchen.de
C.Braun@gen.vetmed.uni-muenchen.de
E.Streckel @ gen.vetmed.uni-muenchen.de

Prof. Dr. Eckhard WoLF
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Lehrstuhl fiir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie
Genzentrum der Universitit

Feodor-Lynen-Strafie 25

81377 Miinchen

Bundesrepublik Deutschland

Tel.:  +49 89 218076800

Fax: 449 89 218076849

E-Mail: ewolf @Imb.uni-muenchen.de

276 Nova Acta Leopoldina NF 773, Nr. 388, 259-276 (2012)



I'V. Wirtschaftliche Risiken und Chancen
der Genom- und Genanalytik






Nova Acta Leopoldina NF /173, Nr. 388, 279-291 (2012)

Mogliche Auswirkungen der Etablierung einer
genombasierten Zuchttierbewertung in der
Milchrinderziichtung auf Ebene des Einzelbetriebes

Wilfried BRADE (Hannover)
Mit 7 Abbildungen und 4 Tabellen

Zusammenfassung

Mittels molekulargenetischer Methoden lassen sich Punktmutationen im Genom eines Tieres sicher und umfassend
erfassen. Diese als SNPs bezeichneten Stellen sind tiber das gesamte Genom verteilt und erlauben eine hohe Infor-
mationsdichte. SNPs in kodierenden Regionen (= Bereiche, in denen z. B. die wichtigen Proteine genetisch deter-
miniert sind) begriinden nutzbare genetische Variabilitit. Thr Nachweis erlaubt eine Leistungsvorhersage wichtiger
Merkmale (z. B. Milchleistung, Milchkaseingehalt) bereits an Kélbern (= DNA-Analyse).

Die konsequente Etablierung einer genombasierten Selektion von ménnlichen Zuchtkilbern lisst folgendes er-
warten: (/.) der Anteil ausschlieBlich genomgetesteter Jungbullen wird — im Vergleich zur Nutzung tochtergetesteter
(Alt-) Bullen — schnell zunehmen; (2.) der Verwandtschaftsgrad zwischen den Jungbullen wird sich weiter erhdhen,
da Pedigree-Informationen in der Auswahl zusitzlich einflieBen; (3.) fordert den moglichen Einstieg privater Un-
ternehmen/Personen in das Besamungsgeschift (siehe ,,Reitpferdezucht®); (4.) jeder kann getestete Bullen ab 2013
anbieten; (5.) kann den ,,Genossenschaftsgedanken® bauerlicher Besamungsstationen mindern. Die Genotypisierung
von weiblichen Kélbern auf Einzelbetriebsebene kann: (1.) die einzelbetriebliche Spezialisierung weiter fordern; (2.)
zur Minderung des Risikos in der Kélber-/Fiarsenaufzucht genutzt werden.

Abstract

By means of molecular genetic methods point mutations can be proved in the genome of an animal. These places
described as a SNPs are distributed over the complete genome and permit a high information density. SNPs in encod-
ing regions (= areas in which e.g. the important proteins are encoded genetically) are causing genetic variability. A
proof permits a performance prediction of important traits (e.g. milk yield, milk casein content) of young animals by
a molecular genetic analysis of the genotypes.

The consistent establishment of the genomic evaluations of young male calves lets expect the following: (1.) the
share of young genomic tested bulls will increase in comparison with the use of daughter tested (old) bulls; (2.) the
degree of relationship between the young bulls will increase further; since pedigree-information used in addition in
the genomic evaluation; (3.) a private enterprise/person promotes the possible way to enter to the Al-business; (4.)
everybody can tested bulls after 2013 in the USA (see “riding horse breeding”); (5.) the ‘co-operative society thought
in farmer Al-enterprises can decrease. The genomic evaluations from female calves on farm level can: (1.) promoting
the specialization further; (2.) used for the reduction of the risk in the rearing of animals.

1. Einleitung

Die Milcherzeuger unterliegen aktuell einem enormen Preis- und Kostendruck. Generell
sollte ein Zuchtprogramm die Rentabilitidt des Erzeugerbetriebes positiv beeinflussen, die
Gesundheit der Tiere nicht gefdhrden und nicht im Widerspruch zum Tierschutz stehen. Als
Unternehmer hat der Rinderhalter folgende Ziele:
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— moglichst hohe Gewinne;

— Sicherung eines angemessenen Lebensstandards;

— kalkulierbares Risiko seiner Produktion;

— soziale Arbeitsbelastung und Erfolg als Motivation;
— gesellschaftliche Anerkennung seiner Leistungen.

Wie weit die Milchkuhhalter aktuell von diesen Zielen entfernt sind, belegen die niedrigen
Milchpreise bzw. die monetire Wertschitzung von Milchprodukten; speziell in Deutschland.
Milcherzeuger unterscheiden sich nicht von anderen landwirtschaftlichen Produzenten.
Sie konnen gleichfalls die Preise kaum beeinflussen und miissen daher stets die Produktivitét
erhohen und die Stiickkosten senken. Nur so kann bei tendenziell weiter steigenden Kos-
ten die notwendige Wettbewerbsfihigkeit gesichert werden. Die Einflussmoglichkeiten des
Ziichters auf den wirtschaftlichen Erfolg konnen wie folgt zusammengefasst werden:

— gezielte Leistungssteigerung je Tier/Zeiteinheit (Selektion, Kreuzung);

— Verbesserung der Milchqualitit; speziell des Milchfett/Milcheiweil3-Verhiltnisses (= Er-
hohung des Milcheiweiligehaltes zuungunsten des Milchfettgehaltes);

— Verldngerung der Nutzungsdauer der Kiihe;

— Reduzierung moglicher Abgangsursachen aufgrund von Erkrankungen/Verletzungen;

— eine kurze Firsenaufzuchtdauer.

Die Frage, die sich auf Ebene des Einzelbetriebes stellt, lautet: Kann die gezielte Integration
genombasierter Selektionsverfahren bei der Vatertierauswahl und/oder bei der friihzeitigen
Auswahl von Kélbern zur Verbesserung der Wirtschaftlichkeit bzw. zur Minderung des Risi-
kos der Produktion beitragen?

2. Ist-Stand der Holstein-Ziichtung in Deutschland

In Deutschland werden aktuell mit ca. 4,1 Mio. Kiihen jdhrlich etwa 28 Mio. t Milch in zur-
zeit (noch) 102000 landwirtschaftlichen Betrieben bei einem mittleren Fettgehalt von 4,0 bis
4,2 % und einem mittleren Eiwei3gehalt von 3,35 bis 3,4 % erzeugt.

Wihrend in der Vergangenheit die erzeugte Milch vorrangig fiir Frischmilchprodukte und
Butter (= Milchfett) verwendet wurde, wird zwischenzeitlich die Késeerzeugung, d. h. die
Verwendung des Milcheiweif3es, immer wichtiger. Als Hauptgriinde fiir den permanent wach-
senden Kisemarkt konnen der langfristige Trend in Richtung einer fettirmeren Erndhrung,
die zunehmende Angebotsvielfalt und die verbesserte Priasentation von Kése im Einzelhandel
ausgemacht werden.

In der Deutschen Holstein-Zucht (DH) lésst sich ein jahrlicher Zuchtfortschritt fiir die
Milchmenge (bereits in der 1. Laktation) in Hohe von ca. 80—120 kg Milch/Kuh/Laktation
nachweisen (BRADE und DisTL 20094, b). Enorme Zuchtfortschritte wurden auch bei der Her-
ausziichtung eines funktionellen Exterieurs erzielt. Weniger erfolgreich war man allerdings —
aufgrund der regelméBigen Bevorzugung leicht melkender Tochter — bei der Stabilisierung
der Zitzenldnge. Auch ist die Sicherung eines hohen Milcheiweifigehaltes (> 3,5 %) bei der
Deutschen Holstein-Zucht bisher nicht gut gelungen.
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3. Kiinftige Herausforderungen an die Milchrinderziichtung

Die Landwirtschaft steht vor gro3ten Herausforderungen. Bis 2050 wird der Milchverbrauch —
weltweit betrachtet — auf etwa 180 % ansteigen. Wesentliche Ursachen dafiir sind die schnell
weiter wachsende Erdbevolkerung sowie der Kaufkraftzuwachs in vielen Schwellenldndern.
Der steigende Fliachenbedarf fiir die Erzeugung von Lebensmitteln, Futter bzw. Bioenergie
lasst Auswirkungen auf die nur begrenzte Verfiigbarkeit von Kraftfutter fiir die Milcherzeu-
gung erwarten. Angesichts dieser Situation erhélt der Futterverbrauch — konkret der Kraftfut-
terbedarf je Kilogramm Milch — kiinftig wieder eine hohere 6konomische Bedeutung.

Futter- bzw. nihrstoffokonomische Aspekte sowie der Klimaschutz lassen folgendes
Zuchtziel zunehmend interessanter werden (vgl. BRADE 2008, BRADE und BRADE 2009): Si-
cherstellung hoher Milchmengenleistungen je Kuh/Laktation bei weiterer Verbesserung des
Milchfett-/Milcheiweifiverhdiltnisses (FEV) unter gleichzeitiger Beachtung des Kraftfutterein-
satzes bei langer Nutzungsdauer der Kiihe.

Damit schieft sich dieser Vortrag nahtlos an die Ausfiihrungen von MEYER in diesem
Band an.

Zur Erfassung zugehoriger Effekte wurden Laktationsleistungen zwischen 5000 kg und
11000 kg Milch/Kuh/Laktation — bei unterschiedlichen Korpermassen der Kiihe (leichtere
Kiihe bei geringerer Milchmengenleistung) und differenzierten Milchinhaltsstoffen — bewer-
tet (Abb. 1). Gleichzeitig kann gezeigt werden, dass ein hoherer Milcheiweilgehalt in der
Milch mit Vorteilen in der Glukosebeschaffung der Kuh verbunden ist (Abb. 2).

195

180

W bei 11000 kg Milch/Kuh/Lakt.
mit 675 kg mittl. Kérpermasse;
336 Melktage/Lakt.

Ebei 7000 kg Milch/Kuh/Lakt.
mit 650 kg mittl. Kérpermasse;
318 Melktage/Lakt.

W bei 9000 kg Milch/Kuh/Lakt.

mit 660 kg mittl. Kérpermasse;

327 Melktage/Lakt.
Obei 5000 kg Milch/Kuh/Lakt.

mit 625 kg mittl. Kdrpermasse;

308 Melktage/Lakt.

165

150

135

MJ NEL je kg Milchprotein

105 A

90 A

3,40 Eiw. 4,10 Fett
Milchzusammensetzung (Eiw. = Milcheiweissgehalt, Fett = Milchfettgehalt (in %))

3,70 Eiw. 3,50 Fett

Abb. 1 Futterenergiebedarf in MJ NEL je kg Milchprotein (Basis: Laktation)
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760
O kg Glukosebedarf/Kuh/Lakt.
700
Y=~
T L 640
3
5%
25 580
< N4
=l
5 50
460
400
340
9415 kg M; 9000 kg M; 8620 kg M; 8270 kg M;
4,1 %F; 3,25 %E 4,0 %F; 3,40 %E 3,9 %F; 3,55 %E 3,8 %F; 3,70 %E

Leistungsniveau und Milchzusammensetzung

Abb. 2 Bedarf an Glukose (in kg je Kuh/Laktation); konstant: 306 kg Milcheiwei} je Kuh und Laktation (mittlere
Korpermasse: 660 kg/Kuh)

Sehr hohe Milchmengenleistungen sind somit nicht notwendigerweise energetisch giinstiger
als (etwas) niedrigere Milchleistungen mit deutlich hoherem Milcheiwei3gehalt (Abb. 3).

650 E bei 11000 kg Milch/Kuh/Lak.
’ E bei 9000 kg Milch/Kuh/Lakt.
Ebei 7000 kg Milch/Kuh/Lakt.

o0 D bei 5000 kg Milch/Kuh/Lakt.

R

%-Anteil Kraftfutter an der Gesamt-T-Aufnahme
(Basis: im Mittel Uber die Gesamtlaktation)

340E. 4,10F. 3,70E. 3,50F.

Milchzusammensetzung (E = Milcheiweissgehalt. F = Milchfettgehalt; in %)

Abb. 3 %-Anteil Kraftfutter an der Gesamt-Trockenmasse-Aufnahme (Mittel iiber die Gesamtlaktation)

282 Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 279-291 (2012)



Mogliche Auswirkungen der Etablierung einer genombasierten Zuchttierbewertung

Die genetisch-ziichterische Erhthung des Milcheiweil3gehaltes, bei gleichzeitiger Absenkung
des Milchfettgehaltes, fiihrt zu einem reduzierten Energieaufwand (vor allem fiir die Milchfett-
erzeugung) bei einem tendenziell erhohten Futterproteinbedarf des Einzeltieres. Die generell
hohere Futterproteinversorgung, bei hoheren Eiweilgehaltswerten in der Milch, sollte jedoch —
bei bevorzugter Haltung der Milchkiihe in den klassischen Griinlandregionen (wichtigste Grund-
futterquelle: Griser, Klee) und einer standortangepassten Milchleistung (< 9500 kg Milch/Kuh/
Laktation) — nicht sonderlich problematisch sein. Da das Futteraufnahmevermogen der Kuh
begrenzt ist, erfordern speziell sehr hohe Milchmengenleistungen auch sehr hohe Kraftfutter-
anteile in der Gesamtration (Abb. 3). Setzt man voraus, dass (beispielsweise) einer Kuh téglich
11,5 kg Trockenmasse (T) in Form von Grundfutter (mittlerer Energiegehalt 6,1 MJ NEL /kg T)
verabreicht wird, kann der zu deckende Energiebedarf aus dem zusitzlich zu verabreichenden
Kraftfutter (KF) abgeleitet werden. Die Ergebnisse sind eindeutig: Milchmengenleistungen von
11000 kg Milch/Kuh/Laktation (bei einer Laktationslange von 336 Tagen) erfordern im Mittel
einen Kraftfutteranteil von > 45% an der Gesamtration; gemessen als Anteil der Kraftfutter-
Trockenmasse-Aufnahme an der Gesamt-Trockenmasse-Aufnahme. Bei 7000 kg Milch/Kuh/
Laktation reduziert sich der Kraftfutteranteil in der Ration (im Mittel) auf ca. 29 bis 32 %; wie-
derum in zusétzlicher Abhingigkeit auch von der Milchzusammensetzung.

M bei 11000 kg Milch/Kuh/Lakt.;
bei 3,4 % Eiw. und 4,10 % Fett
145 mit 675 kg mittl. Krpermasse;

. 336 Melktage/Lakt.
2 130 Ibei 7000 kg Milch/Kuh/Lakt.;
o 115 4 bei 3,70 % Eiw. und 3,50 % Fett
£ = mit 650 kg mittl. Kérpermasse;
% < 100 | 318 Melktage/Lakt.
=
2Z 851
o 3
=X
ST 0
¥
2 55
5T
w il
S 40
2 25
10 -
Futterenergiebedarf Kraftfutterbedarf
MJ NEL/kg Milcheiweil3 dt KF/Kuh/Laktation
Kenngrof3en

Abb. 4 Nihrstoffokonomische Kennwerte bei differenziertem Leistungsniveau und unterschiedlicher Milchzusam-
mensetzung

Es zeigt sich klar: Sehr hohe Milchmengenleistungen (> 11000 kg Milch/Kuh/Laktation) mit
einem relativ ungiinstigen Milchfett-/Milcheiweil3-Verhiltnis sind nicht in jedem Fall ener-
getisch bzw. néhrstoffokonomisch besser als modifizierte Zuchtzielansidtze mit geringerer
Milchmengenleistung, aber intensiv verbessertem Milchfett-/Milcheiweifl-Verhiltnis. Die
gezielte Verdnderung des Verhiltnisses der (prozentualen) Gehalte an Milchfett und Milch-
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eiweil} in der Milch ist — aus genetisch-ziichterischer Sicht — jedoch keineswegs trivial. So
fiihrt die direkte Selektion auf das Fett/Eiweil-Verhiltnis (FEV) — wie bereits an anderer
Stelle sehr ausfiihrlich aufgezeigt — nachweislich nicht zu einer deutlichen Anhebung des
Milcheiwei3gehaltes und somit nicht zum Erfolg. Nur die gleichzeitige Einbeziehung der
verschiedenen Milchleistungsmerkmale — bei direkter, hoher Bewertung des Milcheiweil3-
gehaltes — ldsst einen diesbeziiglichen Erfolg erwarten (BRADE und BRADE 2009). Selektiert
man gezielt auf hohen Milcheiweiflgehalt — kiinftig unter Einbeziehung genombasierter In-
formationen — und verpaart die besten Vater- und Muttertiere untereinander iiber mehrere
Generationen, so sollte sich eine spezielle Holstein-Linie mit hohem Milcheiweifigehalt und
verbessertem Fett/Eiweil-Verhiltnis herausziichten lassen (Abb. 5).

Ausgangs- Vatertiere Muttertiere
generation (KB-Bullen) (Milchkiihe unter MLP)
a Testeinsatz MLP
Bewertung ‘/'
spez. Auslese spez. Auslese
(nach speziellem (nach speziellem iibrige Kithe
Selektion Gesamtzuchtwert) Gesamtzuchtwert) tbrige Ku
Verpaarung ""_\Afa_it.e_ra_e""""""_“./\
gezielte Anpaarung | weitere Anpaarungen |
\4
1. spezifisch neue Vatertiergeneration neue Milchkuhgeneration
selektierte (potentielle KB-Bullen) (Milchkiihe unter MLP)
Generation mit verbesserten mit verbesserten
a Testeinsatz So. MLP
Bewertung ‘/ ‘o
‘A
spez. Auslese spez. Auslese
. (nach speziellem (nach speziellem tibrige Kiihe
Selektion Gesamtzuchtwert) Gesamtzuchtwert) 9
Verpaarung weitere Spermaverfﬂqbarkey\
| gezielte Anpaarung | | weitere Anpaarungen |
v Fortfihrung des
Programms / \

Abb. 5 Gezielte Erzeugung einer spezialisierten Holstein-Linie mit hohem Milcheiweiigehalt und verbessertem Milch-
fett/MilcheiweiB3-Verhiltnis (= FEV), einschlieflich Beachtung der Funktionalitéit; ohne ZuchtschlieBung (BRADE 2008)

Anzumerken bleibt an dieser Stelle, dass allerdings die Milchleistung bzw. der Milcheiweil3-
gehalt und damit das Fett/Eiweil3-Verhiltnis nur ein (Haupt-) Selektionskriterium in der Rin-
derzucht ist. Grole Erwartungen werden somit auch hier an eine genombasierte Bewertung
von jungen Selektionskandidaten gestellt, die gleichzeitig eine Erfassung der unterschiedli-
chen Milchproteinfraktionen erméglicht.
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4. Etablierung einer genombasierten Bewertung von Zuchttieren in der Praxis

Die genomische Selektion ist ein neues Zuchtverfahren, das aktuell in die Zuchtpraxis tiber-
fiihrt wird. Ziel ist es, bereits sehr friih sichere Zuchtwerte potentieller Zuchttiere zu erhalten.
Der Ansatz ist relativ einfach: Der Zuchtwert eines Tieres soll direkt aus seinen Erbanlagen
abgeleitet werden. Voraussetzung ist das Vorhandensein ausreichend vieler Einzelnukleotid-
Polymorphismen (engl.: SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms; sprich: Snips), die iiber
das gesamte Genom (= Erbgut) verteilt sein miissen (DISTL et al. 2009).

Der genomische Zuchtwert eines Tieres ist dann die Summe der Effekte an den einzelnen
SNP-Markern. Bereits jetzt werden nur noch DNA-getestete, intensiv vorselektierte Bullen in
Besamungsstationen eingestellt (Abb. 6).

KB-Station

DNA-getestete
Bullen

(ot ]

¢ Kuhbestande D R— Farsen
SChlazhtung/ (konv. Milcherzeuger) (Reproduktion)
Verendungen / \

mannliche o )
Kalber weibliche Kalber

(zur Mast)
l + Jungrinder-

Verkauf weiblicher -

Abb. 6 Mogliche kiinftige Gestaltung der Ziichtung/Selektion auf Betriebsebene

Als Einzelbetrieb partizipiert der konventionelle Milchproduzent auf zwei Ebenen von neuen
Entwicklungen im genetisch-ziichterischen Bereich:

— bei der Auswahl der Kuhviter (Erb-/Selektionspfad: Bulle — Kuh);
— bei der Auswahl der Kuhmiitter (Erb-/Selektionspfad: Kuh — Kuh).

4.1 Auswertungsmethodik

Der zu erwartende Selektionserfolg (pro Zeiteinheit) in der nachfolgenden Generation kann —
bei getrennter Auswertung der Vater- und Muttertiere — wie folgt dargestellt werden (vgl.
BRrADE 1992):
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AG:+AG; _AG;+AG. _ AG; AG,

AG = — — — [1]
. T:+To 2T 2T 2T
mit © ’
AG = Zuchtfortschritt in der Nachkommengeneration,
AG;= genetisch bedingte Uberlegenheit der Viiter,
T, = Generationsintervall fiir die Viter (analog die iibrigen Symbole),
T= mittleres Generationsintervall aus beiden Geschlechtern.

4.2 Bestimmung des zu erwartenden Zuchtfortschrittes

Der Selektionserfolg in der Nachkommengeneration fiir den Gesamtzuchtwert H aufgrund
einer einstufigen Auslese der Viter (oder Miitter) nach dem Selektionskriterium (hier: gene-
tisch begriindeter Selektionsindex) /; kann wie folgt bestimmt werden (vgl. COCHRAN 1951,
NieBEL und FEwWsoN1976):

Ty <20
AG, = (2]
2T "
Der Selektionserfolg in der Nachkommengeneration fiir den Gesamtzuchtwert H aufgrund
einer zweistufigen Auslese der Viter (oder Miitter) nach den Selektionskriterien I; bzw. I,
folgt der Beziehung:

AG, = m At s e 3]
2.T-b,-b,

wenn jetzt

ryn = Korrelation zwischen definiertem Gesamtzuchtwert H und dem
Selektionskriterium der i-ten Stufe (I;),

71, 2o = Ordinatenwerte der Normalverteilung in den standardisierten

Selektionspunkten (k;),
by, b, = Anteil zur Weiterzucht verwendeter Tiere in der 1. bzw. 2. Stufe,
Jj»n = zugehorige Korrekturwerte,
T = mittleres Generationsintervall,
oy = Standardabweichung des definierten Gesamtzuchtwertes H
bedeuten.

4.3 Aspekte der kiinftigen Nutzung genomisch vorselektierter Bullen

Beim gegenwirtigen Stand des Wissens zur genombasierten Auslese von Zuchttieren sind die
ausschlieBlich DNA-getesteten Vatertiere generell weniger zuverlédssig zuchtwertgeschitzt
als vergleichsweise umfassend tochtergetestete Bullen. Mit anderen Worten: Der zu erwarten-
de Zuchtfortschritt bei paralleler Anpaarung beider Bullengruppen (= ausschlie8lich DNA-
getestete Bullen oder zusitzlich tochtergetestete Bullen) in der Nachkommengeneration ist
von der Sicherheit der Bullenbewertung abhingig. Je hoher die Sicherheit der ausschlieflich
genomisch getesteten Bullen (12,7y,) im Vergleich zu den tochtergetesteten Bullen ist, umso
wettbewerbsfihiger werden die DNA-getesteten Vatertiere.
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Auch bei Auswertung des moglichen Zuchtfortschrittes pro Jahr zeigt sich, dass eine sehr
intensive Nutzung DNA-getesteter Bullen nur dann berechtigt ist, wenn diese zuverléssig ge-
nomisch bewertet und vorselektiert werden konnen (r2gZW > 0,60). Vorausgesetzt wird weiter,
eine sehr intensive zusdtzliche Selektion der Vatertiere nach den Priifergebnissen der Tochter
(= Zwei-Stufen-Selektion) und deren Einsatz aufgrund eingelagerter Spermaportionen aus
der Blickrichtung der Verbesserung funktioneller Merkmale (maternales Abkalbeverhalten,
Fruchtbarkeit, Nutzungsdauer, Eutergesundheit).

Aktuelle Empfehlungen zur Alternative: Einsatz ausschlieflich genomgetesteter Vatertie-
re oder Einsatz tochtergepriifter Vatertiere sollten die (theoretisch) abgeleiteten Sicherheiten
fiir die DNA-getesteten Jungbullen (r2,,y) beriicksichtigen. Hier zeigt sich zurzeit noch fol-
gendes Bild (nach Angaben Vit Verden 2010):

— hinreichend hohe Sicherheiten (r2gZW >0,65): z. B. fiir die Milchleistung;
Lgrenzwertige Sicherheiten (r2gZW ~0,50): z. B. fiir die Nutzungsdauer, Zellzahl,
— noch ungeniigende Sicherheiten (r2gZW <0,45): Fruchtbarkeit, maternales Kalbeverhalten.

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsache sind folgende Empfehlungen aktuell begriindet:
Ziichter/Halter, die vor allem die Funktionalitit ihrer Kiihe sicher verbessern wollen, soll-
ten weiter auf kostengiinstige tochtergepriifte Bullen mit hohem Vererbungspotenzial in der
Funktionalitit/Fitness (RZFit > 128) setzen.

Risikobereite, vorrangig an der weiteren Verbesserung der Milchleistung interessierte
Ziichter/Halter konnen auch die ,,nur* genomgetesteten (Jung-) Bullen intensiv nutzen. Zur
Streuung des Risikos sollten hier jedoch moglichst viele verschiedene, genomisch hoch
bewertete Vatertiere gleichzeitig — mit jeweils begrenztem Umfang — einzelbetrieblich ein-
gesetzt werden. Neben der Sicherheit der Zuchtwerte bleiben die tierindividuellen Zucht-
wertvorhersagen sowie der Spermapreis zu beachten. Der Spermakunde wiinscht generell
beste Bullen zu giinstigsten Preisen einschlieflich hoher Serviceleistungen. Da sich die
Preisgestaltung auch kiinftig an der Rangierung der Bullen nach einem Gesamtselektions-
index orientieren wird, diirfte es jedoch keine klaren Preisunterschiede zwischen beiden
Bullengruppen geben. Die konsequente zusitzliche Auswahl der Bullenkidlber nach ih-
ren genomischen Zuchtwerten qualifiziert die bisherige erste Stufe der KB-Bullenauswahl
(= Ankauf der Jungbullen) weiter.

Dies berechtigt, den Umfang des bisherigen Jungbulleneinsatzes (= vorselektiert vor al-
lem nach Pedigree-Informationen) von ca. 20-25 % aller Besamungen auf iiber 40 % ge-
nomgetesteter junger Vatertiere (bei Beibehaltung niedriger Spermapreise) auszudehnen. Bei
(kiinftig) intensiver Nutzung der besten, genomisch vorselektierten Jungbullen (ca. 3000 bis
7000 Besamungen/Jungbulle in Abhingigkeit von der zugehorigen Zuchtwertvorhersage)
sind spitere Priifergebnisse von > 500 Téchtern/Jungbulle zu erwarten. Voraussetzung bleibt
eine hohe Kontrolldichte in der Milchleistungspriifung (MLP). Das bedeutet gleichzeitig: Die
kiinftigen Tochterpriifungen der besten, intensiv genutzten genomisch vorselektierten Jung-
bullen werden kiinftig noch sicherer als bisher. Lagert man von jedem Jungbullen zusétzlich
ca. 10000-15000 (tiefgefrorene) Spermaportionen ein, ermdoglicht diese Vorgehensweise —
auch bei Friithschlachtung der KB-Bullen bereits im Alter von ca. 2,5-3 Jahren — das spitere
Anbieten duferst zuverldssig tochtergepriifter Bullen mit hohen Fitnesswerten (Tab. 1).
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Tab. 1 Einfluss einer intensiven Nutzung genomgetesteter Bullen auf die Grofe des Zuchtprogramms

Bullengruppe/Nutzungsumfang Anzahl moglicher Besamungen
80 — 100 DNA-getestete Bullen; ~5000 Spermadosen/Bulle 400000 — 500000

20 — 30 tochtergetestete Bullen; ~15000 Spermadosen/Bulle 300000 — 450000
mogliche Anpaarungen mit Fleischrinderbullen (Kreuzungen) 100000 — 50000
_insgeEnt (rergliche_Besamu_ngen)_ T T T 7800000 — 1000000
GroBe des zu betreuenden Jungrinder-/Kuhbestandes

(2 Besamungen je Trichtigkeit) 400000 — 500000

Quelle: E. BRADE 2010

Kleinere Zuchtprogramme haben (kiinftig) nur noch begrenzte Moglichkeiten, intensiv aus-
gelesene, tochtergepriifte Fitnessvererber zu nutzen. Sie diirften sich auf die intensive Ver-
marktung der ausschlieSlich DNA-getesteten Jungbullen konzentrieren.

4.4 Genombasierte Bewertungen im weiblichen Geschlecht

Auch auf der weiblichen Seite kann die gezielte Integration einer genombasierten Voraus-
wahl der zur Kuhbestandsreproduktion benétigten Tiere zur Kostenentlastung bzw. Risiko-
minimierung der Kilber- und Féarsenaufzucht genutzt werden. Betriebswirtschaftliche Vortei-
le sind hier vor allem in solchen Herden gegeben, deren jdhrliche Remotierungsquote deutlich
unter 30 % liegt (Tab. 2 und 3).

Tab. 2 Einfluss der Nutzungsdauer auf Vorziiglichkeit der Genotypisierung von weiblichen Kilbern (Basis: 1000
Kiihe)

Kenngrofie Nutzungsdauer (ND)

ND (in Jahren) 5,0 4,0 3,0 2,5 2,22
Erginzungsprozentsatz; E (%) 20 25 33 40 45
jahrlich benétigte Erstkalbinnen (1000 Kiihe) 200 250 330 400 450
Zahl benétigter Q-Kilber/Jahr 211 264 348 421 474
jihrlich anfallende Q-Kilber 45011 450 450 450 450
Zahl nicht bendtigter @-Kélber/Jungrinder 23911 186 102 29 —24
%-Anteil nicht bendtigter @-Tiere 53,1 41,3 22,6 6,4 -5,3

[1] ,optimistische® Kalkulation

Man kann zeigen, dass einzelbetriebliche Vorteile einer friihzeitigen Genotypisierung — trotz
hoher Genotypisierungskosten (200 €/Tier) — beispielsweise bei einer Bestandsaufstockung
auf Basis der Umwandlung bestehender Jungrinderaufzuchtplitze im Kuhstall (bei mogli-
chem Verzicht der Aufzucht aller anfallenden weiblichen Tiere [= weitere Spezialisierung]
bereits aktuell gegeben sind (vgl. Tab. 4 unter Beriicksichtigung eines monetiren Verlustes
von 350 €/aufgezogenes Jungrind).
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Tab. 3 Vollkosten in der Niedersidchsischen Firsenaufzucht (Anmerkung: 28 Monate EKA)

Futterkosten 900 € 56 %
davon Leistungsfutter 240 €

davon Grundfutter 660 €

Gesunderhaltungskosten (TA, Medik.) 55€ 3%
Besamungskosten 40 € 2%
Sonst. Direktkosten (Wasser, Zins) 95 € 6%
Direktkosten gesamt 1090 € 68 %
Arbeitserledigungskosten (Lohn- und Lohnansatz) 360 € 22 %
Gebiudekosten (Unterhaltung, AfA) 105 € 7%
Sonst. Kosten (Gebiihren, Beitrdge uvm.) 45 € 3%
Vollkosten 1600 €11 100 %

[1] aktuelle Verkaufserlose: ca. 1250 €/Tier

Eine intensivere Nutzung der genombasierten Selektion auf der weiblichen Seite (Kuh — Kil-
ber) sollte aber erst dann erwartet werden, wenn eine deutliche Reduzierung der Genotypisie-
rungskosten (< 60 €/Tier) am Markt gegeben ist. Kurz:

— Die konventionellen Milchproduzenten sind an billigen Genotypisierungen interessiert,
die sich gleichzeitig auf nur wenige wichtige Merkmale beschrinken (,,customer-orien-
ted** DNA-chips).

— Die negativ bewerteten weiblichen Tiere erschweren den Tierverkauf; der Landwirt wird
moglichst nur die positiven Tiere genotypisieren lassen wollen (vgl. z. B. Hundezucht).

Tab. 4 Nutzung von Jungrinderkapazititen zur Ausdehnung der Milcherzeugung (einzelbetriebliche Kalkulation);
Beispiel: Aufstockung des Kuhbestandes von 200 auf 225 Kiihe auf Basis der Nutzung vorhandener Jungrinderplétze
im Kuhstall (Modellkalkulation)

Ausgangssituation
100 Jungrinder (wbl.) Verluste: ~-350 €/ Tier gesamt: -35000 €
200 Kiihe Gewinn: 600 €/ Tier gesamt: 120000 €
85000 €
Erhohung der Kuhzahl
75 Jungrinder (wbl.) Verluste: ~-350 €/ Tier gesamt: -26250 €
225 Kiihe Gewinn: 600 €/ Tier gesamt: 135000 €
100 Kilber/Jungrinder typisiert (200 €/Tier) gesamt: —20000 €
88750 €
+ Mehrertrag aus dem zusitzlichen Zuchtfortschritt
(+ Milch)

Im Gegensatz zum konventionellen Milchproduzenten wird der ,,Hochziichter, dessen Erlo-
se vorrangig aus der Embryonen- bzw. Zuchttiervermarktung stammen, kiinftig regelméaBig
(fast) alle Kilber molekulargenetisch bewerten lassen. Diese zusitzlichen Kosten rechnen
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sich betriebswirtschaftlich aber nur dann, wenn auch hohere Erlose aus der spéteren Zucht-
tiervermarktung damit verkniipft sind. Die Zahl der aktiven ,,Hochziichter” (= Besamungs-
bullenerzeuger) diirfte deshalb zukiinftig abnehmen, da sich in der ,,Spitze* nur diejenigen
Zuchtbetriebe permanent halten konnen, die zu den genetisch wertvollsten Herden (TOP-
Herden) dauerhaft gehoren.

5. Kiinftige Entwicklungen

2013 wird das US-genombasierte Zuchtwertschitzsystem offen fiir alle interessierten Tier-
halter. Das eroffnet neue Moglichkeiten:

— jeder Ziichter kann Bullenkilber ,zuchtwertschétzen® lassen;

— jeder kann gepriifte Vererber aufstallen und vermarkten;

— alle Lander — auch solche ohne Milchleistungspriifung — konnen eigene gepriifte Vererber
haben.

Damit sind béuerliche Zuchtprogramme neuen Wettbewerbern ausgesetzt (vgl. Abb. 7), da
der Einstieg von privaten Kapitalanlegern in das Besamungsgeschift leicht moglich wird.

Gesamtpopulation (weibl. Tiere)

Globales
Zuchtmaterial
innerhalb
der Rasse

Aktive Population (Zuchtpopulation)
Milchleistungspriifung

iyt

Bullenmutterauswahl
Selektion per Computer /Kommission

g 4
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Abb. 7 Schema eines offenen Zuchtprogrammes (Milchrinder); umrahmt mit Punkten: herkommliche Leistungs-und
Zuchtwertpriifung; Pfeil unten links (rot): Einsatz/Vermarktung DNA-getesteter Bullen aus fremden Zuchtgebieten
ohne notwendigen ,Anschluss® an die Leistungspriifung in der hiesigen Zuchtpopulation (= z. B. private Kapitalan-
leger); Anmerkung: KB = kiinstliche Besamung, ET = Embryotransfer
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Mogliche Auswirkungen der Etablierung einer genombasierten Zuchttierbewertung

Eine Nachkommenpriifung wird es weiter geben, solange eine regelméfBige Milchleistungs-
priifung zur Unterstiitzung des betrieblichen Managements durchgefiihrt wird.

Auch eine schnelle Weiterentwicklung von DNA-Chips kann vorhergesagt werden. Noch
2010 wird ein neuer Standardchip mit 800000 SNP (800 k) verfiigbar werden (HD-Chip), der
eine bessere Abdeckung des Rindergenoms sicherstellen diirfte. Gleichzeitig sollten sich die
Kosten fiir eine tierindividuelle Genotypisierung weiter reduzieren, d. h. die Voraussetzungen
fiir eine immer erfolgreichere Nutzung der genombasierten Bewertung von jungen Selek-
tionskandidaten verbessern sich zunehmend.
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Die Beitrdge zur internationalen Fachtagung ,,.Developmental Origins of Health and Di-
sease* (DOHaD) liefern Informationen iiber den Stellenwert einer gesunden Schwanger-
schaft, die Notwendigkeit der Priavention von Risikoschwangerschaften und die Auswir-
kungen einer chronischen Plazentainsuffizienz und der daraus folgenden intrauterinen
Wachstumsretardierung. Die DOHaD-Forschung basiert auf epidemiologischen Daten,
aus denen klinische, experimentelle und auch epigenetische Studien folgten. Sie zeigen,
dass perinatale Ereignisse einen grofSen Einfluss auf die peri- und postnatale Entwicklung
sowie auf die Herausbildung von Krankheiten im Kinder-, Jugend- und Erwachsenen-
Alter haben. So sind mit der intrauterinen Wachstumsretardierung vaskulédre und metabo-
lische Verdnderungen im adulten Organismus verbunden. Chronische Plazentainsuffizienz
und deren Folgen kénnen zu einer Prédisposition fiir koronare Herzerkrankung, Diabe-
tes mellitus, Schlaganfall, arterielle Hypertonie und Niereninsuffizienz fiihren, aber auch
eine verdanderte Knochenentwicklung und ein erhohtes Risiko fiir Karzinome werden als
Folgeschiden diskutiert. Im Mittelpunkt der Betrachtungen steht die sogenannte ,,fetale
Programmierung* in kritischen Phasen des intrauterinen Wachstums. Negative Einfliisse
wihrend dieser Wachstumsphasen konnen zu Langzeitschdaden und strukturellen Verdnde-
rungen fiihren. Die resultierenden Kompensationsmechanismen werden bis in die néchste
Generation epigenetisch weitervererbt. Alle Beitrdge sind in englischer Sprache verfasst.
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Volkswirtschaftliche Konsequenzen der Anwendung/
Unterlassung der Genanalyse am Beispiel der Zucht
auf TSE-Resistenz beim Schaf

Gesine LUHKEN und Georg ERHARDT (Giellen)
Mit 10 Abbildungen und 5 Tabellen

Zusammenfassung

Die als Scrapie oder Traberkrankheit bezeichnete transmissible spongiforme Enzephalopathie (TSE) wird beim
Schaf seit einigen Jahren auch durch Selektion auf bestimmte Allele des Prionprotein-Gens (PRNP) bekampft. Dies
wird sowohl fiir die tierseuchenrechtlichen MaBinahmen in von Scrapie betroffenen Schafherden als auch fiir die
TSE-Resistenzzucht bei Herdbuchschafen iiber gesetzliche Vorgaben der Europdischen Kommission geregelt. Die
okonomischen Konsequenzen der Anwendung oder Unterlassung der PRNP-Genotypisierung und -Selektion beim
Schaf betrafen und betreffen vor allem Besitzer von Scrapie-positiven Schafherden, Tierseuchenkassen, Schafziich-
ter und Schafzuchtverbinde, aber auch Biotechnik-Unternehmen und Forschungseinrichtungen. Von 2002 bis Mitte
2007 wirkte sich die PRNP-Genotypisierung und -Selektion in von Scrapie betroffenen Schaftherden im Vergleich
zur Keulung der kompletten Herde ab einem Anteil von etwa 10 % aufgrund ihres PRNP-Genotyps nicht zu keu-
lender Schafe 6konomisch positiv fiir die Tierbesitzer und die Tierseuchenkassen aus. Seit Mitte Juni 2007 gilt dies
aufgrund der neueren gesetzlichen EU-Vorgaben nur noch fiir die in Deutschland selteneren klassischen Scrapiefille.
Mit Beginn der TSE-Resistenzzucht konnten Zuchttiere einiger Schafrassen, die den PRNP-Haplotyp ARR trugen,
deutlich teurer verkauft werden. Durch den Riickzug einiger Landesschafzuchtverbinde von der Selektion auf ARR
bei bestimmten Schafrassen wurden dort diese Preisunterschiede nivelliert und der bisher geleistete 6konomische
Aufwand vor allem der Tierseuchenkassen und Zuchtverbidnde wird sich fiir diese Schafrassen im Endeffekt mogli-
cherweise nicht auszahlen.

Abstract

For several years, Scrapie, a transmissible spongiform encephalopathy (TSE), has also been combated in sheep by
selection for distinct alleles of the prion protein gene (PRNP). This is being determined both in the case of scrapie-
affected flocks and in sheep breeding by regulations of the European Commission. Economical consequences of
application or non-application of PRNP genotyping and selection in sheep mostly affected and still affects owners
of scrapie-positive sheep flocks, federal animal health insurance funds, sheep breeders, and breeding organizations,
but also biotechnological companies and research institutes. From 2002 until the middle of 2007, PRNP genotyping
and selection in scrapie-affected sheep flocks had been economically favourable for flock owners and animal health
insurance funds compared to culling the complete flock in case that approximately 10 or more percent of the sheep
had not to be culled due to their PRNP genotype. Since the middle of 2007, this applies only to the — in Germany —
rarer classical scrapie cases due to novel EU regulations. In the beginning of breeding for TSE resistance, sheep of
distinct breeds carrying the PRNP haplotype ARR could be sold for higher prices. The withdrawal of some breeding
organizations from selection for ARR in certain sheep breeds leads to equalization of these price differences and
eventually here the economical input particularly of the animal health insurance funds and breeding organizations
may not pay off.
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1. Hintergrund und Entwicklung der Zucht auf TSE-Resistenz beim Schaf

Scrapie (Traberkrankheit, Tremblante) wurde schon 1732 beim Schaf beschrieben (McGo-
WAN 1922) und ist somit die am ldngsten bekannte transmissible spongiforme Enzepha-
lopathie (TSE). Es handelt sich dabei um eine degenerative, sehr langsam, aber stets letal
verlaufende Erkrankung des zentralen Nervensystems, an der DNA-freie Proteinpartikel,
sogenannte Prionen (PrPSc), beteiligt sind (PRUSINER 1982, YokoYAMA und MoHRI 2008).
Der Anteil Scrapie-positiver Schafe in betroffenen Herden kann sehr niedrig sein (<1 %), in
Bestidnden mit endemischer Scrapie aber auch Verluste von 3—5 % pro Jahr verursachen. Nur
in Ausnahmefillen wurden Mortalitdten von bis zu 50 % beobachtet (TouMazos 1991, ELSEN
et al. 1999, DETWILER 2001).

Scrapie ist die am weitesten verbreitete TSE bei Nutztieren (COoSSEDDU et al. 2007). Welt-
weit gelten nur wenige Liander als frei von Scrapie. Im 19. Jahrhundert und vor dem Zweiten
Weltkrieg war Scrapie in Deutschland eine sehr hiufige Tierseuche. Demgegeniiber wurde
zwischen 1945 und 1985 kein Scrapie-Fall beobachtet, wihrend bis 2000 nur Einzelfille dia-
gnostiziert wurden (BusSCHMANN und GroscHUP 2005). Zwischen EU-Lindern gab und gibt
es allerdings deutliche Unterschiede hinsichtlich des Auftretens von Scrapie. In den Jahren
von 1998 bis 2000 wurden beispielsweise in Deutschland und auch in Osterreich und Spanien
nur jeweils 5 Scrapie-Fille registriert, wiahrend Frankreich (97 Fille), Griechenland (130 Fil-
le), Italien (208 Fille) und vor allem das Vereinigte Konigreich (1664 Fille) deutlich stirker
von Scrapie betroffen waren.

Scrapie selbst steht nicht im Verdacht, auf den Menschen iibertragbar zu sein (CONCEP-
CION et al. 2005). Allerdings gilt die Entstehung der bovinen transmissiblen spongiformen
Enzephalopathie (BSE) durch die Verfiitterung von unzureichend erhitztem Tiermehl, das
von Scrapie-infizierten Schafen stammte, als erwiesen (WILESMITH et al. 1988). Die Hin-
weise auf Zusammenhinge zwischen BSE beim Rind und Fillen der neuen Variante der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (nvCJD) beim Menschen (BRUCE et al. 1997) sowie das nicht
auszuschliefende Vorkommen von BSE auch bei Schafen und Ziegen riickten schlielich
auch die Scrapie bzw. TSE-Erkrankungen der kleinen Wiederkéuer in den Fokus des Verbrau-
cherschutzes. Mit der Verordnung 999/2001/EG vom 22. Mai 2001 wurden EU-weit grund-
legende Maflnahmen zur Verhiitung, Kontrolle und Tilgung bestimmter transmissibler spon-
giformer Enzephalopathien erlassen. Jeder Mitgliedsstaat ist demnach verpflichtet, BSE- und
Scrapie-Uberwachungsprogramme durchfiihren, in deren Rahmen jihrlich eine bestimmte
Mindestanzahl von geschlachteten, verendeten und getdteten Schafen und Ziegen, die iiber
18 Monate alt sind, mittels Schnelltest auf das Vorliegen einer TSE untersucht wird. Mit der
Einfiihrung der aktiven TSE-Uberwachung in der Europiischen Union ab April 2002 kam es
in Deutschland zu einem sprunghaften Anstieg der Anzahl identifizierter Scrapie-positiver
Schafe (Abb. 1). Von 2002 bis 2009 waren dies durchschnittlich knapp 40 als Scrapie-positiv
identifizierte Schafe pro Jahr, wobei dies von nur 7 im Jahr 2008 bis zu 120 im Jahr 2004
variierte. 2003 waren Dianemark, Finnland, Luxemburg und Osterreich die einzigen EU-Mit-
gliedstaaten, in denen trotz der aktiven TSE-Uberwachung keine Neuausbriiche von Scrapie
festgestellt wurden (European Commission 2004).

Indessen mehrten sich die im Rahmen sowohl grundlagenorientierter als auch empiri-
scher Untersuchungen gewonnenen Hinweise auf eine Moglichkeit, Scrapie bzw. TSEs zu-
mindest beim Schaf auf einem anderen Weg und effektiver bekdmpfen zu konnen. Schon
1755 wurde berichtet, dass Scrapie entweder gehéduft oder besonders selten in bestimmten
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Abb. 1 Anzahl der Scrapie-Ausbriiche (von Scrapie betroffene Schaftherden) und der Scrapie-positiven Schafe in
Deutschland in den Jahren von 1994 bis 2009

Schaflinien oder -rassen auftreten kann (Anonymus 1755). Allerdings wurden erst vor rund
15 Jahren im Prionprotein-Gen (PRNP) des Schafes Varianten identifiziert, die zum Teil zu
Aminosdureaustauschen im korpereigenen Prionprotein (PrPC) fithren und mit der Resistenz
der Tiere gegeniiber Scrapie in Zusammenhang stehen (HUNTER et al. 1993, GOLDMANN et
al. 1994, BELT et al. 1995). Fiir die Aminosdurevarianten an den Positionen 136 (A oder V),
154 (R oder H) und 171 (Q, R oder H) des Prionproteins konnten durch molekulargenetische
Untersuchungen an von Scrapie betroffenen Schafen vor allem im Vereinigten Konigreich
(DawsoN et al. 1998), aber auch in anderen europdischen Lidndern Zusammenhédnge mit der
Empfinglichkeit fiir Scrapie beobachtet werden. Die aus den hauptsidchlich vorkommenden
PRNP-Haplotypen A 3R ;54R;7; (ARR), AHQ, ARQ, ARH und VRQ resultierenden Genoty-
pen wurden in unterschiedlichen Hiufigkeiten bei Scrapie-positiven Schafen beobachtet und
auf dieser Grundlage nach dem National Scrapie Plan (NSP) des Vereinigten Konigreiches in
Risikoklassen oder -gruppen von 1 bis 5 eingeteilt (Tab. 1). Der Genotyp ARR/ARR wurde
in die Gruppe 1 mit der geringsten Empfinglichkeit eingestuft. Genotypen mit mindestens ei-
nem VRQ-Haplotyp und ohne ARR-Haplotyp wurden in die Risikogruppe 5 mit der hochsten
Scrapie-Empfinglichkeit eingeteilt. Alle anderen Genotypen befinden sich in den Gruppen 2
bis 4. In Deutschland wurde diese Klassifizierung der PRNP-Genotypen tibernommen; hier
spricht man jedoch in der Regel von Genotyp (G)-Klassen.

Die oben beschriebene Situation hinsichtlich des Vorkommens und der Bedeutung von
Scrapie und die neu entdeckte Moglichkeit der Bekdmpfung durch Selektion auf bzw. ge-
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Tab. 1 Risikobewertung von PRNP-Genotypen nach dem National Scrapie Plan (NSP, UK; http://www.defra.gov.uk)

NSP 3 (ARQ/ARQ)

ARQ/ARQ

NSP-Gruppe Genotypen Risikobewertung
NSP 1 ARR/ARR hochste genetische Scrapie-Resistenz
NSP 2 ARR/ARQ, ARR/ARH, ARR/AHQ genetische Scrapie-Resistenz

niedrige genetische Scrapie-Resistenz

(vorldufige Einstufung von
ARQ/ARQ in NSP3)
NSP 3 (andere) AHQ/AHQ, ARH/ARH, ARH/ARQ,

AHQ/ARH, AHQ/ARQ

NSP 4 ARR/VRQ genetische Scrapie-Empfinglichkeit
NSP 5 ARQ/VRQ, ARH/VRQ, AHQ/VRQ, hohe genetische Scrapie-Empfinglichkeit
VRQ/VRQ

Die Einteilung der PRNP-Genotypen in G-Klassen in Deutschland entspricht dem NSP-Schema.

gen bestimmte PRNP-Genotypen fiihrten Ende 2002 und Anfang 2003 zu Anderungen bzw.
Ergidnzungen der gesetzlichen Vorgaben der Europidischen Union beziiglich der TSE-Be-
kiampfung bei kleinen Wiederkduern (im engeren Sinne beim Schaf) und der Herdbuch-
Schafzucht: Mit dem Inkrafttreten der EU-Verordnung 206/2003 zur Anderung der Verord-
nung 999/2001 war es ab Anfang 2003 in von Scrapie betroffenen Schafherden moglich,
auf eine Keulung aller Schafe zu verzichten. Stattdessen konnte nach der Feststellung des
PRNP-Genotyps aller Schafe in Abhingigkeit vom Ergebnis ein Teil der Schafe weiter
genutzt oder wenigstens geschlachtet werden, so dass die Notwendigkeit zur Keulung nur
noch bei Schafen mit bestimmten PRNP-Genotypen bestand (Tab. 2). Die im Sommer 2004
verabschiedete EU-Verordnung 1492/2004 zur Anderung der Verordnung 999/2001 ermog-
lichte zusitzlich u. a. in Bestdnden mit niedriger ARR-Frequenz oder zur Vermeidung von
Inzucht das Aufschieben der Keulung und die weitere Nutzung fiir fiinf Zuchtjahre von
weiblichen Schafen, die PRNP-Genotypen ohne ARR, allerdings auch ohne VRQ, tragen
(sogenannte Aufschieberegelung).

Tab. 2 Tierseuchenrechtlicher Umgang mit Schafen aus von Scrapie betroffenen Schafherden in Abhingigkeit vom
festgestellten PRNP-Genotyp, basierend auf den EU-Verordnungen 206/2003 und 1492/2004

PRNP-Genotyp weitere Nutzung Schlachterlaubnis Keulung

(NSP-Gruppe) als Elterntiere

ARR/ARR (1) Q und & Qund J

ARR/XXX (2) Q Qund &

XXX/XXX (3) Q (fiir 5 Zuchtjahre Q (sofort, wenn keine
bei Anwendung der Anwendung der
Aufschieberegelung) Aufschieberegelung)

und &

ARR/VRQ (4) Qund J

XXX/VRQ, Qund Jd

VRQ/VRQ (5)

XXX = ARQ, AHQ, ARH oder ARK; @, Mutterschafe und -limmer; &, Bocke und Bocklimmer
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Mit der im Jahr 2003 durchgefiihrten Erhebung zur Frequenz des PRNP-Genotyps ARR/
ARR in den bedeutenden Schafrassen aller EU-Mitgliedstaaten (Entscheidung 2002/1003/
EG) wurde eine wichtige Voraussetzung zur Aufstellung von Programmen zur Ziichtung
von Schafen auf TSE-Resistenz erfiillt, deren Mindestanforderungen mit der Entscheidung
2003/100 festgelegt und im Laufe der folgenden Jahre in den einzelnen EU-Léandern in na-
tionales Recht umgesetzt wurden. Diese Mindestanforderungen gelten fiir die Herdbuchzucht
der in den jeweiligen EU-Lédndern heimischen oder bedeutenden Rassen und schreiben u. a.
vor, dass nur gekennzeichnete und genotypisierte Bocke zur Zucht eingesetzt werden diirfen
und dass Bocke mit dem PRNP-Haplotyp VRQ zu schlachten sind; allerdings auch, dass fiir
bedrohte Rassen und fiir Rassen mit niedriger ARR-Frequenz Sonderregelungen getroffen
werden konnen. Die Umsetzung der Entscheidung 2003/100 in deutsches Recht wurde erst
zum Oktober 2005 durch die sogenannte TSE-Resistenzzuchtverordnung verwirklicht (Bgbl
2005 Teil 1 Nr. 66). Allerdings wurden in Deutschland bereits ab 2002/2003 bei bestimmten
Schafrassen und in einigen Zuchtverbidnden Zuchttiere auf den PRNP-Genotyp hin unter-
sucht; im Vereinigten Konigreich startete bereits 2001 das ram genotyping scheme.

Nachdem die Selektion auf PRNP-Genotypen EU-weit sowohl in der aktiven Tierseu-
chenbekdmpfung als auch in der Herdbuchschafzucht eingefiihrt worden war, wurden in
Deutschland und auch in anderen EU-Lédndern Scrapie-positive Schafe identifiziert, die den
als resistent geltenden PRNP-Genotyp ARR/ARR trugen (MADEC et al. 2004, ORGE et al.
2004, LUHKEN et al. 2007). Bei diesen Féllen wurde — teilweise retrospektiv — atypische Scra-
pie diagnostiziert. Diese unterschied sich von der bisher bekannten klassischen Scrapie auf
histopathologischer und molekularer Ebene (BENESTAD et al. 2003, BUSCHMANN et al. 2004)
und zeichnete sich epidemiologisch vor allem dadurch aus, dass in der Regel nur ein Schaf,
seltener mehrere Schafe pro Herde als Scrapie-positiv identifiziert wurden, die betroffenen
Tiere im Alter meistens deutlich iiber dem Durchschnitt der von klassischer Scrapie betroffe-
nen Schafe lagen (LUHKEN et al. 2007) und nicht zuletzt die Verteilung der PRNP-Genotypen
bei atypisch Scrapie-positiven Schafen eine andere war als bei klassisch Scrapie-positiven
Schafen (Abb. 2). In Deutschland wurde von 2002 bis 2009 bei mehr als 85 % der von Scrapie
betroffenen Schafherden atypische Scrapie nachgewiesen (Abb. 3). Uberwiegend atypisch
Scrapie-positive Schafe (ohne im Rahmen von KeulungsmaBnahmen identifizierte) melde-
ten zwischen 2004 und 2008 auch Portugal, Norwegen, Schweden und Belgien, wihrend
in Frankreich erst ab 2007 mehr atypisch als klassisch Scrapie-positive Schafe identifiziert
wurden und im Vereinigten Konigreich, Griechenland, den Niederlanden, Italien und Spanien
weiterhin bei den meisten und in Zypern bei allen der Scrapie-positiven Schafe klassische
Scrapie nachgewiesen wurde (European Commission 2008).

Obwohl die Moglichkeit der Ubertragbarkeit der atypischen Scrapie experimentell nach-
gewiesen wurde (LE DUR et al. 2005), wurde nach einer Risikobewertung durch die Eu-
ropdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA), sicherlich auch gefordert durch die
Entwicklung von Methoden zur eindeutigen Unterscheidung atypischer Scrapiefille von
anderen ovinen TSE-Formen (BUsCHMANN et al. 2004, GRETZSCHEL et al. 2005), schlief3-
lich im Juni 2007 die Verordnung 999/2001 durch die Verordnung 727/2007 abgelost. Diese
ermoglichte bei Feststellung von atypischer Scrapie in einem Schafbestand einen Verzicht
auf die Herdenkeulung, auch ohne Feststellung des PRNP-Genotyps, unter gewissen Aufla-
gen, wie eine mehrjdhrige Kontrolle des Tierbestands und -verkehrs und die Durchfiihrung
von TSE-Schnelltests bei allen Schafen, die in einem Alter von iiber 1,5 Jahren geschlachtet
werden. Diese Verordnung wurde im Sommer 2008 durch die Verordnung 776/2008 ersetzt,
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Abb. 2 Verteilung (%) der PRNP-Genotypen klassisch und atypisch Scrapie-positiver Schafe in den EU-Mitglieds-
staaten (EU) (European Commission 2008) und in Deutschland (D) nach NSP-Gruppen, 2002-2008

die es nun auch im Fall von klassischer Scrapie und unter bestimmten Bedingungen, wie
beispielsweise einer sehr niedrigen ARR-Frequenz in der Herde, ermdglicht, auf eine Se-
lektion auf den PRNP-Genotyp bei den Mutterschafen zu verzichten, wobei allerdings der
Einsatz von Zuchtbocken mit ARR/ARR weiterhin verpflichtend ist. Den EU-Verordnungen
727/2007 bzw. 776/2008 wurden die in der Entscheidung 2003/100 formulierten Mindestan-
forderungen zur Aufstellung von Programmen zur Ziichtung von Schafen auf TSE-Resistenz
angehéngt, so dass diese seit Mitte 2007 direkte Giiltigkeit in den EU-Mitgliedsstaaten haben.

2. Volkswirtschaftliche Auswirkungen der Anwendung oder Unterlassung der Selektion
auf den PRNP-Genotyp

Im Folgenden werden unter ,,Selektion auf den PRNP-Genotyp* sowohl das Vorgehen in
der Herdbuchschafzucht als auch die vom Ergebnis der PRNP-Genotypisierung abhédngigen
tierseuchenrechtlichen MaBnahmen in den von Scrapie betroffenen Schatherden verstanden.
Die Anwendung oder Unterlassung der Genotypisierung hatte in mehrfacher Hinsicht 6ko-
nomische Konsequenzen, vor allem fiir Besitzer von Scrapie-positiven Schafherden, Tierseu-
chenkassen, Schafziichter und Schafzuchtverbinde, aber auch (Biotechnik-) Unternehmen
und Forschungseinrichtungen.
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Landkreise mit

[ Kklassisch Scrapie-positiven

[l atypisch Scrapie-positiven

) E undifferenziert Scrapie-positiven
[ atypisch Scrapie-positiven und mit
klassisch oder undifferenziert
Scrapie-positiven

Schafherden

Abb. 3 Ausbriiche atypischer, klassischer und undifferenzierter Scrapie beim Schaf in Deutschland (2002-2009).
Das Auftreten mehrerer Scrapie-Ausbriiche im selben Landkreis ist durch Zahlen dargestellt.

Die in Deutschland von 2002 bis 2009 als Scrapie-positiv identifizierten Schafe stammten aus
155 Bestédnden. In 19 dieser Bestidnde wurde klassische Scrapie nachgewiesen, in fast allen
anderen atypische Scrapie, und in einigen wenigen Bestinden konnte der Scrapie-Typ nicht
eindeutig bestimmt werden. Insgesamt fielen in diesem Zeitraum rund 60000 Schafe aus den
von Scrapie betroffenen Bestidnden unter die entsprechenden tierseuchenrechtlichen Bestim-
mungen. Davon gehorten rund 50000 Schafe den von atypischer Scrapie betroffenen Herden
an. AuBler im Jahr 2007 war die Anzahl der Schafe aus von atypischer Scrapie betroffenen
Schafherden immer deutlich hoher als die der Schafe aus von klassischer Scrapie betroffe-
nen Herden (Abb. 4). Dies war nicht etwa bedingt durch unterschiedliche durchschnittli-
che Herdengrofen (bei atypischer Scrapie durchschnittlich 364 und bei klassischer Scrapie
durchschnittlich 535 Schafe pro Herde), sondern durch das deutlich seltenere Auftreten der
klassischen Scrapie im Vergleich zur atypischen Scrapie in Deutschland (Abb. 3).

Nova Acta Leopoldina NF 713, Nr. 388, 293310 (2012) 299



Gesine Liihken und Georg Erhardt

Anzahl Schafe
20000
18000 -

16000

14000 1

12000

10000
8000 -

6000 -
4000 H
2000 H

0 A
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 Jahr
I Schafe aus von atypischer Scrapie betroffenen Herden
M Schafe aus von klassischer Scrapie betroffenen Herden

Abb. 4 Anzahl der Schafe von mit klassischer und atypischer Scrapie betroffenen Herden pro Jahr in Deutschland
(2002-2009)

Von 2002 bis Mitte 2007 war fiir die 6konomische Bewertung der PRNP-Genotypisierung in
einer von Scrapie betroffenen Schafherde die Differenzierung des Scrapietyps aufgrund der
oben beschriebenen gesetzlichen Vorgaben nicht relevant. Bei Verzicht auf eine Genotypisie-
rung mussten alle Schafe des betroffenen Bestands gekeult und unschédlich beseitigt werden.
Zwischen 2002 und 2006 hitte dies rund 49 000 Schafe betroffen. Bereits seit Oktober 2002
wurde in Deutschland — von wenigen Ausnahmen abgesehen — auf die Keulung gesamter
von Scrapie betroffener Schafherden verzichtet. Bei einer geschitzten durchschnittlichen
Entschiadigungssumme von 125 Euro pro gekeultem Schaf durch die Tierseuchenkasse —
wobei dies vor allem bei Zuchttieren oft eine nicht addquate Entschidigung darstellt — und
durchschnittlichen Kosten fiir die Genotypisierung inklusive Kennzeichnung von 12 Euro
pro Schaf (ohne Kosten fiir die Probennahme, die meistens durch die zustindigen Veteri-
nirbehorden durchgefiihrt wurde) ergibt sich anhand dieser Kalkulation bei ausschlieSlicher
Betrachtung der Kosten eine Rentabilitit der Genotypisierung, sobald etwa 10 % der Schafe
nicht gekeult werden miissen. Nicht gekeult werden mussten alle Schafe, die den PRNP-
Haplotyp ARR mindestens mischerbig trugen (Tab. 2). Die im Jahr 2003 durchgefiihrte Er-
hebung zur Frequenz des PRNP-Genotyps ARR/ARR in den bedeutenden Schafrassen aller
EU-Mitgliedstaaten hatte auch zwischen den deutschen Schafrassen erhebliche Unterschiede
aufgezeigt (Tab. 3). Daher wird der Anteil nicht zu keulender Schafe in den betroffenen Her-
den vor allem durch deren Rassezusammensetzung und den PRNP-Genotyp der eingesetzten
Zuchtbocke bestimmt.
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Mit den folgenden Fallbeispielen (Tab. 4) soll die Bedeutung der ARR-Frequenz und einiger
weiterer Faktoren fiir die Rentabilitdt der PRNP-Genotypisierung fiir drei in 2003 und 2004
von atypischer Scrapie betroffene Schafherden verdeutlicht werden: Fiir die Schatherde 1
mit 1350 Schafen ergab sich durch die Rassenzusammensetzung (vor allem Schwarzkopfiges
Fleischschaf und Suffolk, vgl. Tab. 3) eine giinstige Verteilung der PRNP-Genotypen, bei der
rund 86 % der Schafe rein- oder mischerbig den Haplotyp ARR und nicht VRQ trugen (Tab.
4). Dagegen zeigte sich sowohl in der Herde 2 mit 448 Merinolandschafen als auch in Her-
de 3 mit 168 Ostfriesischen Milchschafen eine — zu dieser Zeit — fiir beide Rassen typische
relativ niedrige ARR-Frequenz (vgl. Tab. 3), wobei nur 4% (Herde 2) bzw. 3,6 % (Herde
3) der Schafe wenigstens mischerbig ARR trugen (Tab. 4). Vergleicht man die Kosten fiir
eine Entschiadigung bei Keulung aller Schafe mit den Kosten fiir die PRNP-Genotypisierung
(ohne Material) und Entschiddigung bei Keulung nur eines Teils der Schafe (Tab. 4), so ergibt
sich fiir Herde 1 eine Kosteneinsparung von rund 132000 Euro bei Durchfiihrung der Ge-
notypisierung und der anschlieBenden Keulung von nur rund 14 % der Schafe. Fiir die Her-
den 2 und 3 ergeben sich jeweils zusitzliche Kosten von rund 1000 Euro bei Durchfiihrung
der Genotypisierung und der anschlieBenden Keulung von rund 94 % bzw. 96 % der Schafe
im Vergleich zu einer Herdenkeulung ohne vorherige Genotypisierung. Allerdings wurde in
Herde 2 die seit Mitte 2004 mogliche Aufschieberegelung angewendet, so dass auch die Mut-
terschafe mit NSP3-Genotypen fiir fiinf Zuchtjahre in der Herde weitergenutzt werden konn-
ten. Schatherde 3 wurde wegen Betriebsaufgabe vollstindig gekeult. Anders als die generelle
Nutzung der PRNP-Genotypisierung wurde die Aufschieberegelung — auch bedingt durch die
Situation in den betroffenen Herden — in den einzelnen Bundesldndern unterschiedlich hédufig
angewendet, wie Abbildung 5 fiir die Scrapie-Ausbriiche in den Jahren von 2003 bis 2006 in
vier Bundesldndern zeigt. Von 2002 bis Mitte 2007 waren durchschnittlich knapp 50 % der
Schafe in von Scrapie betroffenen Schatherden mindestens mischerbig fiir ARR, ohne den
VRQ-Haplotyp zu tragen. Der 6konomische Vorteil der Genotypisierung ging jedoch ab Juni
2007 durch die Moglichkeit, in atypisch Scrapie-positiven Schaftherden auch ohne Selektion
auf den PRNP-Genotyp auf die Keulung von Schafen zu verzichten und gleichzeitig seltenem
Auftreten klassischer Scrapiefille in Deutschland weitgehend verloren.

Anzahl Schafherden

25
20 A
s N
& [l Vollistandig gekeulte
10 Schafherden
mit Aufschieberegelung
5 = Q selektierte Schafherden
k\ ] ohne Aufschieberegelung
0 ‘ selektierte Schafherden
Bayern Brandenburg Hessen Thiringen

Abb. 5 Anzahl der nach PRNP-Genotypisierung ohne oder mit Anwendung der Aufschieberegelung selektierten und
der vollstidndig gekeulten Scrapie-positiven Schafherden in verschiedenen Bundesldndern (2003 -2006)
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Tab. 3 Verteilung (%) der PRNP-Genotypen in die NSP-Gruppen bei einigen Schafrassen in Deutschland, ermittelt
im Rahmen der EU-Statuserhebung im Jahr 2003 (European Commission 2004)

Schafrasse Anteil (%) der PRNP-Genotypen in NSP-Gruppe

1 2 [1+2] 3 4 5
Schwarzkopfiges Fleischschaf 60,0 36,0 [96,0] 4,0 0,0 0,0
Suffolk 33,0 51,0 [84,0] 13,0 1,0 1,0
Merinolandschaf 1,8 24.6 [26,4] 73,6 0,0 0,0
Ostfriesisches Milchschaf (weil3) 1,2 19,3 [20,5] 78,3 0,0 1,2

Tab. 4 Genetische Situation und geschitzte Kosten der durchgefiihrten tierseuchenrechtlichen Manahmen bei drei
von atypischer Scrapie betroffenen Schatherden (Deutschland, 2003/2004)

Schatherde 1 Schatherde 2 Schatherde 3
Rasse / Rassenzusammen- Schwarzkopfiges Merinolandschaf Ostfriesisches
setzung Fleischschaf und Milchschaf, weil3
Suffolk
HerdengroBe (n) 1350 448 168
Herdenzusammensetzung 1298 Mutterschafe 244 Mutterschafe 91 Mutterschafe
und weibliche 201 Lammer 76 Lammer
Zutreter 3 Bocke 1 Bock
geschitzte Genotypisierungs- 13350 Euro + 4500 Euro + Material ca. 1700 Euro

kosten Material fiir Proben- fiir Probennahme + Material fiir
nahme Probennahme

Ergebnis der Genotypisierung: Verteilung (%) der PRNP-Genotypen in NSP-Gruppen

NSP 1 (ARR/ARR) 47,7 - -

NSP 2 (ARR/XXX) 38,1 6,0 3,6

NSP 3 (XXX/XXX) 14,0 93,8 96,4

NSP 4 (ARR/VRQ) 0,1 - -

NSP 5 (XXX/VRQ, VRQ/VRQ) 0,2 0,2 -

geschitzte Entschddigung bei 23125 Euro 52625 Euro 20250 Euro

Keulung der Schafe NSP 3-5

geschitzte Entschadigung bei 168750 Euro 56000 Euro 21000 Euro

Keulung aller Schafe

Entscheidung nach Geno- Keulung der Schafe Anwendung der Keulung aller Schafe

typisierung NSP3-5 Aufschieberegelung (Betriebsaufgabe)

XXX =ARQ, AHQ, ARH oder ARK

In der Herdbuchzucht entstanden durch die Genotypisierung von Bocken und teilweise auch
von Mutterschafen von 2001 bis 2006 geschitzte Kosten von knapp 1800000 Euro (H.-J.
ROSLER, personliche Mitteilung). Diese wurden in unterschiedlichen Anteilen von den Lan-
desschafzuchtverbidnden (LSV) und von Dritten getragen (Abb. 6). An der Finanzierung
durch Dritte waren vor allem die Tierseuchenkassen verschiedener Bundeslidnder beteiligt,
aber teilweise auch Ministerien (z. B. Thiiringen), Triger von Forschungsprojekten und auch
Tierhalter unabhéngig vom Zuchtverband. Die Genotypisierungskosten der Zuchtverbédnde in
Baden-Wiirttemberg, Hessen und Rheinland-Pfalz wurden von 2001 bis 2006 vollstindig von
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Dritten getragen (in Hessen beispielsweise durch die Tierseuchenkasse), wihrend der LSV
Niedersachsen, der Liineburger Heidschnuckenzuchtverband und der LSV Weser-Ems in die-
sem Zeitraum die Genotypisierung selbst finanzierten (Abb. 7). In Thiiringen wird seit 2004
der Ankauf von Zuchtbocken der G-Klassen 1 oder 2 bzw. seit 2009 nur noch der G-Klasse
1 durch die Tierseuchenkasse bezuschusst, um die Einbindung der Gebrauchsherden in die
Scrapie-Resistenzzucht zu fordern und das Risiko hoher Entschiddigungsleistungen durch
Keulungen im Seuchenfall zu minimieren.

Kosten (€)
1800 000

1600 000

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000 W von Dritten

getragene Kosten
[J von LSV getragene
0 Kosten

200000

Abb. 6 Kosten fiir die PRNP-Genotypisierung von Zuchtschafen in Deutschland von 2001-2006 (H.-J. ROSLER, per-
sonliche Mitteilung). Dritte: vor allem Tierseuchenkassen, z. T. auch Triger von Forschungsprojekten, Ministerien,
Tierhalter unabhingig vom Zuchtverband; LSV, Landesschafzuchtverbinde.

In Abhingigkeit vom Zuchtverband und der Rasse wurden — ohne dass dies gesetzlich ge-
fordert war — etwa ab 2003/2004 nur noch Zuchttiere auf den Auktionen zugelassen, die
mindestens einen ARR-Haplotypen trugen. In Bayern waren beispielsweise 2003 und 2004
nur Merinolandschaf-Bocke der NSP- bzw. G-Klassen 1 bis 3 und von 2005 bis 2008 nur der
G-Klassen 1 und 2 zugelassen (Abb. 8). Die durchschnittlichen Verkaufspreise von Auktions-
bocken der Rasse Merinolandschaf in Bayern zeigen beispielhaft, dass vor allem zu Beginn
der TSE-Resistenzzucht (2003 und 2004) Bocke mit dem Genotyp ARR/ARR (G1) deutlich
hohere Preise erzielten als die der anderen G-Klassen (von 2005 bis 2008 nur G2). Seit der
Wiederzulassung von Bocken der G-Klasse 3 (Abb. 9) im Jahr 2009 ist kein bedeutender
Preisunterschied zwischen den G-Klassen bei den bayerischen Merinolandschaf-Auktions-
bocken mehr festzustellen, 2010 zeigt sich sogar ein hoherer durchschnittlicher Verkaufs-
preis von Bocken der G-Klasse 3 im Vergleich zu 1 und 2 (Abb. 9). Auch in Hessen wurden
im Jahr 2010 wieder Merinolandschaf-Zuchtbocke der G-Klasse 3 gehandelt. In Thiiringen
dagegen trugen zwar im Jahr 2005 noch ca. 5% aller iiber den Landesverband verkauften
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Abb. 7 Gesamtkosten (in Euro) fiir die PRNP-Genotypisierung von Zuchtschafen in den einzelnen Landesschaf-
zuchtverbianden (LSV) von 2001-2006 (H.-J. ROSLER, personliche Mitteilung). Dritte: vor allem Tierseuchenkassen,
z. T. auch Trdger von Forschungsprojekten, Ministerien, Tierhalter unabhéngig vom Zuchtverband.

Bocke PRNP-Genotypen der G-Klasse 3, jedoch werden seit 2006 ausschlie3lich Bocke der
G-Klassen 1 und 2 auf den Auktionen gehandelt (U. MooG, personliche Mitteilung). Das
Vereinigte Konigreich beendete sein ram genotyping scheme zum Dezember 2008.
Wirtschaftlich gesehen sind dieses ,,Auf und Ab* und das uneinheitliche Vorgehen in den
verschiedenen Landesschafzuchtverbianden bei der TSE-Resistenzzucht schwierig zu be-
werten. Hohere Verkaufspreise der Bocke sind vorteilhaft fiir den Verkdufer, aber unvorteil-
haft fiir den Kéufer, insbesondere dann, wenn sich die tierseuchenrechtliche und damit auch
ziichterische Bedeutung der Selektion auf den Genotyp ARR/ARR verringert. So wirkt sich
eine hohe ARR-Frequenz in der Herde seit Mitte 2007 nur noch im Fall der in Deutschland
seltenen klassischen Scrapie positiv auf die durch die tierseuchenrechtlichen Maflnahmen
entstehenden Kosten aus. Der derzeit zu beobachtende Riickzug einiger Schafzuchtverbénde
von der Selektion auf ARR/ARR scheint allerdings nur die Rassen zu betreffen, bei denen die
Selektion auf diesen Genotyp aufgrund der relativ niedrigen Ausgangsfrequenz im Vergleich
zu anderen Rassen schwieriger und noch nicht so weit vorangeschritten war, wie beispiels-
weise beim Merinolandschaf. Im Vergleich zu den Merinorassen wurde innerhalb der letzten
Dekade beispielsweise bei den Fleischschafrassen Suffolk und Schwarzkopfiges Fleischschaf
eine deutlich hohere ARR/ARR-Genotypfrequenz erreicht, wie an Daten aus Thiiringen zu
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Anzahl
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Abb. 8 Anzahl der aufgetriebenen Merinolandschaf-Auktionsbocke nach Genotyp (G)-Klassen in Bayern von
2003-2010 (C. MENDEL, personliche Mitteilung)
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Abb. 9 Durchschnittlicher Verkaufspreis von Merinolandschaf-Auktionsbocken nach Genotyp (G)-Klassen in Bay-
ern von 2003-2010 (C. MENDEL, personliche Mitteilung)
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erkennen ist (Abb. 10). Negative Auswirkungen auf Produktionsmerkmale wie Zunahme,
Bemuskelung, Verfettung und Néhrstoffverwertung, die im Endeffekt auch 6konomisch zu
Buche schlagen wiirden, zeigen sich bisher durch die Selektion auf ARR/ARR nicht, wie
eine Aufstellung der mittleren Zuchtwerte von Bocken der Rasse Merinolangwollschaf der
Jahrginge von 1995 bis 2004 in Thiiringen beispielhaft zeigt (Tab. 5). In wissenschaftlichen
Untersuchungen konnten ebenfalls fiir verschiedene 6konomisch wichtige Merkmale bei ver-
schiedenen Schafrassen bisher keine Auswirkungen der Selektion auf ARR/ARR beobachtet
werden (BRANDT et al. 2004, DE VRIES et al. 2004, 2005, Lipsky et al. 2008, SWEENEY und
HANRAHAN 2008). Auch eine direkt auf das Chromosom 13, auf dem das ovine PRNP gene-
tisch kartiert wurde (LUHKEN et al. 2006), bezogene Studie konnte keine Effekte dieses Chro-
mosomenbereiches auf Milchleistungsmerkmale beim Schaf nachweisen (BARILLET et al.
2005). Allerdings wurden bei zwei urspriinglichen britischen Schafrassen Zusammenhinge
zwischen PRNP-Genotypen und der Fellfarbe (SAwALHA et al. 2009) und bei der Rasse Scot-
tish Blackface mit der Mobilisierung von Fettgewebe bei Mutterschafen und der postnatalen
Uberlebensrate von Lammern beschrieben (SAWALHA et al. 2007, 2008).

100% -
90% -

80% PRNP-Genotypen der Klasse

70% | B GL (ARR/ARR)
60% - G2 (ARR/XXX)
50% - [0G3 (XXX/XXX)
40% - [ G4 (ARRIVRQ)

| B G5 (VRQ/VRQ,
30% VRQ/XXX)

20% -
XXX = ARQ, AHQ, ARH
oder ARK

10% -
0%

MLW MLW Rasse
(2000) (2009) | (2000) (2009) |(2000) (2009) | (2000) (2009) | (Jahr)

Abb. 10 Verteilung (%) der PRNP-Genotypen in Genotyp (G)-Klassen bei Zuchtbockanwirtern von Merinoland-
schaf (ML), Merinolangwollschaf (MLW), Suffolk (SU) und Schwarzkopfigem Fleischschaf (SKF) in Thiiringen in
2000 und 2009 (U. MooG, personliche Mitteilung)

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass fiir eine vollstindige Bewertung der Anwen-
dung der PRNP-Genotypisierung vielfiltige weitere Aspekte wie beispielsweise die durch die
Entsorgung gekeulter Schafe entstehenden Kosten und Auswirkungen des tierseuchenrecht-
lichen Vorgehens auf die berufliche Zukunft der Tierhalter und auf das Verbraucherverhalten
berticksichtigt werden miissten.

Die sowohl aus der PRNP-Genotypisierung in von Scrapie betroffenen Schafherden als
auch von Zuchttieren resultierende erhohte Nachfrage nach der Gewinnung und moleku-
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Tab. 5 Entwicklung der mittleren Zuchtwerte von Bocken der Rasse Merinolangwollschaf in Thiiringen von 1995
bis 2004 (U. MooG, personliche Mitteilung)

Jahrgang Zunahme Bemuskelung Verfettung Nihrstoffverwertung
1995 105 100 102 100
1996 106 102 101 100
1997 102 99 99 100
1998 103 102 100 100
1999 104 97 102 100
2000 106 99 102 102
2001 107 103 103 101
2002 105 102 100 102
2003 105 101 102 100
2004 110 104 104 104

largenetischen Analyse von Schafblut- oder Gewebeproben fiihrte sowohl in Deutschland
als auch in anderen EU-Lidndern zu Neugriindungen und Wachstum von entsprechenden
Biotechnikfirmen; allerdings wurden auch wirtschaftliche Verluste bis zum Konkurs durch
Dumpingpreise, Fehlkalkulation von Probenaufkommen und Schadensersatzklagen nach
Fehltypisierungen vermeldet. Erfolgreich waren vor allem Firmen, die im Zusammenhang
mit der PRNP-Genotypisierung — zumindest noch fiir die wissenschaftlich eher unterrepri-
sentierte Tierart Schaf neue — Techniken und Methoden entwickelten oder einfiihrten, wie
beispielsweise die Entnahme von Gewebeproben mittels Ohrmarken oder sichere und effi-
ziente Hochdurchsatz-Methoden zur Gewinnung von DNA aus Proben vom Schaf und zur
Genotypisierung aller bedeutsamen PRNP-Allele. Wihrend in Deutschland anfinglich rund
zehn Anbieter fiir die kommerzielle PRNP-Genotypisierung von Schafproben konkurrierten,
von denen noch deutlich weniger am Markt sind, erreichte beispielsweise im Vereinigten
Konigreich eine Biotechnikfirma durch Beauftragung mit der Genotypisierung fiir das nati-
onale Zuchtprogramm seitens der Behorde einen monopol-dhnlichen Status und damit ent-
sprechend hohe Umsiitze.

Nicht zuletzt konnten in den zuriickliegenden Jahren sowohl deutsche Forschungsinstitute
als auch solche in anderen EU-Léndern iiber die Gewédhrung von Drittmitteln (nationale und
EU-Gelder) zur Erforschung der genetisch bedingten TSE-Resistenz und den damit verbun-
denen Fragestellungen, wie der Auswirkung der Selektion auf andere Produktionsmerkmale
und der Diversitét der Schafrassen von der PRNP-Genotypisierung beim Schaf, profitieren.

3. Schlussfolgerungen

Die 6konomischen Konsequenzen der Anwendung oder Unterlassung der PRNP-Genotypi-
sierung und -Selektion beim Schaf sind vom Zeitpunkt der Anwendung und der Situation des
Anwenders bzw. Nutzniellers abhingig.

Von 2002 bis Mitte 2007 wirkte sich die Anwendung der Genotypisierung in von Scrapie
betroffenen Schafherden ab einem Anteil von etwa 10 % aufgrund des Genotypisierungs-
ergebnisses nicht zu keulender Schafe 6konomisch positiv fiir die Tierbesitzer und die Tier-
seuchenkassen aus. Durch die Anwendung der Aufschieberegelung konnte die PRNP-Geno-
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typisierung auch in Herden mit niedriger ARR-Frequenz zur Reduzierung von Kosten fiihren.
Nach Er6ffnung der Moglichkeit, in atypisch Scrapie-positiven Schaftherden sowohl auf eine
Herdenkeulung als auch auf die PRNP-Genotypisierung und -Selektion zu verzichten (EU-
Verordnung 727/2007) wird in solchen Herden keine PRNP-Genotypisierung und -Selektion
mehr durchgefiihrt und ist auch 6konomisch nicht mehr sinnvoll.

In der Herdbuchschafzucht konnten mit Beginn der Scrapie-Resistenzzucht Zuchttiere
einiger Rassen, die den PRNP-Haplotypen ARR trugen, deutlich teuerer verkauft werden
bzw. waren fiir einige Jahre nur Zuchttiere mit solchen PRNP-Genotypen iiberhaupt zu den
Auktionen zugelassen. Ziichter, die in diesen Jahren gute Zuchttiere mit den entsprechenden
Genotypen anbieten konnten, zogen aus dieser Situation einen 6konomischen Vorteil. Auf
der anderen Seite mussten Ziichter in dieser Zeit auch mehr Geld fiir Zuchttiere mit den
entsprechenden Genotypen ausgeben. Fiir die Genotypisierung von Zuchttieren wurden von
den Landesschafzuchtverbdnden unterschiedlich hohe Anteile selbst finanziert; insgesamt ge-
sehen wurde die Genotypisierung allerdings zum grofleren Teil von den Tierseuchenkassen
getragen. Der Anreiz fiir die Beteiligung der Tierseuchenkassen an der Genotypisierung von
Zuchttieren und auch das Ziel der Schafzucht war das mittel- oder langfristige Erreichen
von Scrapie-freien Schaftherden oder wenigstens von Populationen mit einer hohen ARR-Fre-
quenz, um KeulungsmafBnahmen in betroffenen Herden gar nicht oder in geringerem Umfan-
ge notwendig werden zu lassen. Auch wenn dies derzeit durch die Anderungen der gesetzli-
chen Vorgaben nur noch fiir die in Deutschland selten auftretende klassische Scrapie relevant
ist, muss zumindest fiir die Rassen, bei denen es jetzt moglicherweise durch einen Riickzug
einiger Zuchtverbiande von der Selektion auf ARR nicht zu einer weiteren Erhohung oder
gar wieder zu einem Absinken der Frequenz dieses PRNP-Haplotypen kommt, der bisherige
finanzielle Input der Zuchtverbiande und der Tierseuchenkassen fiir die Genotypisierung als
Verlust angesehen werden.

Abgesehen von individuellen finanziellen Problemen, bis hin zu Konkursen, hat die Bio-
technikbranche sicherlich mehrheitlich durch Neugriindungen und Wachstum von der PRNP-
Genotypisierung beim Schaf profitiert.

Durch die nationale und internationale Forderung der TSE-Forschung konnten Drittmit-
tel-Projekte zur PRNP-Genetik und Scrapie beim Schaf realisiert werden, d. h. fiir eine Tier-
art, fiir die im Vergleich mit anderen Spezies Drittmittel oftmals schwierig zu erlangen sind.

Dank

Die Autoren danken Dr. C. MENDEL, Dr. U. MooG und Dr. H.-J. ROsLER fiir die Bereitstellung von Informationen
und Daten.
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HTP-Sequenzierung von Genomen!

Ruedi Fries?, Sebastian Eck3 und Tim M. STROM3

Sequenziergerite der zweiten und dritten Generation erméglichen die Sequenzierung von Ge-
nomen im Hochdurchsatz (high throughput, HTP). Breit eingesetzt werden zurzeit Gerite der
zweiten Generation, mit denen routinemif3ig 30 Milliarden Basen in etwa 10 Tagen gelesen
werden konnen. Die Leselidngen betragen 50 bis 100 Basen. Es wird erwartet, dass der Durch-
satz der Gerite der zweiten Generation in der nichsten Zeit noch um das bis zu Zehnfache
gesteigert werden kann. Die Kosten fiir eine mindestens 30-fache Abdeckung eines Séduge-
tiergenoms werden dann 6000—10000 Euro betragen. Weitere Verdnderungen sind durch die
Verfiigbarkeit von Geréten der dritten Generation zu erwarten, welche die Sequenzierung auf
der Basis von einzelnen DNA-Molekiilen bei Leseldngen bis zu 10000 Basen ermoglichen.
Vieles spricht dafiir, dass in der Folge der Markteinfiihrung dieser Geréte das 1000-Euro-
Genom Realitit werden wird.

Im Nutztierbereich wird die Hochdurchsatzsequenzierung der zweiten Generation zur-
zeit vor allem zur Identifizierung von Polymorphismen in der Form von Einzelbasenaus-
tauschen (SNPs) als Grundlage fiir die Erstellung von hochdichten Genotypisierungschips
eingesetzt. Es wird daran gearbeitet, {iber sogenannte Paired-End- und Mate-Pair-Reads die
relativ kurzen Leseldngen zu kompensieren und dadurch die Liicken der Referenzsequen-
zen zu schlieBen. Eine weitere Herausforderung ist die systematische Identifizierung von
strukturellen Varianten, die vor allem in der Form einer variablen Zahl von Genkopien einen
betréachtlichen Teil der bis jetzt nicht erkldrbaren genetischen Variation ausmachen konnten.
Schlielich wird auch abgeklirt, wie tiber die Sequenzierung von ausgewdhlten Schliissel-
tieren und die Genotypisierung aller Kandidatentiere die individuelle Sequenz jedes Tieres
durch Imputing ermittelt und dadurch die Zuverlédssigkeit der genomischen Vorhersage der
Zuchtwerte verbessert werden konnte. Mit diesen Arbeiten sollen die routineméfige Verwen-
dung von individuellen Sequenzen in der Tierzucht vorbereitetet werden. AbschlieSend soll
betont werden, dass die konsequente Nutzung der neuen Sequenzierungstechnologien in der

1 Die vorgestellten Arbeiten werden vom Deutschen Ministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) im Rahmen
des AgroClustEr ,,Synbreed — Synergistische Pflanzen- und Tierziichtung* und von der Dr. Dr. h. c. Karl Eibl-
Stiftung gefordert.

2 Lehrstuhl fiir Tierzucht, Technische Universitidt Miinchen.

3 Institut fiir Humangenetik, Helmholtz Zentrum Miinchen.
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Tierzucht nur dann gewihrleistet sein wird, wenn es gelingen wird, mit den enormen Daten-
mengen effizient umzugehen.

Prof. Dr. Ruedi FRrIES

Lehrstuhl fiir Tierzucht

Technische Universitit Miinchen
Liesel-Beckmann-Strafe (Hochfeldweg) 1
85376 Freising-Weihenstephan
Bundesrepublik Deutschland

Tel.: +49 8161 713228

Fax: +49 8161 713107

E-Mail: Ruedi.Fries @tierzucht.tum.de
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Zukiinftige Entwicklungen bei der
Genomsequenzierung

Christian SCHLOTTERER (Wien, Osterreich)

Die zweite Generation der Sequenziergerite (Illumina, 454-Roche, SOLiD) hat eine Revo-
Iution in der Genomsequenzierung eingeleitet: Projekte, die bis dahin nur in groen Sequen-
zierzentren durchgefiihrt werden konnten, sind jetzt selbst in kleinen Labors durchfiihrbar.
Bisher hat sich das Hauptaugenmerk auf sogenannte ,,Resequenzierungsprojekte gerichtet.
Schon jetzt ist es moglich fiir ca. 10000 Euro ein menschliches Genom zu sequenzieren. Mit
der dritten Generation der Sequenziergerite wird nochmals ein neuer Qualitédtssprung erreicht
werden. Durch das Sequenzieren einzelner Molekiile wird die Analyse struktureller Varianten
deutlich vereinfacht werden.

Mein Vortrag wird sich jedoch auf die vielféltigen Moglichkeiten der Sequenziergerite
der zweiten Generation konzentrieren und ausloten, wie kostengtinstige Populationsanalysen
durchgefiihrt werden konnen.

Prof. Dr. Christian SCHLOTTERER

Institut fiir Populationsgenetik
Veterindrmedizinische Universitit Wien
Veterinirplatz 1

1210 Wien

Osterreich

Tel.: 443 1250774300

Fax: 4431250774390

E-Mail: christian.schloetterer @ vetmeduni.ac.at

315



Human Rights and Science

Leopoldina-Symposium
Vom 6. bis 7. Oktober 2010 in Berlin

Nova Acta Leopoldina N. F. Bd. 773, Nr. 387
Herausgegeben von Johannes ECKERT (Ziirich) und Hans-Peter ZENNER (Tiibingen)
(2011, 96 Seiten, 3 Abbildungen, 20,50 Euro, ISBN: 978-3-8047-2941-4)

Viele Organisationen und Institutionen beschéftigen sich mit den Menschenrechten, zu
denen das Recht auf Entwicklung, auf eine saubere und gesunde Umwelt sowie Frieden
gehoren. Gerade fiir Wissenschaftler und ihre Institutionen ist die Freiheit von Lehre und
Forschung ein hohes Gut. Der Band berichtet iiber ein Symposium, organisiert vom Hu-
man Rights Committee (HRC) der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina —
Nationale Akademie der Wissenschaften, das dem wichtigen und aktuellen Thema Men-
schenrechte und Wissenschaft gewidmet war. Es vereinte Repridsentanten von Akademien
und Universitdten aus 12 europdischen Landern. In den Beitrdgen wird die Bedeutung der
Menschenrechte u. a. in der Gesetzgebung, im alltdglichen Wissenschaftsbetrieb, in der
Forschung am Menschen sowie in der internationalen Kooperation in Wissenschaft und
Entwicklungshilfe aufgezeigt. Die akademische Gemeinschaft sollte nicht nur Menschen-
rechtsverletzungen anklagen, sondern Menschenrechtsaspekte auch in nationalen und
internationalen Forschungsprojekten beachten. Um die Bediirfnisse von bedrohten und
marginalisierten Bevolkerungsgruppen zu beriicksichtigen, ist eine Neuausrichtung der
Forschung erforderlich. Die Beitrige berichten iiber die Menschenrechtssituation in ver-
schiedenen Lindern und die vom International Human Rights Network of Academies and
Scholarly Societies (IHRN) koordinierten weltweiten Aktionen zugunsten von Personen
aus dem akademischen Bereich, die Menschenrechtsverletzungen ausgesetzt sind. Grofie
Besorgnisse werden iiber Verletzungen der Menschenrechte in verschiedenen Teilen der
Welt, inklusive Europa, geduflert, vor allem auch iiber Folter, die noch in vielen Landern
praktiziert wird. Alle Beitrige sind in englischer Sprache verfasst.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Genetische Varianten und Merkmalsausprigung

Ottmar DistL (Hannover)

Die moglichst umfassende Beschreibung der Beziehung zwischen Varianten und der Merk-
malsauspriagung ist eine wesentliche Voraussetzung, um genetische Mechanismen zu verste-
hen. Diese Modelle beinhalten in der einfachsten Darstellung die Ausprigung des Phinotyps
als abhéngige Variable und die Genwirkungen einer beliebigen Anzahl von Genloci mit ihren
additiven und dominanten Wirkungen als erkldrende Faktoren. Epistatische Genwirkungen
sprengen sehr schnell den Rahmen des Modells und iiber Zwei-Locus-Modelle hinausgehen-
de Parameterisierungen werden sehr komplex. Weitere Variationsursachen sind Gen-Umwelt-
Interaktionen, epistatische und mitochondriale Effekte, Stratifikationseffekte infolge unglei-
cher Verteilung der Nachkommen der Zuchttiere in den verschiedenen Generationen sowie
genetischer Heterogenitit der untersuchten Population oder Kreuzungspopulation, Inzucht-
und Heterosiseffekte. Die nicht erklidrbaren Variationsursachen bilden die unbekannten und
zufillig verteilten Resteffekte. Mit der Sequenzierung von kompletten Genomen von Haus-
tieren konnen zunehmend Merkmale mit einer einfachen genetischen Architektur molekular-
genetisch aufgeklirt und deren Wirkungsmechanismen beschrieben werden. Dadurch wird
es moglich, eine variable Expression bei monogenen Merkmalen aufzukldren und mogliche
Effekte weiterer Gene und/oder Mutationen auf die Expression zu untersuchen. Auch mono-
genische Merkmale, die erst spéter im Leben auftreten, konnen entweder {iber ihre Genese
und/oder weitere modulierende Gene erklirt werden. Komplexe Merkmale sind nach wie vor
in ihrer Gesamtheit schwierig zu erfassen, da eine Vielzahl von Genwirkungen eine Rolle
spielen, Geninteraktionen nur mit sehr grofen Umfingen an Probanden analysiert werden
konnen, Gen-Umwelt-Interaktionen sehr komplex sind und héufig nur unter experimentel-
len Bedingungen darstellbar sind. Fiir die Beschreibung von quantitativen phinotypischen
Merkmalswerten werden demzufolge in den meisten Modellen die additiven und Dominanz-
wirkungen eines Locus verwendet. Fiir die simultane Beriicksichtigung aller Loci wurden
verschiedene Algorithmen entwickelt, insbesondere um die Uberparameterisierung der Daten
zu vermeiden. Die Schwierigkeit fiir komplexe Merkmale besteht darin, dass viele Mutati-
onen eine Rolle fiir die Merkmalsauspriagung spielen und es sehr schwierig ist, zwischen
kausalen und im Kopplungsungleichgewicht stehenden Mutationen zu differenzieren. Die
Sequenzierungen von einer grofleren Anzahl von Einzelindividuen sowie die Rekonstruktion
der Haplotypen werden hier sicherlich zu einem verbesserten Verstindnis beitragen. Mit der
genomischen Selektion ist es jetzt bereits moglich, komlexe Merkmale und hier insbesondere
Gesundheitsmerkmale ziichterisch zu verdndern und einen signifikanten Zuchtfortschritt in-
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nerhalb weniger Generationen ohne wesentliche Inzuchtzunahme zu erreichen. Die Zucht auf
Gesundheit kann damit in der Tierzucht ihren herausragenden Stellenwert weiter verbessern.

Prof. Dr. Ottmar DisTL

Institut fiir Tierzucht und Vererbungsforschung
Stiftung Tierdrzliche Hochschule Hannover
Biinteweg 17p

30559 Hannover

Bundesrepublik Deutschland

Tel.:  +49 5119538875

Fax: 495119538582

E-Mail: ottmar.distl @tiho-hannover.de
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Methodik zur Analyse von SNPs auf Einzeltierbasis

Georg THALLER (Kiel)

Die rapiden Entwicklungen in der Detektierung von SNPs einerseits und deren kostengiinsti-
ge Darstellung in automatisierten Hochdurchsatzverfahren auf der anderen Seite bieten eine
vollkommen neuartige Ressource fiir die Erforschung der genetischen Architektur qualita-
tiver und quantitativer Merkmale bei den Nutztierarten. Stellte bisher in den genomweiten
Kartierungsstudien von QTL oder den Assoziationsstudien von Kandidatengenen meist die
verfiigbare Markerinformation den begrenzenden Faktor dar, so steht die statistische Ge-
netik in den Nutztierwissenschaften nun vor der Herausforderung, addquate Methoden zur
Analyse und sinnvollen ziichterischen Umsetzung der massiven SNP-Daten auf Einzeltier-
basis zu entwickeln.

Mit Hilfe der SNPs konnen Fragestellungen sowohl der quantitativen Genetik als auch
der Populationsgenetik direkt auf der Ebene des Genoms bearbeitet werden. Im Vordergrund
stehen derzeit Verfahren, die eine moglichst prizise Beschreibung der genetischen Variation
im Populationskontext und die ziichterische Bewertung von Einzeltieren erlauben. Dies ge-
schieht mit Hilfe von genomweiten Assoziationsstudien zum indirekten Nachweis kausaler
Genvarianten liber Kopplungsungleichgewichte zu den anonymen SNPs. Dabei kénnen ver-
gleichsweise einfache varianzanalytische Auswertungen verwendet werden, wobei allerdings
Stratifizierungen der Population und die Problematik des multiplen Testens zu beriicksich-
tigen sind. Alternativ dazu konnen phénotypisch extrem unterschiedliche Tiergruppen auf
Allelfrequenzunterschiede der SNP-Allele getestet werden. Am intensivsten wird derzeit die
,Genomische Selektion‘ bzw. genomische Zuchtwertschitzung beforscht. Das Ziel ist hierbei
weniger die Aufkldrung der genetischen Hintergriinde, sondern vielmehr die summarische
Abbildung von aggregierten Phinotypen einer sogenannten Lernstichprobe auf die Gesamt-
heit oder Subsets der SNPs. Diese SNP-Schitzwerte ermdglichen im Folgenden die Vor-
hersage des Zuchtwertes von Tieren, die selbst weder eigene noch Nachkommenleistungen
aufweisen. Dazu wurde eine Reihe von statistischen Verfahren vorgeschlagen, die teilweise
auf der Variablenselektion, auf Effektschéitzung mit Hilfe von Bayes-Verfahren oder auf der
Nutzung der genomischen Verwandtschaftsmatrix in der klassischen quantitativ-genetischen
BLUP-Methodik beruhen. Dieses innovative Schitzverfahren steht kurz vor der Einfiihrung
in die praktische Zuchtarbeit. Noch zu kldrende Fragestellungen sind u. a. die Bestimmung
der Sicherheit der Zuchtwertschitzung, die Bedeutung der Verwandtschaftsbeziehungen zwi-
schen der Lern- und der zu schitzenden Population sowie die Belastbarkeit der SNP-Schitzer
iiber die Generationen hinweg.
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Genomweite SNP-Information kann im Weiteren fiir die genomische Charakterisierung
von Populationen genutzt werden. Die feingliedrige Untersuchung der Haplotypenstruktur
liefert tiber den Nachweis iiberdurchschnittlich homozygoter oder heterozygoter Regionen
Hinweise auf kurz- oder langfristig wirksame selektive Krifte oder Adaptationsmechanis-
men. Genomische Vergleiche zwischen z. B. Fleisch- und Milchrassen beim Rind kénnen zur
Aufdeckung chromosomaler Bereiche fiihren, welche ursichlich fiir die unterschiedlichen
Nutzungsrichtungen verantwortlich sind.

Prof. Dr. Georg THALLER

Institut fiir Tierzucht und Tierhaltung der
Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel
Hermann-Rodewald-Strafle 6

24098 Kiel

Bundesrepublik Deutschland

Tel.:  +49 431 8807329

Fax:  +49 431 8802288
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Genomische Selektion —
Entwicklung und Implementierung

Johann SOLKNER!, Birgit GREDLER!, Martin MAYERHOFER?, Johann TANZLER?
und Christa EGGER-DANNER?

Genomische Selektion (MEUWISSEN et al. 2001) nutzt die Information einer grolen Anzahl
von tiber das Genom verteilten Markern zur Schitzung des genetischen Potentials (,,Zucht-
werte) von Tieren, ohne explizit nach Genen mit groer Wirkung (QTL) zu suchen und
deren Funktion aufklidren zu wollen. Erste Ergebnisse in der Rinderzucht bei der Rasse Hol-
stein Friesian (z. B. SOLKNER et al. 2007, VAN RADEN 2008) waren sehr viel versprechend.
SCHAEFFER (2006) berechnete in Simulationen eine Verdopplung des Zuchtfortschritts durch
Halbierung des Generationsintervalls bei Verzicht auf die bislang iibliche Nachkommenprii-
fung. Die Osterreichische Fleckviehzucht entschloss sich 2007, gemeinsam mit BOKU und
ZuchtData ein Projekt zur genomischen Selektion bei Fleckvieh zu starten. In einem von der
Osterreichische Forschungsforderungsgesellschaft GmbH (FFG) geforderten Projekt wurden
~2000 Nachkommen-gepriifte Fleckviehstiere mit dem Illumina Bovine SNP50™-Beadchip
fiir jeweils 54001 SNP-Marker genotypisiert.

Verschiedene statistische Ansidtze werden aktuell verfolgt, um SNP-Informationen in
Schitzformeln fiir Zuchtwerte verschiedenster Merkmale einzubeziehen. Ein Ansatz verwen-
det Sets von hoch informativen SNPs, ein anderer multivariater Ansatz extrahiert Hauptkom-
ponenten aus der Information aller SNP, und eine dritte Methode ersetzt lediglich die bislang
in der Zuchtwertschitzung iibliche Pedigree-Verwandtschaft durch einen Schitzer der geno-
mischen Ahnlichkeit von Tieren. Unsere Ergebnisse bei Fleckvieh und Studien bei anderen
Rassen zeigen, dass die resultierenden Schitzer trotz der konzeptionellen Verschiedenheit der
Ansitze sehr dhnlich sind. Die derzeit vorliegenden Ergebnisse bei Fleckvieh sind niedriger
als jene bei Holstein Friesian. Mogliche Ursachen sind ein geringerer Genotypenpool sowie
eine groBere effektive Populationsgrofie und das daraus resultierende geringere Kopplungs-
ungleichgewicht benachbarter Marker. Aktuell wird ein Genotypenpool Osterreichischer und
deutscher Stiere geschaffen, weil die Sicherheit der Schétzer mit einer gréferen Lernstichpro-
be nachhaltig verbessert werden kann. Es ist zu erwarten, dass der neue [llumina-SNP-Chip
mit tiber 700000 SNP bei zukiinftigen Genotypisierungen den aktuellen Chip ablosen wird.
Die Routine der Schitzung genomischer Zuchtwerte bei Fleckvieh ist in etwa einem Jahr zu
erwarten.

1 Universitit fiir Bodenkultur Wien, Gregor-Mendel-Strafle 33, A-1180 Wien.
2 ZuchtData EDV-Dienstleistungen GmbH, Dresdner Strafle 89/19, A-1200 Wien.
3 Arbeitsgemeinschaft sterreichischer Fleckviehzichter, Pater-Werner-Deibl-StralRe 4, A-3910 Zwettl.
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»»Hitchhiking Mapping*‘ — ein neuer Ansatz zur
Kartierung von QTLs in Rinderpopulationen

Hermann SCHWARZENBACHER!2, Marlies DOLEZALZ2?,
Christian SCHLOTTERER3 und Ruedi FrIES!

Die meisten 6konomisch wichtigen Merkmale beim Rind werden von einer unbekannten
Anzahl an Genen und von der Umwelt beeinflusst. Ohne detailliertes Wissen iiber die zu-
grunde liegende genetische Architektur der Merkmale war der Zuchtfortschritt fiir Milch-
leistungsmerkmale vergangener Jahrzehnte beim Rind dennoch enorm. Die konsequente
Auswahl von hervorragenden Vererbern aufgrund geschitzter Zuchtwerte, basierend auf
Pedigree- und Leistungsinformation, kann jedoch durch molekulargenetische Information
verbessert werden.

Kopplungsanalysen haben erfolgreich genomische Regionen mit signifikantem Einfluss
auf 6konomisch wichtige Merkmale identifiziert. Eine ungeniigende Anzahl an beobachteten
Rekombinationen behindert jedoch die Identifizierung von potentiellen Kandidatengenen. In
jiingster Zeit erlauben dicht iiber das Genom gestreute Single-Nukleotid-Polymorphismen
(SNP)-Marker diese quantitative Methode auf Populationsebene auszuweiten.

Ein alternativer populationsgenetischer Ansatz zur Kartierung intraspezifischer Variation
von komplexen Merkmalen ist das sogenannte ,,Hitchhiking Mapping*. Die Populationsgene-
tik erlaubt die Vorhersage, dass positiv selektierte Genvarianten entweder verloren gehen oder
stark in ihrer Frequenz ansteigen, bis alle Individuen einer Population die positive Variante
tragen. Dabei werden auch benachbarte Regionen, die nicht durch Rekombinationen von der
kausalen Mutation entkoppelt werden, mitselektiert. Dies hinterldsst typische Signaturen im
Genom, die wir anhand einer Stichprobe von 287 deutschen Brown Swiss-Stieren sichtbar
gemacht haben. Rund 2000 der 54 001 in jedem Tier genotypisierten SNPs zeigen Selektions-
signaturen. Ahnliche Signaturen werden jedoch auch durch demographische Ereignisse, wie
eine Reduktion der Populationsgrofie im Zusammenhang mit Domestikation und Rassenbe-
griindung, hinterlassen. Populationsgenetik allein kann diese falsch positiven Signale nicht
von echten unterscheiden.

Die Teststirke genomweiter Assoziationsstudien, als quantitativ genetische Methode, auf
der anderen Seite ist stark von der Anzahl genotypisierter Tiere abhéngig. Unser Datensatz
hat ausreichend Teststirke, um Genorte aufzufinden, die mindestens 10 % der Varianz erkli-

1 Lehrstuhl fir Tierzucht, Technische Universitat Miinchen, Hochfeldweg 1, 85376 Freising-Weihenstephan,
Bundesrepublik Deutschland.

2 Beide Autoren haben gleich viel zu dieser Studie beigetragen.

3 Institut fiir Populationsgenetik, Veterindrmedizinische Universitdt Wien, Veterindrplatz 1, 1210 Wien, Osterreich.

323



Hermann Schwarzenbacher, Marlies Dolezal, Christian Schlotterer und Ruedi Fries

ren. Die Kombination dieser beiden komplementidren Ansitze erhoht jedoch die Teststirke,
Genorte unter Selektion mit signifikantem Einfluss auf 6konomisch wichtige Merkmale zu
identifzieren, bei gleichzeitiger Reduktion der falsch positiven Signale.

Dr. Hermann SCHWARZENBACHER
ZuchtData EDV Dienstleistungen GmbH
Dresdner Straie 89/19

1200 Wien
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PITX3-Mutation verursacht die vererbte
Mikrophthalmie beim Texelschaf

Doreen BECKER und Cord DROGEMULLER (Bern, Schweiz)

Die Mikrophthalmie beim Texelschaf ist eine autosomal monogen rezessiv vererbte, kongeni-
tale Missbildung beider Augen. In verschiedenen europdischen Zuchtgebieten wurden seit der
Einkreuzung von Texelschafen aus den Niederlanden immer wieder vollstiandig blinde Lidmmer
mit bilateraler Kleindugigkeit (Mikrophthalmie) ohne weitere Missbildungen geboren. Eine
deskriptive Studie zur Pathogenese der Mikrophthalmie beim Texelschaf zeigte eine frithem-
bryonale sekundire Linsenentwicklungsstorung. Das Ziel dieser Studie war die molekulare
Aufklarung der kausalen Mutation fiir die vererbte Mikrophthalmie beim Texelschaf und die
anschliefende Entwicklung eines Gentests fiir die Schafzucht. Dazu wurde erstmalig der ovine
50kSNP-Chip zur positionellen Klonierung eingesetzt. Durch genomweite Assoziations- und
Homozygotiekartierung nach Genotypisierung von 49034 SNP-Markern bei 23 betroffenen
Liammern und 23 gesunden Kontrolltieren konnte die Mutation fiir die Mikrophthalmie auf
einem 2,4 Mb groflen Intervall auf dem Schafchromosom 22 lokalisiert werden. In diesem Ge-
nomabschnitt befindet sich das PITX3-Gen, das fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert, der die
Linsenentwicklung beeinflusst. Die sehr dhnlichen Augenphénotypen der aphakia- und eyeless-
Mausmutanten lassen sich ebenfalls auf Mutationen im Pitx3-Gen zuriickfiihren. Daher wurde
die genomische Sequenz des PITX3-Gens beim Schaf durch Sequenzierung eines BAC-Klons
ermittelt. Eine Charakterisierung der ovinen PITX3-Transkripte erfolgte mit Hilfe embryona-
ler Gewebe vom Schaf. Die Mutationsanalyse zeigte, dass der Mikrophthalmie-Phénotyp mit
einer Punktmutation im PITX3-Gen (c.338G>C) assoziiert ist. Der resultierende Aminosaure-
austausch (p.R113P) betrifft eine hoch konservierte Position in der PITX3-Homeodomine und
fiihrt zu einer stark verinderten Proteinstruktur. Uber 130 betroffene Limmer waren homozy-
got fiir das mutierte C-Allel. Somit konnte die potentiell urséchliche Mutation fiir die vererbte
Mikrophthalmie beim Texelschaf identifiziert und ein direkter Gentest entwickelt werden. Die
Genotypisierung einer Stichprobe unverwandter Texelschafe zeigte eine Frequenz von ca. 4,5 %
Triéger fiir die verantwortliche PITX3-Mutation.

Dr. Doreen BECKER Tel.: +41 31 6312524

Prof. Dr. Cord DROGEMULLER Fax: +41 31 6312640

Institut fiir Genetik E-Mail: Doreen.Becker @vetsuisse.unibe.ch
Vetsuisse-Fakultit Cord.Droegemueller @ vetsuisse.unibe.ch

Universitit Bern
Bremgartenstrasse 109a
3001 Bern

Schweiz
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Bild und Bildlichkeit

Nova Acta Leopoldina N. F. Bd. /73, Nr. 386
Herausgegeben von Otfried HOFFE (Tiibingen)
(2012, 112 Seiten, 13 Abbildungen, 20,50 Euro, ISBN: 978-3-8047-3027-4)

Der Band behandelt aus verschiedenen Perspektiven das Themenfeld ,,Bild — Metapher —
Modell*. Er zeigt, auf wie vielfiltige Weise Philosophen, Philologen, Kulturwissenschaft-
ler und Rechtshistoriker die Bedeutung und Aussagekraft von Metaphern, Bildern und
Modellen erschlieen und verarbeiten. Dabei werden verschiedene Auffassungen zur Me-
tapher aus der Geschichte der Philosophie behandelt und Beschreibungen der Metapher
unter Rekurs auf das Phinomen der Konnotation versucht. Einen weiteren Schwerpunkt
bilden Betrachtungen zur Langfristigkeit und Wirkung von Erinnerungen, die Untersu-
chung von Formen des kulturellen Gedéchtnisses sowie die Analyse der Darstellungen des
chinesischen Parteifiihrers Mao Zedong in verschiedenen Perioden der jlingeren chinesi-
schen Geschichte, von der sogenannten Kulturrevolution bis in die Gegenwart. Dariiber hin-
aus wird belegt, dass auch die Rechtsgeschichte sich reich an Bildern, bildhaften Ritualen
und Symbolen erweist. Auch die Rechtssprache ist voller Metaphern, in denen verbildlicht,
verkorpert und verrdumlicht wird. Gleichwohl bleibt die Rechtsordnung eine kommunika-
tive Ordnung von Texten. Modelle wiederum werden als Objekte und Diagramme gefasst,
die durch verkleinerten Maf3stab die Moglichkeit schaffen, etwas weitaus GroBeres zu
erkennen, zu begreifen und im Prozess der Konstruktion handhabbar zu machen.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Conserved Genomic Regions Influencing Energy
Homeostasis in the Bovine Genome

Lea G. ZIELKE, Ralf H. BORTFELDT, Jens AssmMus, Armin O. SCHMITT,
and Gudrun A. BROCKMANN (Berlin)

Background: Biological conservation is the process of preserving genomic regions during
evolution. On the one hand, evolutional studies help to understand historical relations bet-
ween species, on the other hand they allow identifying functionally important genes based on
a strong interspecies conservation (ELLEGREN 2008). Energy homeostasis plays a crucial role
in higher organisms (ROSEN and SPIEGELMAN 2006). In this study previously known human
genes involved in fat metabolism and thus influencing energy homeostasis were investigated.
It is hypothesised that conservation of these genes in the cattle genome is indicative of a func-
tional role in fat metabolism during lactation.

Hence, the aim of this study was the identification of homologies between cattle and other
species for genes involved in fat metabolism. Fat yield was chosen as a representative phe-
notype and statistical analyses were performed to answer the question if conserved genes are
significantly associated with this trait.

Methods: 23 human candidate genes for energy homeostasis, e.g. body weight, were iden-
tified in the literature. Their homologues in cattle, mouse and further livestock species (e.g.
horse, alpaca and chicken) were extracted from the ENSEMBL database. The SNP that was
nearest to or within a candidate gene was defined as the centre of that candidate region. All
SNPs within 1000 kb up- and downstream of this centre-SNP were used for association stud-
ies (PLINK). Association analyses were performed between 45,334 SNPs (BovineSNP50k,
Illumina) and breeding values for fat yield of 2,411 Holstein-Frisian (HF) bulls provided by
VIT Verden. Data were checked for quality. SNPs with missing rate above 0.1 and minor
allele frequency below 0.01 as well as individual with missing rate above 0.1 were discarded.

Results: 20 out of 23 (87 %) protein coding candidate genes had known homologues in the
cattle genome. Sequence conservation ranged from 48 % to 99 % across all investigated spe-
cies on the nucleotide level with similar or higher values for the corresponding protein sequen-
ces. Most of the genes (13) showed homologues in all investigated species. The 20 conserved
genes were used in association analyses. 18 candidate regions showed SNPs significantly
associated with milk fat yield after adjustment for multiple testing. In particular 6 regions
showed levels of significance consistently across the first three lactations. The fraction of
significant SNPs among all SNPs in these candidate regions ranged from 14 % to 56 %. These
SNPs also remained significant after fitting the most significant SNP in the DGAT] region as
a covariate in the model. The preliminary results indicate a good agreement between conser-
vation of functionally important genes in fat metabolism and SNPs associated with fat yield.
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Differences in Global Transcriptome Profile
of Bovine Blastocysts Derived from Superovulated
or Synchronized Cyclic Heifers

Ahmed GaAD, Michael HOELKER, Franca RINGS, Nasser GHANEM,

Dessie SALILEW-WONDIM, Dawit TESFAYE, Chirawath PHATSARA,

Karl SCHELLANDER (Bonn), Vitezslav HAVLICEK, and Urban BESENFELDER
(Wien, Osterreich)

The objective of this study was to investigate the influence of the oviductal environment of
only synchronized or superovulated cyclic heifers on the transcriptome profile of produced
blastocysts. Simmental heifers (n = 18) were synchronized, superovulated and artificially
inseminated. Half of them (n = 9) were flushed by transvaginal endoscopic means at day 2 to
recover 2-cell stage embryos which transferred endoscopically to only synchronized recipi-
ents (n = 4). The remaining 9 superovulated heifers and the 4 synchronized recipients were
flushed at day 7 to collect blastocysts. Influence of oviductal environment on transcriptome
abundance of produced blastocysts was examined using the Affymetrix GeneChip Bovine
Genome Array. Embryos from superovulation environment showed developmental retarda-
tion comparing to their counterparts developed under synchronization conditions. Array data
analysis revealed a total of 454 transcripts to be differentially expressed between the two
blastocyst groups. Of these, 429 and 25 were up and down regulated, respectively in the
blastocysts derived from superovulated heifers in compare with the blastocysts derived from
synchronized heifers. Genes involved in cellular and metabolic processes, translation, tran-
scription and response to stress were found to be enriched in the blastocysts derived from
superovulated animals. Pathway analysis showed that oxidative phosphorylation pathway
was the dominant pathway and all differentially regulated genes involved in this pathway
were highly abundant in the blastocysts derived from superovulated animals. These genes can
be classified into 3 main categories: cytochrome c oxidase, ATP synthase and NADH dehy-
drogenase representing 3 out of 5 protein complexes involved in the electron transport and
oxidative phosphorylation pathway. Real-time PCR confirmed the transcript abundance of 12
out of 14 genes selected for validation. In conclusion, blastocysts cultured in superovulated
heifers showed significant differences in transcriptome profile compared to those cultured in
synchronized animals post 2-cells stage until day 7.
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Altern in Deutschland

Die Deutsche Akademie der Naturforscher Leopoldina und die Deutsche Akademie fiir Technikwis-
senschaften acatech griindeten im Mai 2005 eine gemeinsame interdisziplindre Akademiengruppe
,»Altern in Deutschland®, die auf der Grundlage der besten verfiigbaren wissenschaftlichen Evidenz
offentliche Empfehlungen erarbeitete, um die Chancen der im letzten Jahrhundert erheblich ge-
stiegenen Lebenserwartung — die ,,gewonnenen Jahre* — verniinftig zu nutzen und mit den Heraus-
forderungen des demographischen Alterns klug umzugehen.
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(2011, 174 Seiten, 42 Abbildungen, 8 Tabellen, 24,00 Euro, ISBN: 978-3-8047-2547-8)

Bd. 105, Nr. 369 — Altern in Deutschland Band 7

Altern und Gesundheit

Herausgegeben von Kurt KOCHSIEK

(2009, 302 Seiten, 46 Abbildungen, 18 Tabellen, 24,00 Euro, ISBN: 978-3-8047-2548-5)

Bd. 106, Nr. 370 — Altern in Deutschland Band 8

Altern: Familie, Zivilgesellschaft und Politik

Herausgegeben von Jiirgen Kocka, Martin KoHLI und Wolfgang STREECK unter Mitarbeit von
Kai BRAUER und Anna K. SKARPELIS
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Mapping Quantitative Trait Loci Associated with Leg
Weakness Related Traits in Pigs

Watchara LAENOI', Muhammad Jasim UpbDIN!, Mehmet Ulas CINAR!,
Christine GROSSE-BRINKHAUS!, Dawit TESFAYE! (Bonn), Elisabeth JoNAs!-2
(Bonn; Camden, Australia), Armin M. ScHoLZ3 (Munich), Ernst THOLEN!,
Christian Loort! (Bonn), Klaus WiMMERs* (Dummerstorf ), Chirawath
PHATsARA!, Heinz JUENGST!, Helga SAUERWEIN!, and Karl SCHELLANDER!
(Bonn)

Leg weakness problems are of special interest in the pig breeding and in the production
industry as well as with regard to animal welfare. Knowledge on the genetic basis of leg
weakness related traits including leg and feet score, osteochondrosis (OC) and bone miner-
al-related traits is limited in commercial pig breeds. The aim of this study was to identify
the quantitative trait loci (QTL) affecting leg weakness related traits in a Duroc x Pietrain
cross bred. A total of 310 F2 pigs were used for leg weakness related trait measurements.
Leg and feet were scored following a set of attributes in live animals. OC was histologically
scored at the head and condylus medialis of the left femur and humerus. A GE Lunar DPX-
1Q scanner combined with the appendicular mode software was used to measure bone min-
eral density and bone mineral content in the whole third and fourth metacarpal bones. The
animals were genotyped with 82 genetic markers to cover all porcine autosomes. The set
of markers includes 79 microsatellites and 3 biallelic markers. Generalized linear models
were used to identify any possible effect of sire, dam, age, sex, birth weight, daily weight
gain, litter size, parity, season, slaughter weight and carcass length on the investigated
traits. A total of 16 chromosomal regions including three imprinting QTL were identified
on 10 porcine autosomes in this study. Most of the QTL were found on porcine chromo-
some (SSC) 2, 3, 5, 6 and 9. All QTL reached the 5 % chromosome-wide significance level.
Among these 4 and 11 QTL reached 1% and 5 % genome-wide significance level, respec-
tively. All three imprinting QTL were paternally expressed, two were identified on SSC5
for fore feet score and OC at condylus medials humeri, and one on SSC9 for OC at head
of femur. Our study is the first to screen for chromosomal region underlying leg weakness
related traits in a fast growing cross bred pig between Duroc and Pietrain. Therefore, this

1 Institute of Animal Science, University of Bonn, Endenicher Allee 15, 53115 Bonn, Germany.

2 Reprogen, University of Sydney, 425 Werombi Road, Camden NSW 2570, Australia.

3 Veterinary Faculty, Ludwig-Maximilians University of Munich, Germany.

4 Research Institute for the Biology of Farm Animals, Wilhelm-Stahl-Allee 2, 18196 Dummerstorf, Germany.
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study might provide valuable information to the commercial pig industry with regard to the
possibility of using marker-based selection against leg weakness in pigs.
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Analyse der genetischen Steuerung des
Haarwachstums beim Nackthund

Theresa MAUSBERG, Cord DROGEMULLER und Tosso LEEB ML
(Bern, Schweiz)

Nackthunde représentieren sehr alte Rassen. So wurden Mexikanische Nackthunde schon
vor ca. 3700 Jahren von den Azteken verehrt, und wir vermuten, dass andere Nackthunde-
rassen, wie der Peruanische Nackthund oder der Chinesische Schopfhund, von diesen Tieren
abstammen. Der Phinotyp der Nackthunde wird als canine ektodermale Dysplasie (CED) be-
zeichnet, da zusitzlich zu dem kargen oder abwesenden Haarkleid auch die Zihne teilweise
fehlen. CED wird monogen autosomal kodominant vererbt. Heterozygote Tiere weisen den
haarlosen Phénotyp auf, homozygote Tiere hingegen sterben schon wihrend der Embryo-
genese. In fritheren Arbeiten konnten wir eine 7 bp-Duplikation im FOXI3-Gen als Ursache
fiir den CED-Phinotyp identifizieren.

Trotz der FOXI3-Mutation weisen viele Nackthunde eine mehr oder weniger ausgeprigte
Restbehaarung an Kopf, Beinen und Rute auf, welche beim Chinesischen Schopfthund am
deutlichsten vorhanden ist. So finden sich heutzutage durch gezielte Ziichtung auch Chinesi-
sche Schopfhunde, welche fast so viele Haare aufweisen, wie die behaarte Variante ohne die
FOXI3-Mutation (,,Powderpuff*). Ziel der aktuellen Studie ist es nun, weitere genetische Fak-
toren mit einem Einfluss auf die Restbehaarung von Chinesischen Schopfhunden zu finden.
Dafiir wurden von 87 Chinesischen Schopfhunden Blutproben genommen und Fotografien
gemacht. Die Ausprigung und Verteilung der Restbehaarung wurde mit Hilfe eines selbst-
entwickelten Klassifizierungsschemas beurteilt. Bei allen Tieren wurde der FOXI3-Genotyp
untersucht. Derzeit fiihren wir eine genomweite Assoziationsstudie durch, um weitere Gene
aufzusptiren, die das Haarwachstum beeinflussen.

Theresa MAUSBERG

Institut fiir Genetik

Vetsuisse-Fakultit

Universitidt Bern

Bremgartenstrasse 109a

3001 Bern

Schweiz

Tel.:  +41316312524

Fax:  +41 316312640

E-Mail: theresa.mausberg @ vetsuisse.unibe.ch
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Vortrige und Abhandlungen zur Wissenschaftsgeschichte
2010

Acta Historica Leopoldina Nr. 55

Herausgegeben von Sybille GERSTENGARBE, Joachim KAASCH, Michael KAASCH,
Andreas KLEINERT und Benno PARTHIER (Halle/Saale)

(2010, 400 Seiten, 47 Abbildungen und 2 Tabellen, 23,95 Euro,
ISBN: 978-3-8047-2799-1)

Der Band enthilt 11 Vortrige aus den wissenschaftshistorischen Seminaren der Leopol-
dina und zeigt damit die gro3e Themenvielfalt dieser Veranstaltungen. Behandelt werden
u. a. die Problemkreise ,,Die Natur als Magierin: Zum paracelsischen Erbe neuzeitlicher
Medizin“ (H. ScHOTT), ,,Georg Ernst Stahls medizinische Theorie und der Pietismus des
18. Jahrhunderts* (J. HELM), ,,Die tamilische Heilkunde in der Wahrnehmung der pietis-
tischen Missionare der dédnisch-halleschen Tranquebar-Mission in der ersten Hilfte des
18. Jahrhunderts* (J. N. NEUMANN), ,,Matthias Jacob Schleiden und die Versammlungen
Deutscher Naturforscher und Arzte* (I. JAHN), ,,Von der Adria an die Nordsee. Meeresbio-
logische Forschung in der Kaiser-Wilhelm-/Max-Planck-Gesellschaft™ (M. KazEwmi) und
,,Wandel und Wende in der ostdeutschen Wissenschaft — Pflanzenbiochemie als institutio-
nelles Beispiel“ (B. PARTHIER). Biographische Fragestellungen verfolgen die Beitrige
,Johann von Lamont (1805-1879) — ein Pionier des Erdmagnetismus* (H. SOFFEL), ,,Der
(un)bekannte Reformer — Wilhelm Friedrich Georg Behn (1808—1878) und die Reorgani-
sation der Leopoldina® (M. KaascH) und ,,,Bambusstrategie‘. Max Planck in der NS-Zeit*
(E. HENNING). Der Abschluss eines Bandes der Leopoldina-Ausgabe von Goethes Natur-
wissenschaftlichen Schriften (Zur Farbenlehre und Optik nach 1810 und zur Tonlehre)
bildet den Hintergrund eines weiteren Referates (T. NickoL), wihrend ethische Fragen im
Fokus der Ausfiihrungen iiber ,,Euthanasie in Geschichte und Gegenwart — im Spektrum
zwischen Lebensbeendigung und Sterbebeistand* (D. VON ENGELHARDT) stehen. Drei Ab-
handlungen ergénzen den Band. Sie behandeln Leben und Wirken von Otto MEYERHOF
und Karl LoHMANN (E. HoFMANN) und widmen sich Fragen der Leopoldina-Geschichte,
u. a. dem ,,Ende des Wanderlebens* der einst mit den jeweiligen Présidenten ihren Sitzort
wechselnden Akademie (M. KaascH) bzw. den Griinden fiir die schlieBlich dauerhafte
Ansiedelung der Leopoldina in Halle an der Saale (W. BERG und M. KAASCH).

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH Stuttgart
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The Bi-directional Communication between Bovine
Oocytes and the Companion Cumulus Cells during
In Vitro Maturation Affects the Gene Expression of
either Cell Types

Alemu REGASSA, Franca RINGS, Michael HOELKER, Ernst THOLEN,
Christian LoorT, Karl SCHELLANDER, and Dawit TESFAYE (Bonn)

The bi-directional communication between an oocyte and adjacent cumulus cells (CCs) has
been indicated to be crucial for the development and functions of both cell types. However,
whether the removal of either cell during in vitro maturation could alter the gene expression
of the other is not investigated. Here, we performed large scale transcriptome analysis of
oocytes and CCs that were matured with and without either of the cells using Affymetrix bo-
vine genome array. In experiment 1, two groups of CCs namely, those matured with ooplasm
(n = 150) and with out ooplasm (OXX, n = 150) were compared. In experiment 2, two groups
of oocytes namely, those matured with (n = 150) and without (n = 150) the companion CCs
were compared. Both the ooplasm and CCs were removed from either of the cells at germi-
nal vesicle stage and all cells were matured in modified parker medium supplemented with
10% FSH for 22 hrs in humidified atmosphere containing 5 % CO,. Total RNA was isolated
using Pico pure total RNA isolation kit and 12 nano grams of total RNA from each sample
was used for the two-round cDNA synthesis and subsequent in vitro transcription. 15 ug
of fragmented and biotin-labelled cRNA from each sample was hybridized with Affymetrix
bovine Genome 430 v2.0 GeneChip® array, and data was analysed using bio conductor in-
tegrated statistical packages under R software environment. Differentially expressed genes
were classified according to their gene ontology (GO) using GO consortium and pathways
involving differentially expressed transcripts were analysed using KEGG pathway analysis.
A total of 566 transcripts were differentially expressed between CCs that were matured with
oocytes and OXX of which 319 were up and 247 down regulated in CCs that were matured
with oocytes, respectively. These differentially regulated transcripts are involved in tran-
scription factor activity (FOXP2, FOS, IRF9, HOXA4, ATF3), protein dimerization activi-
ty (JUN, JUNB, DDIT3, TREX1), nucleic acid binding (LGP2, OAS1, BHLHB2, TEAD2,
MYC, KLF6), insulin like growth factor binding (CTGF, IGFBPS5, CYRG61), dicarboxylic
acid trans-membrane transporter activity (SLC1A4, SLC1AS), hyaluronan synthase activi-
ty (HAS2), extracellular matrix binding (AGRN). The results of KEGG pathway analysis
revealed that genes involved in C21 steroid metabolism (HSD3B1, HSD11B1), wnt signaling
(JUN, CCND2, TCF7, SFRP1), p53 signaling (CCNB2, CCND2, CCNE2), focal adhesion
(CAV1, 2, VEGFA, KDR), biosynthesis of steroids (MVK, NQO1) and TGF beta signaling
(ID1, PITX2, MYC, SP1) pathways were significantly affected due to removal of CCs during
in vitro maturation. Similarly, 265 transcripts were differentially expressed between oocytes
that were matured with and with out their companion CCs of which 217 were up and 48
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down regulated in oocytes that were matured with companion CCs. Some of these transcripts
include those involved in aconitate hydratase activity (ACOI, 2), RNA binding (POLR2G,
RBMS), GTPase activity (TUFM, TUBB), aldehydeoxidase activity (AOX1), creatine trans-
porter activity (SLC6AS) and peptidase activity (CCDC21). The KEGG analysis of these dif-
ferentially expressed genes has also shown that citrate cycle (ACO2, SDHB), MAPK signal-
ing (MAP3K3, MAP4K?2), vitamin B6 metabolism (AOX1) and cell cycle (CDC6, ORC5L)
pathways were significantly changed due to removal of CCs during in vifro maturation. In
conclusion, this study has identified several candidate genes that might play an important role
in the bidirectional communication of the oocyte and its companion cumulus cells during in
vitro maturation.

Dr. Alemu REGASSA

Institute of Animal Sciences

Animal Breeding and Husbandry Groups
University of Bonn

Endenicher Allee 15

53115 Bonn

Germany
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Diestrus Transcriptome Dynamics of Bovine
Endometrium in Relation to Pregnancy Success
after Embryo Transfer

Dessie SALILEW-WONDIM, Michael HOELKER, Franca RINGS, Ernst THOLEN,
Karl SCHELLANDER, and Dawit TESFAYE (Bonn)

The aim of this experiment was to investigate the transcriptome dynamics of endometrium
between day 7 and 14 of the oestrus cycle in cows that resulted in calf delivery or no preg-
nancy after embryo transfer. For this, endometrium samples were collected using cytobrush
technique from Simmental cyclic heifers during day 7 and 14 of oestrus cycle. On the next
cycle, in vivo-produced day 7 blastocysts were transferred to all animals at day 7 of oestrous
cycle. After pregnancy diagnosis, the endometrial biopsies collected during day 7 and 14
were classified based on the pregnancy success. Those endometrial biopsies collected from
heifers that subsequently delivered a calf were assigned to the calf-delivery group, and those
collected from heifers that did not conceive were assigned to the no-pregnancy group. The
endometrial temporal transcriptome profile was compared between day 7 and day 14 in both
heifer groups. Total RNA was isolated from each sample in triplicate. Two rounds of RNA
amplification were performed using MEGAscript® T7 Kit (Ambion, Inc., Austin, TX, USA)
and GeneChip® IVT Labeling Kit (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA), respectively.
Following fragmentation, biotin-labelled cRNA samples were hybridized to Affymetrix bo-
vine gene chip array. The microarray data normalization and background correction were
performed using GCRMA, and the differentially expressed genes (DEG) (fold change >2,
P <0.05, FDR <0.3) were identified using LIMMA written on R package integrated with Bio-
conductor. The result showed that in the calf-delivery group, there were 1867 DEG, among
which 1015 and 852 were up- and down-regulated, respectively, in day 7 compared with day
14 of the oestrous cycle. Some of those genes are believed to be involved in reproductive
system development and function, embryonic development and nervous system development
and function. On the other hand, in the no-pregnancy group, 254 genes were found to be dif-
ferentially expressed, of which 160 and 94 were up- and down-regulated, respectively, in day
7 compared with day 14 of the oestrous cycle. Some of these genes were found to be involved
in signal transducer activity, transferase activity, receptor, regulation of transcription, signal
transduction. In conclusion, the result of the current study revealed a remarkable transcrip-
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tome dynamics between day 7 and 14 of the oestrous cycle in cows resulted in calf delivery
compared with those that did not support pregnancy.

Dr. Dessie SALILEW-WONDIM
University of Bonn

Institute of Animal Science

Animal Breeding and Husbandry Group
Endenicher Allee 15

53115 Bonn

Germany

Phone: 49 228 733385

Fax: 49228 732284

E-Mail: dsal@itw.uni-bonn.de
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Mapping QTL for Cytokines and Toll-like Receptors
in a Duroc x Pietrain Resource Population

Muhammad Jasim UpDIN, Mehmet Ulas CINAR, Christine GROSSE-
BriNkKHAUS, Dawit TESFAYE, Ernst THOLEN, Chirawath PHATSARA (Bonn),
Klaus WiMMERs (Dummerstorf), Christian LooFT, and Karl SCHELLANDER
(Bonn)

Cytokines and Toll-like receptors are basic components of the innate immune system. Im-
mune responses are reported to be under genetic control. QTL mapping and candidate gene
studies have been widely used to investigate genetic variation, to identify chromosomal re-
gions and genes contributing to immune response but very few QTL studies are devoted
for immune traits. Therefore, this research was conducted to identify chromosomal regions
controlling the variability in cytokines (/L-2, IL-10 and IFN-v) and Toll-like receptors (TLR-2
and TLR-9) production by QTL analyses. A total of 334 Duroc x Pietrain F2 animals used for
QTL analysis was genotyped by 82 genetic markers. Blood was collected from pigs at 52, 83
and 115 days of age and serum was separated for phenotyping. IL-2, IL-10 and IFN-y were
measured by sandwich-ELISA (Invitrogen). TLR-2 and TLR-9 were measured by in house
developed indirect-ELISA (CosmoBio). Descriptive statistics were performed by using SAS
(vs. 9.2) whereas QTL Express was used for both single and two-QTL analysis. A total of
67 single QTL were detected on almost all porcine autosomes of which 38 for cytokines and
29 for TLRs. All the QTL were significant at 5 % chromosome wide level of which 12 and
52 QTL were significant at 1 % and 5 % genome-wide level, respectively. Moreover, 10 QTL
were identified by two-QTL model of which three were in coupling phase and two were in
repulsion phase. IFN-y, IL-10 and TLR-9 are found to be controlled by the chromosomal
regions of their location but all innate immune traits are influenced by multiple chromoso-
mal regions implying multiple gene action. Most of our QTL are supported by the presence
of genes which play immunologically important roles and disease resistance related QTL.
TOLLIP, TRAF6, IRAK4 and CASPS are found to be influencing TLRs production whereas
IL3,IL5, IL13, IL10, IFN-y and BPI are influencing cytokines in this study. Discovery of such
QTL will facilitate the identification of candidate genes for innate immune response, disease
resistance and immune competence that might be applicable in selective breeding.

Muhammad Jasim UDDIN Prof. Dr. Klaus WIMMERS

Institute of Animal Science Research Institute for the Biology
Animal Breeding and Husbandry / Genetics group of Farm Animals

Endenicher Allee 15 Wilhelm-Stahl-Allee 2

53115 Bonn 18196 Dummerstorf

Germany Germany

Phone: +49 228 733586 Phone: +49 3820868 700

Fax:  +49 228 732284 Fax:  +49 3820868 702

E-Mail: jasim.uddin @itw.uni-bonn.de E-Mail: wimmers @ fbn-dummerstorf.de
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Aufklirung und Wissenschaft

Meeting veranstaltet von der Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina, dem
Interdisziplindren Zentrum fiir die Erforschung der Europiischen Aufkldrung (IZEA) und
dem Seminar fiir Philosophie der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

vom 25. bis 26. Januar 2007 in Halle (Saale)

Acta Historica Leopoldina Nr. 57
Herausgegeben von Rainer ENskAT und Andreas KLEINERT (Halle/Saale)
(2011, 135 Seiten, 20,50 Euro, ISBN: 978-3-8047-3029-8)

Ist Aufkldarung durch Wissenschaft moglich oder ist Aufkldrung trotz Wissenschaft notig?
Die Frage verweist auf das exponentielle Wachstum, das die Wissenschaft in der Neuzeit
durchgemacht hat. Einerseits ist Wissenschaft das dynamischste Unternehmen zugunsten
eines methodisch kontrollierbaren Erwerbs von Erkenntnis und Wissen, andererseits er-
reichte sie eine fast unheimlich anmutende technische Tragweite. Es ist diese technische
Tragweite, die die Wissenschaft erst zu einer Lebenspotenz macht. Der vorliegende Band
fragt nach, ob diese unverzichtbare kognitive und technische Lebenspotenz auch schon
eine Aufkldarungspotenz ist. Die hier versammelten Referate tragen — meist anhand der Er-
orterung historischer Beispiele — dazu bei, das Bewusstsein fiir eine zwischen Aufkldarung
und Wissenschaft verlaufende Grenzlinie zu schirfen, deren Vernachldssigung erfahrungs-
gemif allzu leicht zu wildwiichsigen Erscheinungen sowohl in den Bemiihungen um die
Aufkldrung als auch in den Bemiihungen um den wissenschaftlichen Fortschritt fiihren.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Altered Expression of Uterine MiRNAs and
Related Molecular Pathways in the Context
of Subclinical Endometritis in Bovine

Dagnachew WoORKU, Michael HOELKER, Franca RINGs (Bonn),
Marc DriLLICH (Wien), Wolfgang HEUWIESER (Berlin), Ernst THOLEN,
Christian LoorT, Karl SCHELLANDER, and Dawit TESFAYE (Bonn)

The aberrant expression of microRNAs has been associated with establishment and progres-
sion of various disorders in mammalian uteri. Subclinical endometritis is the presence of
polymorphonuclear leukocytes (PMN) in uterine cytology samples after 21 days postpartum
in clinically normal dairy cows and evidenced to have a negative impact on reproductive per-
formance. With the objective of detecting uterine miRNAs and related molecular networks
and pathways, we collected endometrial cytology samples from dairy cows at flushing using
cytobrush technique and categorized cows on the basis of polymorphonuclear leukocytes pro-
portions as healthy (PMN = 0) and with subclinical endometritis (PMN > 5 %). After isolating
total RNA from both healthy (n = 6) and subclinical (n = 6) groups using miRNeasy mini kit
(Qiagen, Hilden, Germany) following manufacturers protocol, cDNA was synthesized using
RT2miRNA frist Strand kit (SABiosciences, Frederick, MD) from equal amount of RNA in
both groups. We then used 96-well Genome RT? miRNA qPCR assay (SABioscience, Fred-
eric, MD) and identified the differentially expressed microRNAs in subclinical endometritis
as compared to their healthy counterparts. Furthermore, we filtered high ranking target genes
(predicted using microcosm algorithm and available at http://microrna.sanger.ac.uk/) and
uploaded into the web-based pathways analysis tool, Ingenuity Pathway Analysis (IPA), to
identify molecular networks and biological functions underlying bovine endometritis. Here,
we report that out of 352 miRNAs in which their expression was assessed, 23 were found to
be differentially expressed (15 up and 8 were down regulated in sub-clinical endometritis).
The expression profiling of six selected miRNAs (miR-24, miR-215, miR-27a, miR-223,
miR-619, and miR-423) at different stages of estrus cycle and pregnant group (day 0, day 3,
day 14 and pregnant) showed a variable expression level. The expression pattern of miR-619
and miR-423 conform the expression of estrogen hormone while the expression of miR-24
and miR-215 follows the pattern of progesterone expression during estrous cycle. The Inge-
nuity Pathway Analysis (IPA) of the predicted target genes (680) of the 23 miRNAs revealed
biological functions and molecular pathways they potentially constitute in the context of sub-
clinical endometritis in bovine. The IPA identified 28 significant molecular networks underly-
ing the biological functions which we exemplified top five networks such as: gene expression
(score = 42), cell death (score = 33), connective tissue development and function (score = 32),
cell signaling (score = 31), cell cycle (score = 31). Besides, 39 significant canonical pathways
have been identified in which most of them are related to reproductive diseases and disor-
ders and cellular proliferation. Taken together, we identified miRNAs with altered expression
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level in bovine subclinical endometritis and subsequently traced the biological functions and
molecular pathways they potentially involved in. This suggests the involvement of these miss
expressed miRNAs in the development and progression of subclinical endometritis and sub-

sequent influence on reproductive success in bovine.
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