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Eroffnung und GruBwort

Helmut Denk, ML, wM OAW (Wien, Osterreich)

Prisident der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften

Ich darf Sie im Namen der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften und der Deutschen
Nationalen Akademie der Wissenschaften Leopoldina sehr herzlich beim Symposium ,,Erb-
fehler und Erbkrankheiten — ,Erbsiinden ohne Siindenfall?* begriilen.

Auf die religios-philosophische Komponente dieses Themas, ndmlich die Frage: ,, Erbsiin-
den ohne Siindenfall? “, kann ich mich wegen fehlender Kompetenz nicht einlassen. Ich kann
mich nur darauf beziehen, was ich in der Schule im Religionsunterricht gelernt habe (das ist
allerdings schon einige Zeit her!). Meine Meinung wire, dass es eine Erbsiinde, also die Er-
langung einer Siinde mit den entsprechenden Siindenstrafen iiber den Erbweg, ohne vorange-
gangenen Siindenfall nicht geben kann, die Erbsiinde zwar den Erben betrifft, der Siindenfall
aber zwangsliufig dem Erblasser zuzurechnen ist. Aber diese Uberlegungen stehen sicher
nicht im Zentrum dieses Symposiums, obwohl transdisziplinidre Betrachtungsweisen durchaus
der Mission einer Akademie der Wissenschaften entsprechen.

Die Erkennung und Vermeidung von Erbfehlern und Erbkrankheiten bei Tieren ist eine
wirtschaftlich wichtige tierziichterische Aufgabe; dazu ist es notwendig, die genetischen
Grundlagen eines Erbfehlers oder einer Erbkrankheit zu klidren, also anwendungsoffene Grund-
lagenforschung zu betreiben und auf dieser Basis die Gesellschaft wissenschaftsbasiert zu in-
formieren und zu beraten, das sind Grundprinzipien und zentrale Anliegen unserer Akademie.
Ich freue mich, dass Herr BREM dieses wichtige Thema aufgegriffen hat.

Ich wiinsche Thnen eine informative Tagung, danke den Organisatoren, insbesondere un-
serem wirklichen Mitglied Herrn BREM, fiir ihr Engagement und er6ffne das Symposium.

Prof. Dr. Helmut DENK

Osterreichische Akademie der Wissenschaften
Dr. Ignaz Seipel-Platz 2

A-1010 Wien

Osterreich
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Von Wechselbilgern bis zu Founderstieren

Gottfried BREM ML, wM OAW (Wien, Osterreich)

Einleitung

Tierzucht und Tiermedizin haben sich in iiber zehn Jahrtausenden parallel entwickelt. Ohne
die eine gibe es die andere nicht. Mit zunehmend grofler werdenden Bestinden nach der Do-
mestikation traten Seuchen und Krankheiten auf, die durch die Haustierwerdung fiir den Men-
schen zum Problem wurden. Auch neue Nutzungsformen wie das Heranziehen von Tieren
zum Transport von Lasten, vor dem Pflug, vor dem Streitwagen und als Reittiere fiihrten zu
neuen Behandlungsnotwendigkeiten von Tieren, man denke nur an die Entwicklung von Ge-
schirren und den Hufbeschlag. Verletzungen, die bei Wildtieren fiir den Menschen als Jiger
insofern relevant waren, als sie das Erlegen erleichterten, erforderten bei Haus- bzw. Zucht-
tieren Behandlungsversuche zum Erhalt des Besitzes. Mit der Haustierwerdung entstand neben
der Notwendigkeit der Fiirsorge mit Fiitterung und Haltung auch die tierédrztlich ausgerichtete
Versorgung und Nachsorge. Geleistet wurde diese von ,,Medizinmédnnern* und von den fiir
die Tiere Verantwortlichen, also den Hirten. Seit 5000 Jahren sind tierédrztlich ausgerichtete
Ansitze dokumentiert, und seit 3000 Jahren gibt es erste gesetzliche Regelungen.

Hinweise auf Erbfehler bei Tieren finden sich erst relativ spét. Fiindig wird man aber
direkt oder indirekt im Humanbereich beispielsweise durch die mit der Erbfehlerproblematik
vergesellschaftete Eugenik. Schon in der altgriechischen Philosophie spricht sich PLATON
(427-347 v. Chr.) in der Politeia (Politeia = ,,Staat”, verfasst um 370 v. Chr.) u. a. explizit
fiir Eugenik, also Auslese und Erbgesundheitslehre aus. Interessant ist, dass er im vierten
Buch, dem Buch iiber die Gerechtigkeit, das Staatsmodell provokant um die weitgehende
Gleichberechtigung von Frauen und Ménnern erweiterte. Ich zitiere eine wortliche Uberset-
zung: ,,Keine Aufgabe, Beschiftigung oder Titigkeit derer, die den Staat verwalten, gibt es
fiir die Frau, weil sie eine Frau ist, oder fiir den Mann, weil er ein Mann ist.”“ Das ist beach-
tenswert, denn die tatsdchliche vollstandige Umsetzung dieses Prinzips beanspruchte noch
mehr als 2300 Jahre und beschiftigt uns heutzutage an den Universititen mit einer von der
Politik vorgegebenen zwingenden 40 % Frauenquote fiir alle Gremien — ob die Frauen wollen
oder nicht!

PLATONS allgemeine Staatslehre wurde — allerdings nicht wegen seiner These zur Gleich-
berechtigung — bereits von seinem Schiiler ARISTOTELES (384 v. Chr. — 322 v. Chr.) kritisiert.
In neuerer Zeit war es vor allem der 1902 in Wien geborene weltberiihmte Philosoph und Wis-
senschaftstheoretiker Karl POPPER (11994), seit 1982 Ehrenmitglied der OAW, der u. a. den
geistigen Wurzeln des Totalitarismus nachspiirte. POPPER kritisiert geschlossene Denksysteme
und Ideologien, die er bereits in den Schriften PLATONS begriindet sieht und meint, der ,,ideale
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Gottfried Brem

Staat* PLATONS sei ein totalitdr ausgerichtetes Gemeinwesen, wo die besten Ménner und
Frauen moglichst oft Kinder zeugen sollten, die anderen moglichst selten.

In Martin LUTHERS (1483—-1546) deutschsprachiger Bibel von 1545 findet man unter Erb-
fehler nichts, aber der Begriff ,,Fehl“ kommt sehr eindriicklich vor, z. B. im 3. Buch Mose,
Kapitel 21, wenn der HERR zu Mose spricht: ,,Rede mit Aaron: Wenn an jemand deiner Nach-
kommen in euren Geschlechtern ein Fehl ist, der soll nicht herzutreten, dass er das Brot seines
Gottes opfere. Denn keiner, an dem ein Fehl ist, soll herzutreten; er sei blind, lahm, mit einer
seltsamen Nase oder der an einem Ful} oder einer Hand gebrechlich ist oder hockerig ist oder
ein Fell auf dem Auge hat oder schielt oder den Grind oder Flechten hat oder der gebrochen
ist. Er soll nicht zum Altar nahen, weil der Fehl an ihm ist, dass er nicht entheilige mein Hei-
ligtum.“ Das ist — typisch alttestamentarisch — auch eine massive Ausgrenzung von mensch-
lichen Erbfehlertrigern.

Wie Sie vielleicht beim Betreten des Akademiegebdudes bemerkt haben, tagen wir hier
quasi im Schatten der auf der Ostseite des Ignaz-Seipel-Platzes liegenden Jesuitenkirche. Der
Untertitel unseres Symposiums ,,Erbsiinde ohne Siindenfall?* harrt hier noch einer kurzen Er-
lauterung. Diejenigen, die im System christlicher Wertvorstellungen aufgewachsen sind, ken-
nen den theologischen Begriff der Erbsiinde, die semantische Nihe von Erbsiinde und
Erbfehler ist offensichtlich.

Die Erbsiinde ist theologisch die peccatum originale, also eigentlich die urspriingliche
Siinde. Die klassische Definition ist: ,,Die Siinde Adams ist durch Abstammung, nicht durch
Nachahmung auf alle seine Nachkommen iibergegangen®... und ,,Die Erbsiinde wird durch
natiirliche Zeugung fortgepflanzt“ (Ott 1970). Begriffe wie Abstammung, Zeugung, Fort-
pflanzung und Nachkommen sind dem Tierziichter sehr vertraut, schwerer tut er sich mit der
Definition fiir Erbsiinde als der ,,durch den Siindenfall dem Menschen angeborenen Siindhaf-
tigkeit®.

Beruhigen mag in diesem Zusammenhang, dass die Erbsiinde in der Bibel gar nicht auf-
taucht! Wir verdanken sie dem Kirchenvater AUGUSTINUS (354—430), der im 5. Jahrhundert
in Nordafrika die Siinde Adams in der Ubertretung des Gottesgebots sah, nicht vom Baum
der Erkenntnis zu essen. ,,Alles Ubel®, schrieb AUGUSTINUS, ,,hat in dieser einen Tat seine
Waurzel.“ Mittlerweile gibt es nicht wenige, die die traditionelle Erbsiindenlehre schlicht fiir
,,einen Anachronismus‘ halten. Sie hoffen auf den Abschied von der Erbsiinde, nachdem die
Kirche der durch AUGUSTINUS ,,irregeleiteten® Tradition 1500 Jahre gehuldigt habe.

Im Mittelalter treffen wir auf den heute weitgehend vergessenen altertiimlichen Begriff
des ,,Wechselbalgs*. In dieser Zeit stand das heute veraltete ,,Balg™ fiir ,,Saugling®. Aus-
gehend von heidnischen Vorstellungen wurden im Aberglauben und bis hinein ins 19. Jahr-
hundert behinderte oder missgebildete Babys hdufig als Wechselbalg apostrophiert.
Wechselbilger hatten angeborene Abnormitéten wie iiberzdhlige Finger, bestanden nur
aus einem Leib ohne Glieder oder waren von zwergenhaftem Wuchs, in vielen Féllen beson-
ders hésslich, hatten grofle unférmige Schédel, starre oder schielende Augen, waren schwach
und kranklich. Da es zu damaliger Zeit vollig unerklarlich war, wie es zu Fehlbildungen
kommen konnte, schob man sie kurzer Hand dem Teufel zu. Dahinter stand die Glaubens-
praxis, dass der Teufel oder eine seiner Genossinnen, so da sind Druden oder Hexen, einer
Wochnerin den Siugling weggenommen und ihr ein eigenes Teufelskind untergeschoben hat,
sprich es ausgewechselt hat. Es gibt dazu umfangreiche Literatur, und es verwundert nicht,
dass speziell in Zeiten der Hexenverfolgung das Phinomen der Wechselbélger eine grofe
Rolle gespielt hat.
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Von Wechselbdlgern bis zu Founderstieren

Die Vorstellung, dass der Teufel ein neugeborenes Kind gegen einen Wechselbalg austauscht,
findet sich auch in der Legende des heiligen STEPHANUS (1 n. Chr. — ca. 36/40 n. Chr.), des
ersten christlichen Mirtyrers. STEPHAN soll so ein weggenommenes Kind gewesen sein und
nur dadurch liberlebt haben, dass er von einer Hirschkuh gesidugt worden ist, bis er bei Bischof
JuLIAN landete und von diesem aufge- und erzogen wurde. STEPHAN, der durch Steinigung
ums Leben kam, ist librigens auch ein Patron der Pferdeknechte, was wohl auf vorchristliche
Kultbriuche zuriickgeht. Den Wienerinnen und Wienern ist der HI. STEPHAN bestens vertraut,
ja geradezu ans Herz gewachsen, ist er doch Namenspatron des Wiener Stephansdoms, um-
gangssprachlich liebevoll Steff]l genannt, des wohl bekanntesten Wahrzeichens der Stadt — in
dessen Sichtweite wir heute tagen.

Wechselbilger, deren Entstehung dem Wirken von Ddmonen zugeschrieben wurde, inspi-
rierten die Entstehung vieler Griuel- und Legendengeschichten. Selbst die heute wegen ihrer
magisch-naturmedizinischen Werke noch hoch geachtete und geschitzte Kirchenlehrerin Hil-
degard vON BINGEN (1098-1179), die bedeutendste Universalgelehrte ihrer Zeit — sie wurde
am 10. Mai 2012 von Papst BENEDIKT XVI. heilig gesprochen —, war nicht frei davon. Sie
fiihrte ,,Eigenschaften der belebten Natur* regelmifig auf Teufel, Druden oder Hexen zuriick.
Die Kirche iibernahm auch hier heidnische Vorstellungen und lief als Gegenspieler der from-
men Menschen Teufel und Hexen an Stelle alter Ddmonen auftreten.

Schlimm wurde es bei Erasmus FRANCISCI (1627-1694), der in seinem Werk Der Hollische
Proteus (Niirnberg, 1695) schrieb — ich zitiere: ,,Es ist bekannt, dass Etliche den Wechselbalg
gleich auf den Misthaufen geworfen und bald hernach ihr rechtes Kind wieder bekommen
haben. Priigel und iible Behandlung des Wechselbalgs sollten oft bewirken, dass die Hexen
ihr Kind wieder nahmen und das wirkliche zuriickbrachten. Konnte ein Wechselbalg nicht zu-
riickgetauscht werden, so wurde er in der Regel getotet. Ein anderer Versuch, das rechtméBige
Kind zuriickzuerhalten war, den Wechselbalg einzuschiichtern, indem man ihn mit kochendem
Wasser iibergoss.*

Auch LUTHER wollte laut seiner Tischrede von 1540 Wechselbilger toten lassen, da sie nur
ein Klumpen Fleisch, eine massa carnis, ohne Seele seien. LUTHER stellte allerdings auch fest,
,,dass der Papst ein vermummeter leibhaftiger Teufel ist*, worauf der italienische Franziska-
nerpriester SINISTRARI (1622—1701) konterte, ,,der verdammte Ketzer Martin Luther* sei aus
der Vereinigung des Teufels mit einem Menschen hervorgegangen.

Erst nachdem ab dem 17. Jahrhundert die Naturwissenschaft als eigenstdndige Disziplin
aus der Philosophie ausgegliedert worden war, interessierten sich naturwissenschaftlich ori-
entierte Universitidtsgelehrte fiir Wechselbilger, an deren Stelle ab dem Ende des 18. Jahrhun-
derts dann die Wolfskinder traten. Sie wurden von Carl vON LINNE (1707-1778), dem
Begriinder des Systems zur Kategorisierung von Lebewesen in Gattungen und Arten, einer
besonderen Menschengattung namens Homo sapiens ferus zugeordnet und teilten mit den
Wechselbilgern die Eigenschaften, die sie als Auflenseiter charakterisierten: fehlendes Sprach-
vermogen, eine Form von Schwachsinn, ausdruckslose Augen, rastloser Blick, unkontrollierte
Verhaltensweisen, tierische Essgewohnheiten und stereotype Bewegungen.

Neben der Kirche treffen wir auch auf einen Erbfehler in der Philosophie des 19. Jahrhun-
derts. Kein geringerer als Friedrich NIETZSCHE (1844—-1900) sagt in seinem Werk Menschli-
ches, Allzumenschliches im ersten Hauptstiick ,,Von den ersten und letzten Dingen®, ,,dass alle
Philosophen den gemeinsamen Erbfehler an sich haben, dass sie vom gegenwirtigen Men-
schen ausgehen und durch eine Analyse desselben an’s Ziel zu kommen meinen, dass Mangel
an historischem Sinn der Erbfehler aller Philosophen ist*. Natiirlich meinen weder NIETZSCHE
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Gottfried Brem

noch die ihn Zitierenden mit dem Begriff Erbfehler das, was wir damit subsummieren, also
gewiss keinen vererbten Mangel, sondern einen aus der Umwelt entstandenen.

Wenden wir uns nun den ersten Theorien der Zucht zu. Schon in der Antike befassten sich
Philosophen mit Herkunft und Verwandtschaft der Lebewesen. Seit dem Altertum galt, dass
Merkmale, welche die Eltern wihrend ihres Lebens erworben haben, auf die Nachkommen
iibertragen werden konnen.

Im letzten Jahrtausend kamen die Konstanztheorie und die Individualpotenz als Begriffe
in die Zucht. Bis zum Beginn des 19. Jahrhunderts vertraten fast alle Naturwissenschaftler die
Theorie von der Konstanz der Arten, die besagte, dass alle Arten in einem einmaligen Schop-
fungsprozess erschaffen worden seien und es seitdem, auB3er dem Aussterben von Arten, keine
Veridnderung der Arten gegeben habe. Kreationisten (abgeleitet vom lateinischen creatio =
»Schopfung®) erfreuen sich vor allem in den USA groflen Zuspruchs, und beharren bis heute
auf der wissenschaftlichen Richtigkeit dieser Theorie.

Einen anderen Ansatz verfolgte Jean Baptiste LAMARCK (1744-1829), der die biblische
Schopfungsgeschichte ablehnte und seine Theorie auf die umweltbedingte Anpassung der Le-
bewesen als Artentstehung und -aufspaltung zuriickfiihrte.

Auch Carl voN LINNE hielt an der Konstanztheorie fest und glaubte nicht an eine Evolution.
Erst die Aufkldarung im 18. Jahrhundert und die naturwissenschaftlich fundierte Evolutions-
theorie, die Charles Robert DARWIN (1809-1882) und Alfred Russel WALLACE (1823-1919)
1858 unabhingig voneinander verdffentlicht hatten, lieferten naturwissenschaftliche Erkla-
rungen der Artentstehung.

Bei der Frage nach der Bedeutung des Begriffes Individualpotenz denkt die iberwiegende
Mehrheit nicht nur der minnlichen Bevolkerung heutzutage an die existierende oder auch ein-
gebildete Leistungsfihigkeit ménnlicher Individuen. Auf den ersten Blick wird das vom Duden
bestitigt. Der Duden hat aber, wie sich das gehort, auch die zweite Erkldrung parat, die tier-
ziichterisch nicht nur als interessant, sondern auch als bekannt angesehen werden kann, nim-
lich, dass ,,unter Individualpotenz das Ausmal der Erbtiichtigkeit eines Zuchttieres* verstanden
wurde. Jedes Tier, auch das von gemischter Abstammung, kann die Fahigkeit besitzen, sich
gut zu vererben. Tiere, die bereits Beweise fiir ihre gute Vererbungskraft geliefert hatten, be-
kamen einen hoheren Zuchtwert. Manche Tiere, und zuweilen gerade Mischlinge, zeichneten
sich durch die Fihigkeit aus, ihre individuellen Eigenschaften hervorragend zu vererben. In
Meyers Konversations-Lexikon des Jahres 1888 hief} es: ,,In dem ménnlichen Tier ist die In-
dividualitit mehr ausgeprigt als in dem weiblichen; deshalb wird es fiir wertvoller gehalten.
Fiir die Zucht kommt noch hinzu, dass ein ménnliches Tier fiir viele weibliche Tiere benutzt
werden kann.*

Die Lehre von der Individualpotenz mit der Hervorhebung der Bedeutung des Individuums
hatte Hermann SETTEGAST (1819-1908) aufgestellt. Als einer der bedeutendsten Tierzucht-
wissenschaftler des 19. Jahrhunderts meinte er, dass jedes Tier, auch das von gemischter Ab-
stammung, die Fihigkeit besitzen konne, sich gut zu vererben. Nach SETTEGAST hat man bei
der Auswahl auf die Eigenschaften des Individuums und nicht auf dessen Rassereinheit zu
sehen. Je vollkommener ein Tier in den Eigenschaften war, die sicher vererbt werden, desto
wertvoller war es als Zuchttier. Im Laufe des 19. Jahrhunderts sind Tierzucht und Tiermedizin
viel wissenschaftlicher geworden und haben im letzten Jahrhundert einen enormen Auf-
schwung erlebt.

Seit einigen Jahrzehnten beobachten wir in der Tiermedizin eine deutliche Verlagerung
der Schwerpunkte. Der Trend geht im Nutztierbereich von der Einzeltiertherapie hin zur Her-
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den- und Bestandsbetreuung, und in der Kleintier- und Pferdemedizin entwickeln sich bei der
medizinischen Versorgung von Begleit- und Hobbytieren Standards, die sich an den in der
Humanmedizin aufgezeigten therapeutischen Moglichkeiten orientieren. Es scheint, dass Nutz-
tiere im tierdrztlichen Wirken im vergleichbaren Malle in den Hintergrund geraten, wie die
Kleintiermedizin in den Vordergrund riickt. Tiermedizin ist heute in weit geringerem Umfang
dem Erhalt des Besitzes von einzelnen Nutztieren gewidmet. Parallel dazu hat sich die Be-
deutung der Tierzucht in der Tiermedizin gewandelt. Die Wandlung des v6llig von Minnern
dominierten Berufsalltags noch vor 100 Jahren zum heutigen 90 % Anteil an Frauen in Studium
und Beruf Tiermedizin spiegelt diese Entwicklung wider, auch wenn sie nicht ursachlich war.
Von den meisten Studenten wird Tierzucht nur mehr als priifungsrelevante Randerscheinung
wahrgenommen und nicht als bildungsrelevant eingeschitzt. Erbfehler und deren Bekdmpfung
sowie Bestrebungen zur genetisch ziichterischen Optimierung von Krankheitsdispositionen
behaupten sich noch marginal gegen diesen Trend. Auch deshalb entstand die Initiative zu
diesem Symposium, und so begriifie ich die erfreulich vielen teilnehmenden Studenten sehr
herzlich.

Nun aber zur aktuellen Definition: Erbfehler sind Storungen normaler Vorgénge und Miss-
bildungen, also Abweichungen von der phidnotypischen Ausprigung, die eine eindeutige ge-
netische Ursache haben. Von ihnen zu unterscheiden sind Phinokopien von Erbfehlern, die
dieselben oder sehr @hnliche Phinotypen zeigen, aber durch Umwelteinfliisse verursacht wer-
den.

Man kann ldchelnd dariiber hinweggehen, aber in Wirklichkeit liegt hier eine wichtige
Wahrheit. Sie ist der Wissenschaft wohl bekannt, aber Tierbesitzer und — Sie verzeihen — auch
semesterjunge Studenten tun sich manchmal schwer, Genetik und Umwelt in ihrer Wirkung
auseinanderzuhalten. Alle, die diesem Symposium beiwohnen, und ich gehe davon aus, dass
sich keine Kreationisten hierher verlaufen haben, werden in den ndchsten zwei Tagen sehen
und verstehen, wie Genetik und Umwelt grundverschieden wirken, aber @hnlich aussehende
Konsequenzen haben konnen. Um es noch komplizierter zu machen: Sie werden auch ein Ge-
fiihl dafiir bekommen, wie Umwelt genetische Information beeinflussen kann. Epigenetik be-
schiftigt sich mit der Weitergabe von vererbbaren Anderungen der Genregulation, welche
nicht auf Abweichungen in der DNA-Sequenz zuriickgehen, auf die Nachkommen.

Das ist etwas, was wir, eine Generation vor Thnen, damals noch nicht gelernt haben. Es
war dogmatisch einfach nicht vorstellbar. Was wir kannten bzw. kennen konnten, war ein Phi-
nomen, das als Entwicklungsrauschen oder developmental noise bezeichnet wurde und er-
kldrte, wie genetisch identische Individuen durch zufillige und Umwelteffekte wihrend der
embryonalen und fetalen Entwicklung so modifiziert wurden, dass sich phinotypische Unter-
schiede manifestierten — was nichts zu tun hatte mit vererbbaren Effekten. Dieses Phinomen
war bei natiirlicherweise entstandenen eineiigen Zwillingen lange bekannt, am leichtesten zu
beobachten an unterschiedlichen Fellfarben bzw. Flecken. Bestitigt wurde es durch kiinstliche
Generierung monozygoter Zwillinge mittels Embryoteilung und klonierten Tieren aus em-
bryonalem und somatischem Kerntransfer.

Erbfehler und Erbkrankheiten sind mit Tod, Leiden oder Schmerzen der betroffenen Indi-
viduen verbunden und verursachen Kosten und wirtschaftliche Verluste bei Tierhaltern und
-besitzern. Erbfehler und Erbkrankheiten sind bei Nutztieren nicht therapierbar, und nur selten
konnen phéinotypische Folgen gelindert werden. Deshalb zéhlt die ziichterische Bekdmpfung
bei Tieren zu den vornehmsten tierziichterischen und auch tiermedizinischen Aufgaben. Zur
ziichterischen Reduktion des Auftretens von Merkmalstrigern miissen die genetische Grund-
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lage eines Erbfehlers geklédrt und kausale genetische Verdnderungen festgestellt werden. Dies
ermoglicht dann ziichterische Entscheidungen und praventiven Tierschutz.

Im Standardwerk von Gustav COMBERG (1910-1984) iiber Die deutsche Tierzucht im 19.
und 20. Jahrhundert gibt es im Sachregister kein Stichwort zu Erbfehlern, lediglich zu erbli-
chen Erkrankungen. Die Mitteilungen dariiber beschrinken sich auf eine kurze Information
zum Gebiet der Blutgruppenbestimmungen durch den Wiener Arzt und Nobelpreistriager Karl
LANDSTEINER (1868—-1943).

Georg THALLER hat mich wieder auf einen Spruch aufmerksam gemacht, den wir als Stu-
dierende der Tierproduktion in Weihenstephan alle kannten und den wir uns wegen seiner
Sinnhaftigkeit auch gemerkt haben: ,,Fehlerfrei — gibt’s nicht, also heilit’s entweder ledig blei-
ben, oder einen nehmen mit die Fehler. Der Tiroler Franz PIRCHNER (¥1927), mein Vorvor-
ginger als Tierziichter an der Veterinirmedizinischen Universitit in Wien, hat in seiner
Populationsgenetik, der Tierziichter-Bibel (zumindest genauso schwer zu lesen bzw. zu ver-
stehen), diesen Spruch Johann Nestroys (1801-1862) an den Anfang seines Kapitels iiber die
Selektion gestellt. Im ,,Original“ stammt diese tiefschiirfende Weisheit von der Kochin Peppi
Amsel aus dem 1862 uraufgefiihrten Werk Friihere Verhdltnisse. Diese Aussage passt perfekt
zu unserem Thema, und ein Nestroy-Zitat passt immer zu einem Symposium in Wien.

PIRCHNER hatte 1980 bei verschiedenen Haustierspezies noch vergleichsweise geringe Zah-
len zitiert, ndmlich zwischen 10 und 50 Letal- und Semiletal-Faktoren. In der Datenbank
OMIA (http://omia.angis.org.au/home/ Online Mendelian Inheritance in Animals) sind heute
aktuell 2835 Merkmale, Storungen oder Krankheiten bei Nutz- und Begleittieren aufgelistet,
von denen tiber 1000 einem Mendelschen Erbgang folgen. Fiir knapp 500 Erbfehler ermogli-
chen molekulargenetische Tests, Anlagetriger, also Tiere, die das Merkmal nicht zeigen, aber
die genetische Anlage tragen, zuverldssig zu diagnostizieren. 1276 Erbfehler haben das Po-
tenzial als Modelle fiir den Menschen. Deshalb freue ich mich, dass wir in der vierten Sitzung
dazu kompetente aktuelle Entwicklungen vorgestellt bekommen.

Gerade durch die enorm zunehmende Genomische Sequenzierung ist zu erwarten, dass
sich unser Wissen auf diesem Gebiet noch sehr erweitern wird. Vor drei Jahren hatten wir
bei uns an der Veterindrmedizinischen Universitit ein Symposium mit dem Titel ,,Das Gla-
serne Tier: Ein- und Ausblicke in Genome und Gene von Haustieren* (BREM 2012), wo dazu
bereits wichtige Ansitze vorgestellt worden sind. Heute wird versucht, fiir konkrete Erbfehler,
die auf kleineren SNP-Chips nicht direkt bestimmbar sind, diese fehlenden Daten durch Im-
puting zu vervollstindigen. Bei der genomischen Selektion werden Imputing-Verfahren ver-
wendet, um gesuchte Genotypen aus 3k- oder 50-k-Typisierungen auf ,high density
hochzurechnen®. Das heif3t, mit Imputing wird versucht, nicht typisierte SNPs zu bestimmen.
Dieses Vorgehen funktioniert jedoch nur dann befriedigend, wenn gewisse Vorfahren vorher
mit dem groBeren Chip bereits typisiert worden sind. Dariiber werden Sie in der zweiten Sit-
zung Niheres horen.

Die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen Erbfehler und Leistung besteht, ist fiir die
Vorgangsweise bei der Erbfehlerbekdampfung von zusitzlicher Bedeutung. Wenn kein Zusam-
menhang besteht, ist zu erwarten, dass die Allelfrequenz auch ohne gezielte MaBnahmen im
Zuchtprogramm stabil bleibt. Gegen einen Zusammenhang respektive eine Abhingigkeit
spricht, wenn beispielsweise die Allelfrequenzen bei Stieren und Kiihen gleich hoch sind, wie
sich das etwa beim Weaver-Syndrom (Bovine Progressive Degenerative Myeloenzephalopa-
thie) und der Arachnomelie zeigt. Aber bei der Spinalen Muskelatrophie (SMA) und der Spi-
nalen Dysmyelinisierung (SDM) sind die Allelfrequenzen bei Stieren hoher als bei Kiihen.
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Daher liegt hier die Vermutung nahe, dass Tiere mit heterozygotem Genotyp (Aa) besser dem
Zuchtziel entsprechen. HOESCHELE und MEINERT (1990) haben mit Hilfe von Kopplungsana-
lysen fiir Weaver festgestellt, dass in neun untersuchten Stierfamilien Trigerkiihe im Durch-
schnitt um 691 kg mehr Milch pro Laktation produzierten als Nicht-Trédgerkiihe. Eine Analyse
von FURST (2000) zeigte, dass nur 6,5 % der Kiihe hundertprozentig frei sind von SMA, Wea-
ver-Syndrom und Spinnengliedrigkeit und dass es deutlich mehr Topstiere gibt, die Anlage-
triger fiir SMA sind als solche fiir Weaver oder Arachnomelie.

Noch ein paar Anmerkungen zur Eugenik. Eugenik (zusammengesetzt aus dem altgrie-
chischen eu = ,gut’ und genos = ,Geschlecht) heifit soviel wie ,,wohlgeboren®. Der britische
Anthropologe Francis GALTON (1822-1911), iibrigens — neben vielem anderem — auch der Er-
finder des bis heute giiltigen Klassifizierungssystem der Daktyloskopie und ein Cousin von
Charles DARWIN, wandte sich, angeregt durch das Werk DARWINS, den Grundlagen der Verer-
bungslehre zu. Vor iiber 140 Jahren entwickelte er in der Eugenik oder Eugenetik die Anwen-
dung wissenschaftlicher Konzepte mit dem Ziel, durch Bevolkerungs- und Gesundheitspolitik
den Anteil positiv bewerteter Erbanlagen zu vergrofern, eine positive Eugenik. Negative Eu-
genik zielt darauf ab, negativ bewertete Erbanlagen zu verringern.

Im spéten 19. Jahrhundert bezeichnete Eugenik die Erbgesundheitsforschung, -lehre,
-pflege mit dem Ziel, erbschidigende Einfliisse und die Verbreitung von Erbkrankheiten zu
verhiiten. Im Deutschland der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts benutzte der Nationalsozia-
lismus eugenisches Gedankengut (,,Rassenhygiene®) zur Rechtfertigung von millionenfachen
Massenmorden und grausamen Menschenversuchen in Konzentrationslagern. Eugenische Be-
trachtungen spielten in der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts in vielen Léndern eine Rolle. In
den USA wurde 1896 im Bundesstaat Connecticut das erste Eugenikgesetz erlassen, welches
Menschen mit Epilepsie, geistiger Behinderung oder psychischer Erkrankung die Heirat ver-
bot. Weitere 32 Bundesstaaten der USA folgten mit dhnlichen Gesetzen. Ab Ende der 1920er
Jahre kam es in vielen nordeuropiischen Lindern wie Danemark, Schweden, Norwegen, Finn-
land, Island und Lettland zu Sterilisationsgesetzen. Den bislang letzten international 6ffentli-
chen Vorsto} formulierte James WATSON (*1928) auf dem Symposium ,,Engineering the
Human Germline* 1998 in Los Angeles mit der vielzitierten Frage: ,,Wenn wir bessere Men-
schen herstellen konnten durch das Hinzufiigen von Genen, warum sollten wir es dann nicht
tun?* Die damit angeschnittene Frage der Ziichtung des Menschen nach Maf ist eine moderne
Variante ,,positiver Eugenik*.

Die Genetik (hergeleitet vom griechischen gened = ,Abstammung‘ und génesis = ,Ur-
sprung‘) befasst sich mit den Gesetzmé@Bigkeiten und materiellen Grundlagen der Ausbildung
von erblichen Merkmalen und der Weitergabe, also Vererbung, von Erbanlagen an die nichste
Generation. Bis ins 18. Jahrhundert war Vererbung ein juristischer Begriff, der fiir natiirliche
Vorginge keine Anwendung fand. Verwandtschaftsidhnlichkeiten wurden durch das Klima, die
Ernihrung, die Art der Betitigungen usw., also durch spezifische lokale Faktoren und durch
die Lebensweise der Individuen erklirt. Irreguldre Merkmale wurden auf irregulédre Einfliisse
bei der Zeugung oder der Entwicklung des Individuums zuriickgefiihrt. Einen radikalen Um-
bruch der Vorstellungen von der Vererbung brachte die Keimbahn- oder Keimplasmatheorie
von August WEISMANN (1834—1914) in den 1880er Jahren.

Aufbauend auf Gregor MENDELS (1822-1884) exakten mathematischen Beschreibungen
wurde im Jahr 1900 diskutiert, ob rezessive Merkmale in natiirlichen Populationen allméhlich
verschwinden oder auf Dauer erhalten bleiben. Der deutsche Arzt Wilhelm WEINBERG (1862—
1937) und der britische Mathematiker Godfrey Harold HARDY (1877-1947) fanden 1908

Nova Acta Leopoldina NF 779, Nr. 402, 9-18 (2015) 15



Gottfried Brem

gleichzeitig die entscheidende Formel, die wir als Hardy-Weinberg-Gesetz kennen und die
das Gleichgewicht dominanter und rezessiver Merkmale in Populationen beschreibt. In dieser
Zeit wurden tibrigens noch Proteine und nicht Nukleinsduren als ,,Erbsubstanz® betrachtet.
Die Einsicht, dass es sich gerade umgekehrt verhilt und die Nukleinsdure als Erbsubstanz an-
gesehen werden muss, setzte sich erst 40 Jahre spiter durch.

Wenn es fiir einen Erbdefekt molekulargenetische Diagnoseverfahren gibt, ist die Tier-
zucht, erstmals in ihrer tiber 10000-jdhrigen Geschichte, in der Lage, Populationen prinzipiell
innerhalb einer einzigen Generation ginzlich von diesem Erbdefekt zu befreien. Es ist auch
moglich, die Verbreitung bestimmter Erbfehler kontrolliert zu verfolgen, wenn alle Zuchttiere
bzw. deren Nachkommen beprobt und diagnostiziert werden. Durch innovative Systeme der
Probengewinnung mittels Ohrstanzen beim Einziehen der Lebensohrmarken und Einschritt-
DNA-Isolationsverfahren konnten DNA-Analysen von ganzen Populationen mit vergleichs-
weise geringem Kostenaufwand realisiert werden.

Aufgabe der Tierzucht ist die Auswahl der richtigen Elterntiere fiir die folgende Generation.
Dabei muss auf die Freiheit von bekannten Letal- und Defektallelen geachtet werden. Durch
molekulargenetische Diagnosemoglichkeiten wird die genetische Last zunehmend zu einer
solchen. In einer Population gibt es so viele rezessive Defektallele, die im homozygoten Zu-
stand letal sind, dass jedes Individuum mehrere solcher letaler Defektallele, die auch als letale
Biirde bezeichnet werden, trigt. Ein Schitzwert ist die Zahl von durchschnittlich fiinf Letal-
dquivalenten, wobei als Letaldquivalent ein Gen bezeichnet wird, das in homozygoter Form
das Erreichen der Geschlechtsreife unterbindet.

Das war zwar auch friiher schon so, aber seit diese Letaldefekte in zunehmendem Malf3e
genetisch diagnostizierbar sind, miissten sie zum Zuchtausschluss fiihren. ,,Ledig bleiben* im
Sinne NESTROYS bzw. genereller Ausschluss von der Zuchtnutzung im tierziichterischen Sinne
ist da nicht mehr machbar. Also ,,einen nehmen mit die Fehler*? Das ist nicht unproblematisch.
So suchen wir nach Wegen, diesem Dilemma zu entkommen. Im Laufe dieses Symposiums
werden wir in der ersten und zweiten Sitzung mehrmals mit dieser Problematik konfrontiert
werden. Der Vorteil im tierziichterischen Bereich, den wir uns zu Gute halten, bei der Zucht-
wahl selektieren zu konnen, mutiert hier zur Verantwortung, mit der wir richtig umgehen miis-
sen. Dass wir auf diesem Weg vorankommen und uns in die richtige Richtung bewegen, dazu
moge dieses Symposium helfen.

Mich selbst begleitet als Tierziichter die Erbfehlerproblematik fast mein ganzes berufliches
Leben, sie war u. a. Thema meines Habilitationsvortrages in Miinchen. Als junger Tierzucht-
assistent hatte ich einen ebenso jungen Doktoranden namens Sepp HONDELE, der 1986 in seiner
Doktorarbeit ,,Felduntersuchungen iiber Kilberverluste und Missbildungen in Milchviehbe-
trieben® 5000 Geburten erfasst hat und dabei auf einen fiir uns damals neuen Erbfehler beim
Braunvieh, die sogenannte Arachnomelie (siehe Abb. Einband) oder Spinnengliedrigkeit, ge-
stoBen ist. Bei weiterfiihrenden Befragungen und Erhebungen stellte sich heraus, was wir auf
Grund unserer Daten erwartet hatten, namlich dass dieser Erbfehler in der Landeszucht durch-
aus bestens bekannt sein musste. Dem war auch so, Bauern und tierédrztliche Kollegen nannten
es ,,Glasknochenkrankheit®. Die betroffenen Kilber wurden im Misthaufen vergraben, aber
geredet wurde dariiber nur hinter vorgehaltener Hand.

Das genetische Ausmal dieses Defektes war betrichtlich. Durch Pedigree-Analysen fand
ich, dass der Gendefekt fiinf Generationen frither mit Brown-Swiss-Sperma ins Land gekom-
men war (BREM et al. 1984). Damals gab es keine Auffilligkeiten, weil der Gendefekt in der
weiblichen Braunviehpopulation nicht vorhanden war. Erst als die Sohne und Enkel der ,,Foun-
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derstiere®, die wegen der damals laufenden Umziichtung des Braunviehs iiberproportional oft
eingesetzt worden waren und dann auf zunehmend mehr weibliche Nachkommen der Anla-
getriger trafen, traten dramatisch verlaufende Geburten auf. Dramatisch deshalb, weil nicht
nur die Kélber, sondern durch den Geburtsverlauf auch die Miitter oft schwer geschidigt wur-
den. Als wir auf den Erbfehler Arachnomelie aufmerksam wurden, waren bereits 10 % der
Kiihe Anlagetriger.

Die Folge war, dass ich zum Totengridber des Braunviehs abgestempelt wurde, frei nach
dem Motto, den Uberbringer der schlechten Nachricht zum Schuldigen zu machen. Erst als
die Schweiz, wo im Nachgang zu Bayern die Arachnomelie ebenfalls gefunden wurde, kon-
sequente ziichterische Gegenmafinahmen einleitete, begann auch in Bayern ein gewisser Um-
denkungsprozess. Nach fast zwei Jahrzehnten trat die Arachnomelie dann auch beim Fleckvieh
auf. Entdeckt hat sie kurioserweise wieder der — jetzt nicht mehr junge — ehemalige Doktorand
Sepp HONDELE, der in seiner niederbayerischen Groftierpraxis den ersten Fall durch Einsen-
dung in die Tierpathologie der Ludwig-Maximilians-Universitit aktenkundig machte. Man
sieht halt, was man kennt. Ich war zu der Zeit schon in Wien und versuchte mit meinen Kol-
legen MULLER und LEEB, die beide heute hier sind, vergeblich an genetisches Material der
Merkmalstriger heranzukommen. Wir wurden von Bayern konsequent ausgebootet und durch
Verweigerung von Proben ferngehalten.

Leider ist das Bewusstsein fiir die Notwendigkeit der Bekdmpfung von Erbfehlern in der
Landeszucht nicht sehr ausgeprigt. Auf Nachfrage bestitigte mir das Institut fiir Pathologie
an unserer Universitit, dass sie im Jahr maximal eine Handvoll Erbfehler-Merkmalstriger von
Nutztieren aus ganz Osterreich zu sehen bekommen. Diese Fille seien in der einen oder an-
deren Weise so auffallend, dass sie von der Kollegenschaft als Kuriosititen fiirs Museum ein-
gestuft und deshalb eingeschickt werden. Mit einem Erbfehler-Screening hat das nicht wirklich
etwas zu tun. Erfreulicherweise gibt es aber in anderen Lédndern ziichterisch geleitete Initiati-
ven zur systematischen Erfassung von Erbfehlern, und auch dariiber werden wir héren. So
bleibt die Hoffnung, dass wir auf diesem Gebiet des priventiven Tierschutzes zu nachhaltigen
Fortschritten kommen. In diesem Sinne wiinsche ich uns allen interessante Vortrige und leb-
hafte Diskussionen.

Es bleibt mir noch, und das tue ich sehr gerne, im eigenen und stellvertretend auch in Threm
Namen, zu danken: der OAW und der Leopoldina fiir die Durchfiihrung des gemeinsamen
Symposiums, dem Prisidium der OAW fiir die Freigabe dieses herrlichen Tagungsraumes,
der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien (VUW), den Organisationen und Firmen fiir die
finanzielle Unterstiitzung und Frau Kati SPIESBERGER fiir ihren tatkraftigen und umsichtigen
Einsatz bei den technischen Vorbereitungen und der organisatorischen Durchfiihrung.

Nun aber frisch ans Werk und Gliick auf!
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Genomsequenzierungen zur schnelleren Aufklirung
von Erbkrankheiten beim Hund

Tosso LEeB ML (Bern, Schweiz)

Mit 6 Abbildungen

Zusammenfassung

Die Verfiigbarkeit einer qualitativ hochwertigen Referenzsequenz des Hundegenoms sowie die in den letzten Jahren
stark verbesserten Moglichkeiten zur genetischen Kartierung (genomweite Assoziationsstudien, Kopplungsstudien)
haben die Aufkldrung von Erbkrankheiten enorm erleichtert. Die OMIA-Datenbank weist so beim Hund beispiels-
weise 158 molekular aufgekldrte Merkmale aus, womit der Hund hier die Spitzenstellung unter den Haussédugetieren
einnimmt (Stand Mai 2013). Eine weitere Effizienzsteigerung bei der Aufkldarung von monogen bedingten Merkmalen
beim Hund wird durch die rasanten Fortschritte in der Sequenzierungstechnologie erméglicht. Die vollstidndige Re-
Sequenzierung eines Hundegenoms kostet aktuell weniger als EUR 3000,— und kann inklusive der immer noch auf-
windigen Datenanalyse innerhalb von ca. 2 Monaten durchgefiihrt werden. So verwundert es nicht, wenn diese
Technologie die friiher iiblichen Sequenzierungen von einzelnen Kandidatengenen recht schnell ablost. In dem Beitrag
werden zwei kiirzlich durchgefiihrte Forschungsprojekte zu Erbkrankheiten beim Hund vorgestellt: die angeborene
selektive Cobalamin-Malabsorption (= Imerslund-Grisbeck-Syndrom, IGS) beim Border Collie und die Skeletale
Dysplasie 2 (SD2) beim Labrador Retriever.

Abstract

In the last years the availability of a highly accurate genome reference sequence and the greatly improved technologies
for genetic mapping (genome-wide association studies, linkage analyses) have greatly facilitated the molecular elu-
cidation of hereditary diseases in dogs. The OMIA database as an example lists 158 Mendelian traits with a known
causative mutation in dogs (as of May 2013). This is by far the largest number of solved Mendelian traits for any do-
mesticated mammalian species. Further increases in the efficacy of solving Mendelian traits in dogs are being enabled
by the tremendous advances in sequencing technology. The complete re-sequencing of a dog genome currently costs
less than EUR 3.000~ and can be performed within 2 months — including the complex data analysis. It is therefore
not surprising that the new sequencing technologies are quickly replacing the traditional Sanger-based sequencing of
individual candidate genes. In this contribution two recently completed research projects on hereditary diseases in
dogs will be presented: Selective cobalamin malabsorption (= Imerslund-Grisbeck Syndrome, IGS) in Border Collies
and skeletal dysplasia 2 (SD2) in Labrador Retrievers.

1. Genetische Forschung beim Hund

Der Hund weist die groB3te phinotypische Vielfalt von allen Sdugetierarten auf. So wiegt zum
Beispiel ein erwachsener Bernhardiner tiber 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 Collies
im Vergleich zu einem Golden Retriever genannt. Diese beiden Rassen verfiigen iiber funda-
mental verschiedene Charaktereigenschaften, die von den Ziichtern durch sorgfiltige Selektion
tiber viele Generationen erzielt wurden. Diese enorme phéanotypische Diversitét hat dazu ge-
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fiihrt, dass sich Genetiker schon seit langem mit Rassehunden beschéftigen und der Hund ein
wichtiges Modelltier fiir die biomedizinische Grundlagenforschung geworden ist (PENNISI
2007, KARLSSON and LINDBLAD-TOH 2008, LEEB 2012). Die genetische Forschung an Hunden
wurde ganz entscheidend durch die Verfiigbarkeit einer qualitativ hochwertigen und gut an-
notierten Genomreferenzsequenz sowie durch die Einfithrung von SNP-Chips und von ge-
nomweiten Assoziationsstudien vorangetrieben (LINDBLAD-TOH et al. 2005, KARLSSON et al.
2007).

Die Gendefekte fiir monogen autosomal rezessiv vererbte Krankheiten konnen in einer
genomweiten Assoziationsstudie mit ca. 5-10 Fillen und ebenso vielen nicht-betroffenen Kon-
trollen zuverlissig kartiert werden. Im Falle von monogen autosomal dominant vererbten
Merkmalen werden ca. 20 Fille und ebenso viele Kontrollen fiir eine sichere Kartierung be-
notigt. Am Ende einer solchen Kartierung ldsst sich das kritische Intervall in der Regel auf
ca. 1-5 Millionen Basenpaare oder etwa 0,1 % des Hundegenoms eingrenzen.

AnschlieBend stellt sich jedoch hiufig das Problem, das in den so kartierten kritischen In-
tervallen entweder kein offensichtliches funktionelles Kandidatengen liegt oder aber mogliche
funktionelle Kandidatengene sehr grof} und komplex strukturiert sein konnen. Bis vor wenigen
Jahren war es die iibliche Praxis, fiir potenzielle Kandidatengene jedes Exon einzeln mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu amplifizieren und dann vergleichend an Fillen und Kon-
trollen zu sequenzieren. Bei einem Gen mit 50 Exons sowie vier zu untersuchenden Probanden
war das bereits ein experimentelles Programm, mit dem eine Doktorandin oder ein Doktorand
iiblicherweise mehrere Monate lang beschéftigt war. Mit den neuen Sequenzierungstechnolo-
gien ldsst sich ein Hundegenom im Labor innerhalb von 2-3 Wochen re-sequenzieren. Die
Auswertung der aus diesem Experiment resultierenden Datenmenge stellt allerdings zurzeit
immer noch eine enorme Herausforderung dar und dauert etwa einen Monat. An zwei kon-
kreten Beispielen soll im Folgenden erldutert werden, wie diese Technik erfolgreich eingesetzt
wurde.

2. Imerslund-Griasbeck-Syndrom (IGS) beim Border Collie

Cobalamin oder Vitamin B, ist ein essentieller Kofaktor fiir die Methioninsynthase und die
Methylmalonyl-CoA-Mutase und spielt somit unter anderem eine wichtige Rolle in der De-
novo-Synthese von Nukleotiden. Tiere und Menschen kénnen Cobalamin nicht selbst synthe-
tisieren, sondern sind darauf angewiesen, dieses Vitamin mit der Nahrung aufzunehmen. Fiir
die Aufnahme des Cobalamins aus der Nahrung existiert ein spezielles Transportsystem. Co-
balamin (= extrinsischer Faktor) bindet im Verdauungstrakt an ein endogenes Protein, den
Gastric Intrinsic Factor (GIF, intrinsischer Faktor). Der Komplex aus Cobalamin und GIF
wird dann von einem Rezeptor in der Schleimhaut des Diinndarms erkannt und internalisiert.
Dieser Rezeptor wird Cubam-Rezeptor genannt und besteht aus zwei Proteinuntereinheiten,
Amnionless (AMN) und Cubilin (CUBN, NIELSEN et al. 2012).

Mutationen im AMN- oder CUBN-Gen fiihren zu einer erblichen selektiven Cobalamin-
Malabsorption, die nach ihren Entdeckern in der Humanmedizin heute Imerslund-Grésbeck-
Syndrom (IGS) genannt wird (GRASBECK 2006). Das IGS wird monogen autosomal rezessiv
vererbt und kommt bei Menschen und Tieren vor. Das IGS fiihrt zu megaloblastischer Animie
(,,pernizidse Anidmie* beim Menschen), Entwicklungsverzogerungen und neurologischen
Schiden, sofern es nicht behandelt wird. Das IGS kann aber bei korrekter Diagnosestellung
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durch parenterale Supplementation mit Cobalamin ausgezeichnet behandelt werden, so dass
menschliche und tierische Patienten ein normales Leben fiihren konnen.

Beim Hund wurde das IGS bisher beim Australian Shepherd, Beagle, Border Collie, Rie-
senschnauzer und Shar-Pei beschrieben. Beim Australian Shepherd und beim Riesenschnau-
zer sind zwei unterschiedliche Mutationen im AMN-Gen fiir IGS verantwortlich, wiahrend
die genetischen Defekte in den anderen Rassen bis vor kurzem nicht bekannt waren (HE et
al. 2005).

Um den molekularen Defekt bei Border Collies mit IGS aufzukldren, wurde zunichst
eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS) mit 7 Fillen und 7 Kontrollen durchgefiihrt
(OwczAREK-LIPSKA et al. 2013). Diese Analyse ergab ein Signal auf Chromosom 2. Eine sich
daran anschliefende Homozygotiekartierung ergab, dass alle 7 Fille in einem Bereich von
3,53 Mb homozygot fiir einen einzigen Haplotyp waren. Daraus wurde geschlossen, dass die

kausale genetische Variante in diesem 3,53 Mb groflen Bereich auf Chromosom 2 liegen
sollte (Abb. 1).

>

-log (P-Wert)

-log (P-Wert}

3,53 Mb

Abb. 1 Kartierung der ursédchlichen Variante fiir IGS in Border Collies (OWCZAREK-LIPSKA et al. 2013). (A) Eine ge-
nomweite Assoziationsstudie (GWAS) mit 7 Fllen und 7 Kontrollen ergab eine signifikante Assoziation von Markern
auf dem Chromosom 2 mit dem Merkmal IGS. (B) Eine Vergroerung des Chromosoms 2 zeigt ein etwa 5 Mb groBes
assoziiertes Intervall. (C) Homozygotiekartierung der 7 Fille. Homozygot identische Haplotypblocke sind blau dar-
gestellt. Der gemeinsame Bereich umfasst 3,53 Mb und definiert das kritische Intervall von Position 17 283 880 bis
20 818 258, wobei sich die Koordinaten auf das CanFam-3.1-Referenzgenom beziehen.

Das kritische Intervall enthielt mit dem CUBN-Gen dariiber hinaus auch noch ein ausgezeich-
netes funktionelles Kandidatengen fiir IGS. Da das CUBN-Gen mit seinen 67 Exons sehr
grof} ist, wurde die Mutationsanalyse nicht iiber die konventionelle PCR-Amplifikation aller
einzelnen Exons, sondern iiber eine Gesamtgenomsequenzierung (whole genome sequencing,
WGS) durchgefiihrt. Die Sequenzierung des Genoms eines IGS-betroffenen Border Collies
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mit 10-facher Abdeckung auf einem illumina-HiSeq-Gerit ergab ca. 2,5 Millionen homo-
zygote Varianten im Vergleich zur Referenzgenomsequenz eines gesunden Boxers. Im
kritischen Intervall auf Chromosom 2 wurden 3173 homozygote Varianten entdeckt, von
denen 17 nicht-synonym waren. Ein Vergleich von 12 weiteren Hundegenomen aus anderen
Forschungsprojekten ergab, dass nur 3 von diesen 17 nicht-synonymen Varianten exklusiv
bei dem Border Collie mit IGS vorkamen. Diese drei Varianten wurden dann an gréBeren
Kohorten von Hunden genotypisiert, wodurch noch eine weitere Variante wegen unvoll-
stdndiger Assoziation mit dem Phidnotyp ausgeschlossen werden konnte. Nach diesen gene-
tischen Analysen bleiben also zwei nicht-synonyme Varianten im kritischen Intervall iibrig,
die in starkem Kopplungsungleichgewicht standen und perfekt mit dem Phénotyp assoziiert
waren. Eine dieser Varianten betraf das Mannoserezeptor C, Typ 1-Gen (MRC1), die zweite
Variante befand sich im CUBN-Gen. Da Mrc1-defiziente Miuse keinen klinisch auffélligen
Phénotyp zeigen und gleichzeitig CUBN eine bekannte essentielle Rolle im Cobalamin-Stoff-
wechsel spielt, wurde daraus gefolgert, dass die CUBN-Variante hochstwahrscheinlich die
kausale genetische Lésion fiir IGS bei den untersuchten Border Collies darstellt. Es handelte
sich um eine Deletion von einer Base, die zu einer Leserahmenverschiebung und einem vor-
zeitigen Stoppcodon in der kodierenden Sequenz des CUBN-Gens fiihrt (c.8392delC;
p-Q2798Rfs*3, Abb. 2). Diese Deletion war perfekt mit dem IGS-Phénotyp in einer Kohorte
von 200 Border Collies assoziiert und kam nicht in 357 Hunden anderer Rassen vor. Unter
den 200 Border Collies befanden sich 12 heterozygote Hunde, was einer Tragerfrequenz von
6,2 % entspricht (OwWCZAREK-LIPSKA et al. 2013). Durch die Identifizierung der vermeintlich
kausalen Variante konnen Anlagetriger nun durch einen Gentest erkannt werden. Die Zucht
kann damit so gesteuert werden, dass keine IGS-betroffenen Border Collie-Welpen mehr ge-
boren werden.
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Abb. 2 Bestitigung der Deletion im CUBN-Gen durch Sanger-Sequenzierung (OWCZAREK-LIPSKA et al. 2013). Die
Elektropherogramme eines homozygot freien (,,wildtype®), eines heterozygoten (,,carrier*) und eines betroffenen
Hundes (,,affected) sind dargestellt. Pfeile bezeichnen die Position der Deletion, welche zu einer Leserahmenver-
schiebung und einem vorzeitigen Stoppcodon fiihrt.
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Durch die vollstindige Genomsequenzierung eines IGS-betroffenen Beagles konnte kiirzlich
auch in dieser Hunderasse eine weitere vermeintlich kausale Deletion im CUBN-Gen aufge-
spiirt werden (DROGEMULLER et al. 2014).

3. Skeletale Dysplasie 2 (SD2) beim Labrador Retriever

Die Korpergrofe ist ein Lehrbuchbeispiel fiir ein polygenes Merkmal. Sie weist einerseits eine
hohe Erblichkeit auf, und andererseits fillt es schwer, alle genetischen Faktoren, die die Gro3e
beeinflussen, zu identifizieren (VISSCHER et al. 2010, LANGO ALLEN et al. 2010). Eine wertvolle
Hilfe bei der Entschliisselung dieses komplexen Merkmals sind spontane Mutationen mit gro-
Ben Effekten, weil damit Gene identifiziert werden konnen, die an der Determination der Kor-
pergrofe beteiligt sind und bei denen vielleicht andere Varianten mit kleineren Effekten zur
natiirlichen Variation des Merkmals beitragen.

Bei Menschen sind mehr als 450 skeletale Dysplasien, also erbliche Stérungen mit deut-
lichen Auswirkungen auf das Skelett, beschrieben (ALANAY und LACHMAN 2011). Auch beim
Hund sind einige vergleichbare Phinotypen beschrieben worden. Am bekanntesten sind hier
sicherlich die chondrodystrophischen Hunderassen, wie z. B. der Teckel, bei denen eine zu-
sétzliche retrotransponierte Kopie des FGF4-Gens den kurzbeinigen Phénotyp verursacht
(PARKER et al. 2009). Beim Labrador Retriever ist die Okuloskeletale Dysplasie (OSD) be-
kannt, welche durch eine Mutation im COL9A3-Gen fiir die a3-Untereinheit des Kollagen
IX verursacht wird (GOLDSTEIN et al. 2010). Eine weitere hochgradige skeletale Dysplasie
ohne Beteiligung der Augen beim Labrador Retriever wurde zwar phénotypisch charak-
terisiert, aber die ursidchliche Mutation konnte bisher nicht gefunden werden (SMIT et al.
2011).

In einem Projekt unter Federfiihrung der Universitdt Bern wurde eine milde Wachstums-
storung beim Labrador Retriever untersucht, die seit einigen Jahren vor allem in jagdlich ge-
nutzten Arbeitslinien dieser Rasse auftritt (FRISCHKNECHT et al. 2013). Betroffene Hunde
weisen einen disproportionierten Zwergwuchs mit zu kurzen Beinen auf. Weitere gesundheit-
liche Beeintrichtigungen, wie z. B. sekundére Arthrosen, sind jedoch nicht bekannt. Dieser
Phinotyp wurde im Lauf des Projekts ,,Skeletale Dysplasie 2 (SD2)*“ genannt (Abb. 3).

Eine Stammbaumanalyse ergab, dass SD2 monogen autosomal rezessiv vererbt wird,
wobei einzelne Hunde aufgrund der normalen Schwankung in K6rpergrofie und Proportionen
nicht eindeutig phédnotypisiert werden konnten (Abb. 4). Zur Kartierung der ursédchlichen ge-
netischen Variante wurde eine GWAS mit 23 Fillen und 37 Kontrollen durchgefiihrt. Diese
Analyse ergab ein deutliches Signal auf Chromosom 12. Das kritische Intervall unter diesem
Assoziationssignal konnte durch eine Homozygotiekartierung auf 4,44 Mb eingeengt werden
(Abb. 5).

In diesem kritischen Intervall befanden sich 171 annotierte Gene und Loci. Um einen voll-
standigen Uberblick iiber alle Varianten in diesen Genen zu bekommen, wurde das Genom
eines SD2-betroffenen Labrador Retrievers mit etwa 30-facher Abdeckung sequenziert. Auch
dieser Hund wies iiber das gesamte Genom etwa 2,5 Millionen homozygote Varianten im Ver-
gleich zur Boxer-Referenz-Genomsequenz auf. Im kritischen Intervall wurden 10508 homo-
zygote Varianten detektiert, von denen 92 als nicht-synonym klassifiziert wurden. Die
Genotypen an diesen 92 Positionen wurden in insgesamt 13 Hundegenomen anderer Rassen
untersucht und alle Varianten ausgeschlossen, die auch in anderen Rassen als dem Labrador
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Abb. 3 Phinotyp Skeletale Dysplasie 2 (SD2) beim Labrador Retriever (FRISCHKNECHT et al. 2013). (A) Bei diesem
SD2-betroffenen Hund kann man den milden disproportionierten Zwergwuchs erkennen. Fiir die Korperldnge sind
bei diesem Labrador Retriever die Beine etwas zu kurz. (B) Eine SD2-betroffene Mutter (/inks) neben ihrer nicht-be-
troffenen Tochter (rechts). (C) Drei Wurfgeschwister. Bei dem ménnlichen Fall (,,male case®) sind die zu kurzen und
in diesem Fall auch zu stark gekriimmten Vorderbeine zu erkennen. (D) Rontgenaufnahme von Radius und Ulna eines
12 Monate alten nicht-betroffenen Labrador Retrievers. (E) Die Rontgenaufnahme eines SD2-betroffenen Bruders
zeigt auler den verkiirzten und etwas stiarker gekriimmten Rohrenknochen keine weiteren pathologischen Veridnde-
rungen.

Retriever vorkamen. Damit verblieben dann noch 5 nicht-synonyme Varianten im kritischen
Intervall, die exklusiv bei dem SD2-betroffenen Labrador Retriever auftraten.

Diese 5 Varianten wurden an groferen Kohorten von Hunden genotypisiert, wobei abermals
zwei Varianten iibrigblieben, die in starkem Kopplungsungleichgewicht standen und perfekt mit
dem SD2-Phénotyp in tiber 700 Hunden assoziiert waren. Beide Varianten wurden nur in Labra-
dor Retrievern, aber nicht in Hunden anderer Rassen gefunden. Eine der beiden Varianten betraf
das Lymphotoxin A-Gen (LTA), welches keine bekannte Rolle in der Skelettbildung hat. Die an-
dere Variante im COLI1A2-Gen fiihrte zu einem Aminosdureaustausch in der a2-Untereinheit
des Kollagen XI (c.143G>C; p.R48P). COL11A2 ist ein bekannter Bestandteil der Wachstums-
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Abb. 4 Stammbaum von 33 Labrador Retrievern mit disproportioniertem Zwergwuchs (FRISCHKNECHT et al. 2013).
Betroffene Hunde sind als ausgefiillte Symbole dargestellt. Ein Hund, der ebenfalls zwergwiichsig war, aber nicht
die SD2-Mutation trug, ist rot dargestellt. Bei diesem Hund wird vermutet, dass er einen anderen genetischen Defekt
hat, der den Zwergwuchs und eine zusitzliche Deformation einer Pfote verursacht. Dieser Stammbaum ist mit einem
monogen autosomal rezessiven Erbgang vereinbar. Das mit einem Pfeil bezeichnete minnliche Tier am oberen Rand
der Abbildung wurde 1966 geboren und konnte das Griindertier fiir SD2 sein.

fugen langer Rohrenknochen. Beim Menschen sind zahlreiche Mutationen im COLI1A2-Gen
beschrieben, die zu verschiedenen relativ schwerwiegenden skeletalen Dysplasien und/oder Taub-
heit fiihren. Aufgrund der Daten von Mensch und auch Collla2-defizienten Mdusen wurde ge-
folgert, dass die Variante im COLIIA2-Gen die wahrscheinlichste Ursache fiir SD2 beim
Labrador Retriever darstellt. Der relativ milde Phianotyp bei Labrador Retrievern diirfte vermut-
lich dadurch zu erklédren sein, dass sich der Aminosédureaustausch ganz am N-Terminus, noch
vor der tripelhelikalen Domine des Kollagenmolekiils befindet und somit nur eine geringgradige
Beeintriachtigung der Proteinfunktion verursacht. Eine Genotyp-Phénotyp-Korrelation ergab,
dass Labrador Retriever mit dem homozygot varianten Genotyp im Durchschnitt eine um 6 cm
verminderte Schulterhthe gegeniiber heterozygoten oder homozygot freien Hunden aufwiesen
(Abb. 6).

In einer Kohorte von ca. 700 Labrador Retrievern betrug die Haufigkeit von heterozygoten
Anlagetriagern etwa 12,2 %. Durch die Forschungsarbeiten steht nun auch hier ein Gentest
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Abb. 5 Kartierung der urséchlichen Variante fiir SD2 in Labrador Retrievern (FRISCHKNECHT et al. 2013). (A) Eine
genomweite Assoziationsstudie (GWAS) mit 23 Fillen und 37 Kontrollen ergab eine signifikante Assoziation von
Marker auf dem Chromosom 12 mit dem Merkmal SD2. (B) Ein Vergroerung des Chromosoms 12 zeigt ein etwa
18 Mb grofes assoziiertes Intervall. (C) Homozygotiekartierung der 23 Félle. Homozygot identische Haplotypblocke
sind blau dargestellt. Der gemeinsame Bereich bei 22 der 23 Fille umfasst 4,44 Mb und definiert das kritische Intervall
von Position 467 795 bis 4906914, wobei sich die Koordinaten auf das CanFam3.1-Referenzgenom beziehen. Der
23. Fall trug nicht den assoziierten Haplotyp und wurde als Phinokopie eingestuft. Es handelt sich um den rot darge-
stellten Hund aus dem Stammbaum in Abb. 4, welcher auch einen besonders schweren Phénotyp mit einer zusétzlichen
Deformation einer Pfote aufwies.

zur Verfiigung, mit dem wirksam gegen dieses Allel selektiert werden kann. Die Daten zeigen
aber auch, dass Varianten im COL11A2-Gen nicht, wie bisher vermutet, zwangsldufig zu sehr
schwergradigen Phinotypen fiihren miissen. Die Befunde bei den Labrador Retrievern werfen
die Frage auf, ob es vielleicht Varianten im COL11A2-Gen gibt, die einen so geringen Einfluss
auf die Struktur oder Menge des Proteins haben, dass sie nicht in einem pathologischen Phi-
notyp resultieren, sondern zur normalen Variation von Korpergro3e und Morphologie bei-
tragen.
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Abb. 6 Genotyp-Phinotyp-Korrelation fiir SD2 bei Labrador Retrievern (FRISCHKNECHT et al. 2013). Die Abb. zeigt
die Schulterhohen von ménnlichen und weiblichen Labrador Retrievern mit den drei unterschiedlichen Genotypen
an der vermeintlich kausalen COL11A2:c.143G>C-Variante. Die Abb. verdeutlicht sehr schon, dass die SchulterhGhe
ein quantitatives Merkmal mit einer nahezu kontinuierlichen Verteilung ist. Es ist also nicht moglich, nur anhand der
Schulterhohe einen SD2-Phénotyp zu diagnostizieren. Umgekehrt ist die Schulterh6he von Hunden, die homozygot
den varianten Genotyp tragen, signifikant und im Durchschnitt um etwa 6 cm niedriger als die Schulterhohe in den
beiden anderen Genotypklassen. Der zwergwiichsige Hund, der die urséchliche Mutation nicht trug, ist als roter Kreis
dargestellt. Der gleiche Hund wurde auch in den Abb. 4 und 5 erwihnt.

4. 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. Die beiden wichtigsten Technologien sind die genomweite
Assoziationsstudie (GWAS) zur Kartierung der ursédchlichen Varianten sowie die Gesamtge-
nomsequenzierung (WGS) zur Ermittlung moglichst vollstindiger Listen aller vorkommenden
Variationen. Die Aufkldrung von Erbfehlern bei Begleittieren erlaubt einerseits ihre ziichteri-
sche Bekidmpfung mit Hilfe von Gentests und liefert andererseits wichtige Erkenntnisse fiir
die biomedizinische Grundlagenforschung.
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Strukturelle Genomverinderungen des caninen
Mammakarzinoms und deren Nachweis in
zirkulierenden Nukleinsiuren
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URNOVITZ,” Stephan NEUMANN,' und Ekkehard Schutz"? (Géttingen)

Mit 3 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

Strukturelle und numerische chromosomale Aberrationen wurden bei fiinf caninen Mammatumoren mittels ,,next
generation sequencing® untersucht. Dabei konnten umfangreiche und sehr heterogene tumor-spezifische Verinde-
rungen der DNA nachgewiesen werden. Die tumor-spezifischen DNA-Signaturen konnten auBerdem in der zirkulie-
renden DNA (cfDNA) der Patientinnen detektiert werden. Eine chromosomale Deletion auf Chromosom 27 konnte
in ca. 60 % aller Mammatumoren identifiziert werden und enthielt das Tumorsuppressor-Gen PFDN5 (Prefoldin-
Subunit 5).

Zur Untersuchung des postoperativen Verlaufs wurde ein tumor-spezifischer DNA-basierter Nachweis bei einer
Hiindin entwickelt. Das entsprechende Amplifikat wurde vor der Operation und in zwei weiteren Blutproben, die 83
und 89 Wochen nach der Operation entnommen wurden, nachgewiesen. Der postoperative Nachweis des Amplifikats
deutete auf eine bereits erfolgte Metastasierung hin, die durch eine Computertomographie bestitigt werden konnte.

Der Nachweis tumor-spezifischer DNA-Signaturen in zellfreier zirkulierender DNA (cfDNA) im Serum von Pa-
tienten erdffnet neue Moglichkeiten einer nicht-invasiven klinischen Tumordiagnostik.

Abstract

Structural and copy number variations of chromosomes were analysed in five canine mammary tumours by next gener-
ation sequencing. A plethora of relatively heterogenous aberrations were identified. The tumour-specific DNA signatures
were also detectable in cell-free circulating nucleic acids (cfDNA). One chromosomal deletion on chromosome 27 har-
bouring the tumour-suppressor gene PFDN5 (prefoldin subunit 5) was detected in approximately 60 % of all tumours.

To analyse the postoperative development, a tumour-specific DNA-based assay was designed for one patient. The
specific amplicon was detected before and in two further blood samples taken 83 and 89 weeks after surgery. The
postoperative presence of the specific amplicon indicated that the tumour had already metastasised. This was con-
firmed by computed tomography.

The detection of tumour-specific DNA signatures in cell-free circulating DNA in the serum of patients opens new
possibilities in non-invasive clinical tumour diagnostics.

1. Einleitung

Gesdugetumoren sind mit etwa 50 % die hiufigste Neoplasie beim weiblichen Hund, die in
ca. 60 % der Fille bosartig sind. Hierbei handelt es sich vorwiegend um Adenokarzinome bzw.
Karzinome. In der Kleintierklinik des Tierdrztlichen Instituts liegt die Haufigkeit von Mam-
matumoren bezogen auf die Patientenanzahl (n = 9265 in 3 Jahren) bei 0,98 %.

1 Tierérztliches Institut, Georg-August-Universitidt Gottingen.
2 Chronix Biomedical GmbH, Géttingen.
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Die Genomanalyse von Tumoren mittels Sequenzierung gewinnt fiir die onkologische For-
schung zunehmend an Bedeutung. Hierbei stehen die Untersuchung tumorbiologischer Grund-
lagen und die Entwicklung individueller prognostischer Marker im Vordergrund. Die
Untersuchung caniner Tumorgenome im Vergleich zu humanen Tumoren kann besonders zur
Aufdeckung allgemeiner Tumorentstehungsmechanismen beitragen.

Kennzeichnend fiir die Mehrzahl maligner Zellen sind strukturelle Variationen (SV), z. B.
groB3e Duplikationen, Deletionen oder Translokationen. Mit der Charakterisierung von chro-
mosomalen Bereichen, die in bestimmten Karzinomen hiufig strukturelle Variationen aufwei-
sen, konnten in Zukunft auch diagnostische Biomarker zur Unterscheidung von benignen und
malignen Tumoren entwickelt werden. Zirkulierende Nukleinsduren (CNA), die aus dem Blut-
serum/-plasma extrahiert werden, konnen hier als nicht-invasive diagnostische Biomarker die-
nen. CNA finden sich im Blut von gesunden und kranken Individuen und stammen im
Wesentlichen aus apoptotischen Zellen des Korpers. Chromosomenverdnderungen aus apo-
ptotischen Karzinomzellen sind im Blut nachweisbar.

In der vorliegenden Studie wurde die DNA von fiinf malignen Tumoren mittels Mate-Pair-
Sequenzierung auf strukturelle Variationen untersucht. Mit dieser Technik werden kurze Rand-
sequenzen von 1-3 kb groBen Fragmenten genomischer DNA generiert. Durch die
Positionierung der Randsequenzpaare auf dem Referenzgenom konnen strukturelle Variationen
des untersuchten Genoms identifiziert werden. Des Weiteren erfolgt die Auswertung der Se-
quenzdaten durch die Analyse der erzeugten Sequenzabdeckung, eine hohere Anzahl von er-
zeugten Sequenzen eines chromosomalen Abschnitts in der Tumorprobe im Vergleich zu einer
genomischen Kontrollprobe spricht dabei fiir eine Amplifikation, eine geringere Abdeckung
fiir eine Deletion.

2. Material und Methoden

Die Blut- und Gewebeproben stammten von fiinf Hiindinnen verschiedener Rassen, bei denen
eine Mastektomie durchgefiihrt wurde. Histologisch wurden vier Tumoren als Adenokarzinom
und einer als Osteosarkom klassifiziert. Aus dem homogenisierten Tumorgewebe und den
Leukozyten des jeweiligen Tieres wurde die genomische DNA extrahiert. Aulerdem wurde
die zirkulierende DNA aus 0,5 ml Plasma mit dem High Pure Viral Nucleic Acid Extraction
Kit (Roche Applied Science) extrahiert.

Die Leukozyten- und die Tumor-DNA wurden per Ultraschall auf eine Linge von ca. 3 kb
fragmentiert und nach dem ,,Mate-Paired Library Preparation‘-Protokoll fiir die Next-Gene-
ration-Sequenzierung im SOLiD 4+ (Life Technologies) bearbeitet. Die Kartierung der erhal-
tenen Fragmente erfolgte mit Hilfe des Programms Bioscope (Version 1.2) auf dem caninen
Referenzgenom (build 2.1, NCBI).

Die Analyse der Abdeckungstiefe erfolgte mittels des R-Paket cnv-seq (X1E und TAMMI
2009). Mit Hilfe des Programms SVDetect (ZEITOUNI et al. 2010) wurden aus den abnormal
kartierten Sequenzpaaren putative strukturelle Variationen des Tumors identifiziert und auf
Auftreten in der Leukozyten-DNA des gleichen Tieres iiberpriift. Strukturelle Variationen, fiir
die ein gleichartiges abnormal kartiertes Sequenzpaar innerhalb eines 3 kb-Fensters in der
Leukozyten-DNA detektiert wurde, wurden eliminiert. In einem zweiten Schritt wurden alle
putativen Tumor-SV gegen die Leukozyten-DNA aller Tiere gefiltert. Es wurden 83 struktu-
relle Variationen per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) iiberpriift.
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Zur Validierung einer Deletion des PFDN5-Genlocus (Cfa27:4.910.008-4.913.488) wurde
eine digitale Real-time-PCR entwickelt. Primer und entsprechende Hydrolyse-Sonden wurden
innerhalb des PFDN5-Locus und fiir den in allen Tumoren als diploid gefundenem FGF5-
Locus (Kontrollamplicon, Cfa32:7.473.035-7.492.885) konstruiert. Die DNA von 10 Tumor-
und Leukozytenproben wurde in einer Konzentration von 0.5 haploiden Genomiquivalenten
(ca. 1.65 pg) pro Reaktion eingesetzt. Die digitale PCR wurde in 192 Reaktionen (5 ul) in
einem LightCycler480 durchgefiihrt.

Fiir eine im Tumor von Tier 49 aufgetretene Fusion von Cfa27 und Cfa35 wurde in gleicher
Weise eine digitale PCR durchgefiihrt; als Kontrolle diente hier ebenfalls das FGF5-Amplicon.
Untersucht wurden die Leukozyten-DNA, Tumor-DNA und CNA aus einer am Operationstag
entnommenen Plasmaprobe sowie CNA aus Plasma, das 83 und 89 Wochen postoperativ ent-
nommen wurde.

3. Ergebnisse und Diskussion

Die fiinf untersuchten Tumoren stellen sich in ihrer genomischen Strukturvarianz als heterogen
dar. Bei Tumor 49 gab es auf den Chromosomen 11, 20, 27 und 35 markante Abweichungen.
Deletionen bzw. Amplifikationen ganzer Chromosomen konnten bei Tumor 30 und 47 beob-
achtet werden. GroBere Abschnitte der Chromosomen 6 und 21 waren bei Tumor 30 deletiert.
Bei Tumor 52 fanden sich u. a. auf Chromosom 18 und auf Chromosom 10 Verdnderungen in
der Kopienanzahl. Das Genom des Tumors 35 zeigt nur vereinzelte kleinere Deletionen und
weist insgesamt die wenigsten Variationen auf.

Eine Deletion des PFDN5-Genlocus konnte mit Hilfe der Sequenzierung bei drei der fiinf
untersuchten Tumorgenome detektiert und mittels eines digitalen PCR-Assays bestétigt wer-
den. AuBlerdem wurde die PFDNS5-Deletion auch in drei weiteren von insgesamt fiinf zusétz-
lich untersuchten Tumorproben und somit in insgesamt 60 % nachgewiesen. PFDN5 (auch
c-Myc-Modulator 1 (MM1)) ist ein potentieller Tumorsuppressor, der die Expression von c-
Myc unterdriickt (FUulokA et al. 2001). Anhand der weiterhin durchgefiihrten Analyse der
anormal kartierten Endsequenzpaare konnten die in Tabelle 1 dargestellten strukturellen Va-
riationen der Tumorgenome detektiert werden. Wie auch die Analyse der Abdeckungstiefe
zeigen diese Ergebnisse, dass Tumorgenome starke strukturelle Heterogenitit aufweisen.

Tab. 1 Genomverinderungen nach Filterung gegen fiinf Leukozyten-Kontrollgenome

T49 T47 T30 T52 T35
Gesamt 40 8 35 2 0
Duplikation 2 0 0 0
Insertion 3 2 2 1 0
Deletion 8 0 23 0 0
Translokation 15 5 1 0
Inversion 12 1 6 0 0

Die strukturellen Variationen des Tumors 49 stellen sich als besonders komplex heraus. In
Abbildung 1 sind die beiden Chromosomen (Cfa27 und Cfa35) als CIRCOS-Graph dargestellt.
Im duBeren Ring ist das Verhiltnis der Abdeckungstiefe von Tumor- zu Leukozytenprobe dar-
gestellt. Beide Chromosomen weisen Bereiche mit multiplizierter Kopienzahl auf. Die ver-
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bindenden Linien im Inneren des Graphen zeigen die Positionen von Sequenzpaaren, die ver-
schiedene Fusionsstellen zwischen den beiden Chromosomen iiberspannen. Mittels einer di-
gitalen PCR, mit fiir eine Fusionsstelle spezifischen Primern, konnte die DNA des Tumors
auch in der CNA des entsprechenden Tieres nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Ko-
pien des Kontrollamplicons konnten in der prioperativ entnommenen Plasmaprobe 10 % des
fusionierten Cfa27:Cfa35-Chromosoms nachgewiesen werden (Abb. 2).

Abb. 2 Nachweis eines tumorspezifischen Fusionsfragments in zellfreier zirkulierender DNA (cfDNA) der Hiindin
49. Die Abbildung zeigt die Auftrennung des tumorspezifischen Fusionsfragments (/inke Seite) und eines Kontroll-
fragments (rechte Seite) in einem 2 %igen Agarosegel. Die cfDNA-Isolierung erfolgte aus Tumor 49 (T), ,,buffy coat*
(Leukozyten, BC), vor der Operation (CNA Pre-OP) sowie 83 bzw. 89 Wochen nach der Operation (CNA
Post83/Post89). Die GroBen der DNA-Fragmente sind in Basenpaaren angegeben (100, 200).
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Die untersuchten Plasmaproben, die 83 und 89 Wochen nach der Mastektomie entnommen
wurden, zeigten im gleichen Assay noch 4,9 % bzw. 4,3 % des fusionierten Chromosoms. Die
immer noch nachweisbare Fusion lie} auf das Vorliegen einer Metastase des Tumors schliefen.
Bei einer daher durchgefiihrten computertomographischen Untersuchung dieses Tieres wurden
ein vergroferter regionaler Lymphknoten und verdichtige Bereiche im Lungenparenchym
festgestellt (Abb. 3). Diese klinischen Befunde werden, wie auch die strukturellen Verinde-
rungen in der CNA, weiter beobachtet.

Abb. 3 Nachweis einer thorakalen Metastase bei Hiindin 49 mittels Computertomographie. Die Abbildung zeigt den
Thorax der Hiindin 49 in zwei Ebenen. Die Pfeile markieren die Lage der Metastase im Lungenparenchym.

Zusammenfassend konnten bei den untersuchten malignen Mammatumoren strukturelle Ge-
nomaberrationen nachgewiesen werden, deren Korrelat im Plasma als Tumorbiomarker an-
wendbar erscheint (BECK et al. 2013).
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Die Genetik der Gesiaugequalitiit beim Schwein

Klaus WIMMERS (Dummerstorf)

Mit 3 Abbildungen

Zusammenfassung

Insbesondere bei steigender Wurfgrofie ist die Ausbildung eines symmetrischen Gesduges mit mindestens 14 funk-
tionellen Zitzen ein wesentlicher Faktor fiir eine gute Aufzuchtleistung von Sauen und geringe Ferkelsterblichkeit.
Die Anzahl Zitzen ist ein moderat heritables Merkmal, fiir das auf fast allen Chromosomen des Schweines QTL-Re-
gionen gezeigt wurden. Die QTL haben Effekte, die 0,5 bis 1,5 Zitzen entsprechen. Dabei wurden erwiinschte QTL-
Allele in den verschiedenen parentalen Populationen der in Kopplungsanalysen genutzten experimentellen Kreuzungen
gefunden. Die hiufigste Gesdugeanomalie stellen die Stiilpzitzen dar, die zu einer Reduktion der Anzahl funktioneller
Zitzen fiihrt. Auch fiir die Anfilligkeit zur Auspragung von Stiilpzitzen wurden in einer experimentellen Kreuzungs-
population eine Reihe von QTL identifiziert, von denen QTL auf den Chromosomen 3,4, 6 und 11 auch in kommer-
ziellen Mutterlinien gefunden wurden. Die vergleichende Analyse des Transkriptoms von mesenchymalem und
epithelialem Gewebe von Stiilpzitzen und gesunden Zitzen mit genomweiten sowie applikationspezifischen Mikro-
arrays weist auf differenzielle Expression in Signalwegen der mesenchymal-epithelialen Kommunikation sowie Re-
aktionswegen des Zellwachstums, der Zelladhésion und Zellkommunikation hin. Untersuchungen von fetalen Geweben
unterstreichen, dass schon wihrend der prinatalen Entwicklung die Morphologie und Funktion des Gesiduges, ein-
schlieBlich der Ausprigung von Stiilpzitzen, angelegt wird. Die Signalkaskaden von Wachstumsfaktoren spielen dabei
eine wichtige Rolle, und Assoziationen einer Reihe von Genen in diesem Reaktionsweg konnten gezeigt werden.

Abstract

In pig breeding litter size is an important characteristic of efficiency. The mothering ability of the sow, which is related
to the number of functional teats, plays an important role to warrant low piglet mortality. Teat number is a moderately
heritable trait, and QTL were detected on most swine chromosomes. Typically, the QTL explain differences of 0.5 to
1.5 in teat number. Desirable alleles segregate among different parental populations that were used in the linkage
studies. The inverted teat defect is the most important disorder of the mammary complex in pigs. A number of QTL
for the liability to emerge inverted teats were detected in an experimental crossbreeding population and QTL on chro-
mosomes 3,4, 6 and 11 were confirmed in commercial lines. Comparative expression studies using the whole-genome
catalogue as well as application-specific microarrays of epithelial and mesenchymal tissues of normal and inverted
teats revealed differential expression of genes related to ‘cell maintenance, proliferation, differentiation and replace-
ment’, ‘organismal, organ and tissue development’ and ‘cell-to-cell signaling and interaction’. The differential ex-
pression at fetal stages likely reflects the prenatal initiation of postnatal phenotypes concerning the number and shape
as well as functionality of teats. In particular genes encoding members of canonical pathways of growth factor sig-
naling were highlighted, and associations with emergence of inverted teats were shown.

1. Einleitung
Die Anzahl abgesetzter Ferkel ist in der Sauenhaltung entscheidend fiir das betriebswirtschaft-

liche Ergebnis. In den letzten Jahren konnte die Anzahl lebend geborener Ferkel pro Sau kon-
tinuierlich erhoht werden. Auch die Aufzuchtleistung der Muttertiere muss entsprechend
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gesteigert werden, wofiir neben der Homogenitit der Wiirfe, der Geburtsgewichte und der
Miitterlichkeit, die Milchmenge und die Qualitit der Gesduge hinsichtlich Form und die An-
zahl funktioneller Zitzen wichtig ist, damit erhohte Ferkelzahlen nicht mit steigenden Verlusten
einhergehen.

Die Milchdriise (Mamma) ist eine modifizierte apokrine Hautzelle. Diese verzweigte, tu-
buloalveoldre Driise versorgt Neugeborene mit Néhrstoffen und spielt auerdem fiir die passive
Immunisierung iiber die Kolostralmilch in den ersten Stunden nach der Geburt eine wichtige
Rolle. Die Entwicklung der Milchdriise besteht aus der Mammogenese (Entwicklung des Drii-
senkomplexes), der Laktogenese oder der Galaktogenese (Einsetzen der Laktation), der Galak-
topoese (Aufrechterhaltung der Laktation), der Galaktokinese (Ausschiittung der Milch) und
der Involution (Riickbildung der Milchdriise) am Ende der Laktation. Diese Differenzierungs-,
Proliferations- und Involutionsprozesse der Milchdriise finden entlang der Ontogenese wih-
rend der prinatalen, juvenilen prapubertidren und pubertiren Entwicklung einmalig und wihrend
der Graviditit und Laktation wiederholt statt.

Auf Merkmale der Gesdugemorphologie wird bei Mutterlinien konsequent selektiert; sym-
metrische Gesiduge mit mindestens 14 funktionellen Zitzen werden in Mutterlinien gefordert.
Fiir das Merkmal Anzahl Zitzen wurden Heritabilititen zwischen 0,1 und 0,5 geschitzt sowie
eine Reihe von QTL identifiziert.

,Quantitative Trait Loci‘ (QTL) fiir die Anzahl funktioneller und nicht-funktioneller
Zitzen.

Die QTL-Datenbank (PigQTLdb, Hu et al. 2013) weist 84 QTL fiir das Merkmal Zitzen-
anzahl aus, die iiber alle Chromosomen (SSC) des Schweins aufler SSC 9, 13, 14 und 18 ver-
teilt vorkommen. Die additiven Effekte der QTL bedeuten, dass die verschiedenen homozygoten
Trager der QTL-Allele eine um etwa 0,5 bis 1,5 unterschiedliche Anzahl an Zitzen aufweisen.
Dabei fillt auf, dass in den unterschiedlichen experimentellen Kreuzungspopulationen, die in
den Kopplungsanalysen eingesetzt wurden, die erwiinschten Allele der diversen QTL von ver-
schiedenen parentalen Rassen vererbt werden. In den experimentellen Kreuzungen der Uni-
versitit Hohenheim (Wildschwein x Pietrain, Wildschwein x Meishan, Meishan x Pietrain)
z. B. wurden QTL-Allele mit erwiinschtem Effekt sowohl aus der Meishan- als auch der Wild-
schweinpopulation gefunden (BEECKMANN et al. 2003, DRAGOS-WENDRICH et al. 2003, YUE
et al. 2003). Auch in anderen experimentellen Kartierungspopulationen haben die asiatischen
Rassen Meishan und Erhualian sowohl positive als auch negative Allele beigetragen (BIDANEL
et al. 2008, DING et al. 2009, Guo et al. 2008, HIROOKA et al. 2001, SATO et al. 2006, WADA et
al. 2000, ZHANG et al. 2007). Neben der Tatsache, dass offensichtlich eine Vielzahl von Genen
an der Ausprigung des Merkmals Zitzenzahl beteiligt ist, zeigen die Beitriige erwiinschter und
unerwiinschter Allele aus modernen europidischen Rassen, traditionellen asiatischen Rassen
und dem Wildschwein, dass eine grof3e genetische Variabilitiit existiert, die ein grofes Potential
fiir zlichterische Verbesserung eroffnet.

Neben der Gesamtzahl an Zitzen ist die Anzahl an funktionellen Zitzen bzw. die Anzahl
oder das Auftreten von nicht-funktionellen Zitzen fiir die Aufzuchtleistung der Muttertiere
wichtig. Gegen das Auftreten von nicht-funktionellen Zitzen wird daher in Mutterlinien kon-
sequent selektiert. Dabei stellen sogenannte Stiilpzitzen die hidufigste Form der nicht-funktio-
nellen Zitzen dar. Es handelt sich dabei um eine Gesdugeanomalie, bei der der Zitzenkorper,
insbesondere die Zitzenkuppe, fehlt oder unvollstindig entwickelt ist. Diese erblich bedingte
Inversion der Zitzenkuppe fiihrt in der Laktation zu einem erschwerten Milchabfluss. Stiilp-
zitzen konnen nicht besidugt werden und fiihren so zu reduzierter Aufzuchtleistung. In ver-
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schiedenen kommerziellen Schweinepopulationen findet man den Stiilpzitzendefekt mit rela-
tiven Héufigkeiten zwischen 3 und 30 % (MAYER und PIRCHNER 1995, BREVERN et al. 1994,
NIGGEMEYER 1993, HITTEL 1984, BLENDL et al. 1980, CLAYTON et al. 1981). In eigenen Erhe-
bungen wurden bei Tieren der Mutterlinien Deutsche Landrasse und Deutsches Edelschwein
und deren Kreuzung in den Jahren 2003—-2005 Inzidenzen zwischen 10 und 14 % gefunden.
In einer schwedischen Studie geben CHALKIAS et al. (2013) bei Edelschweinen (Yorkshire)
fiir 2012 13 % betroffene Tiere an.

Die Auspriagung der Stiilpzitze ist polygen bedingt. Die Heritabilitét fiir Stiilpzitzen wird
zwischen 0,2 und 0,5 geschitzt (MAYER und PIRCHNER 1995). Der quantitative Charakter des
Merkmals ,,Stiilpzitze* bezieht sich sowohl auf die Anzahl betroffener Zitzen als auch auf den
Grad der Ausprdgung dieser Gesdugeanomalie (MAYER und PIRCHNER 1995).

Erkenntnisse zu genetischen Grundlagen der Pridisposition zur Ausprigung von Stiilp-
zitzen entstammen Kopplungsanalysen in einer experimentellen F2-Population, beruhend
auf Berliner Miniaturschwein und Duroc. Die Untersuchungen zeigten QTL-Regionen mit
genomweiter Signifikanz (p<0,01) auf den Chromosomen 3,4, 5,6, 8, 11, 12 und 14 (UN
2002, OLTMANNS 2003). Diese Ergebnisse wurden validiert und die QTL auf den Chromo-
somen 3,4, 6 und 11 konnten in kommerziellen Mutterlinien bestitigt werden (JONAS et al.
2008).

2. Holistische Expressionsanalysen

Der Entstehung von Stiilpzitzen liegt eine Storung der Ausbildung von bindegewebigen und
epithelialen Anteilen der Zitzen wihrend der prinatalen, préd- und postpuberalen Entwicklung
zugrunde. Die erste Anlage der Milchdriise stellt die Milchlinie dar, die beim Schwein etwa
am 23. Embryonaltag auftritt und sich zur Milchleiste weiterentwickelt. Aus letzterer gehen
etwa am 28. Tag die Milchhiigel hervor (WILLHAM und WHATLEY 1963). Im Laufe der Em-
bryonalentwicklung kommt es anschlieBend zur Proliferation der Milchhiigelepithelzellen,
die kolbenartig in die Tiefe wachsen und die Mammarknospe bilden. Diese wird durch Wu-
cherung des umliegenden Mesenchymgewebes angehoben (GUNTHER 1984).

Die Entwicklung des Gesduges ist mit der Geburt nicht abgeschlossen, sondern setzt sich
iiber die Stadien der Pubertit, der Graviditiat und der ersten Laktation beim weiblichen Tier
fort. Beim ménnlichen Tier bleibt der juvenile Zustand erhalten. Auch die Entwicklung der
Zitzen setzt sich bis zur Geschlechtsreife fort, was durch die Beobachtung gestiitzt wird, dass
bei Jungtieren angelegte Stiilpzitzen nach dem ersten Ostrus und der Graviditit einen Wachs-
tumsschub erfahren, bei dem die Tiefe der Einstiilpung deutlich zuriickgeht (MATZKE 1980,
STEFFENS 1993). Eine vollstindige Normalisierung der Zitze ist aber nicht moglich (MATZKE
1980).

Die Entwicklung der Milchdriise wird durch eine Reihe von Hormonen reguliert. Insbe-
sondere der Einfluss der Geschlechtshormone (Ostrogene, Gestagene, Androgene, Prolaktin)
und der Stoffwechselhormone (Kortikoide, Insulin, Thyroxin, Wachstumshormon) auf die
Entwicklung der Milchdriise ist etabliert und wurde bei verschiedenen Tierarten experimentell
nachgewiesen (OKa et al. 1991, GONTHER 1984). Experimentell konnten durch Ostrogen- und
Androgen-Applikation Zitzenanomalien ausgelost werden (TATE-OSTROFF 1988). Die Entste-
hung von Stiilpzitzen beruht auf einer unzureichenden Proliferation des Mesenchymgewebes
im Bereich der Zitzenbasis zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung, so dass die Mam-
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marknospe nicht iiber das Niveau des angrenzenden Epithelgewebes angehoben wird (GUN-
THER 1984).

Die molekularen Grundlagen der Insuffizienz der Differenzierungs-, Proliferations- und
Gewebe-/Zell-Kommunikationsprozesse sind nicht geklirt. In eigenen Untersuchungen wur-
den, um fiir die Anfélligkeit zur Ausprigung von Stiilpzitzen dtiologisch bedeutende moleku-
lare Pfade und Gene zu identifizieren und zu charakterisieren, positionelle und funktionelle
Kandidatengene beleuchtet sowie holistische Expressionsanalysen merkmalsdivergenter Tiere
zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten durchgefiihrt.

Vergleichende Expressionsanalysen wurden von prinatalem sowie peripubertalem Zitzen-
gewebe vorgenommen. Um der Hypothese nachzugehen, dass eine Balance von prénatalen
Proliferations- und Differenzierungsprozessen im mesenchymalen und epithelialen Zitzenge-
webe fiir die postnatale Ausprigung und Funktion des Gesduges und der Zitzen wichtig ist,
wurden Gewebeproben von Tag 63- und Tag 91-Feten untersucht. Da den prinatalen Gewe-
beproben kein Phénotyp hinsichtlich der Ausprigung von Stiilpzitzen zugeordnet werden kann,
wurden Nekropsien von Feten der Mutterrasse Deutsche Landrasse (GL) und der Vaterrasse
Pietrain (PI) verglichen; bei Pietrain treten nicht-funktionelle Zitzen bei bis zu 48 % der Tiere
auf (TETZLAFF et al. 2009). Diese Analysen wurden mit Mikroarrays (Affymetrix GeneChips)
durchgefiihrt. Es wurden mehr als 11000 exprimierte Gene in den fetalen Geweben gefunden.
Vergleiche wurden zu den beiden Zeitpunkten zwischen den Rassen sowie zwischen den Ent-
wicklungsstadien innerhalb der Rassen durchgefiihrt. Weiter wurden die Gene betrachtet, die
fiir die temporiren Anderungen im Expressionsprofil fiir die eine oder andere Rasse spezifisch
waren (Abb. 1) (CHOMWISARUTKUN et al. 2012a).

Die bioinformatische Analyse zeigte, dass Transkripte von Genen unterschiedliche Abun-
danzen aufwiesen, die den Ingenuity-Biofunktionen ,cell maintenance, proliferation, differen-
tiation and replacement®, ,organismal, organ and tissue development‘ und ,genetic information
and nucleic acid processing‘ zuzuordnen sind. Die Transkripte gehoren nahezu ausschlie3lich
kanonischen Pfaden der Signaltransduktion, nicht aber des Metabolismus an. Die Akkumula-
tion von Transkripten, die in GL im Vergleich zu PI hochreguliert sind, zeigen eine hohere
Proliferationsaktivitidt in GL an, wihrend Prozesse der Differenzierung, Reifung und Instand-
haltung der Zellen in PI prominent sind. Differenzielle Expression wurde durch quantitative
RT-PCR von fiinf Genen (GAB1, MAPK9, PIK3C2B, PIK3C3 und PRKCH), die in mehreren
relevanten Signalwegen beteiligt sind, validiert. Die auf der Ebene des Transkriptoms gezeig-
ten Unterschiede in der Zitzenentwicklung der beiden Rassen deuten auf die prinatale Initi-
ierung von postnatalen Unterschieden im Zitzenphénotyp, einschlieBlich des Auftretens von
Stiilpzitzen, zwischen den Rassen (CHOMWISARUTKUN et al. 2012a).

In den weiteren Untersuchungen wurden unter Verwendung von genomweiten kommer-
ziellen Mikroarrays (Affymetrix GeneChip Porcine Genome Array) sowie applikationsspezi-
fischen Mikroarrays, die zusitzlich 1525 Gene aus den zuvor detektierten QTL-Regionen
reprisentieren, Expressionsprofile in epithelialen und mesenchymalen Gewebeanteilen bei ad-
spektorisch und palpatorisch als ,,normal“ bzw. ,,eingestiilpt* zu kategorisierenden Zitzen pe-
ripubertaler Tiere erstellt (CHOMWISARUTKUN et al. 2012b, 2013). Dazu wurden fiinf diskordante
Geschwisterpaare der Rasse Deutsche Landrasse ausgewihlt. Aus mikroskopisch préparierten
epithelialen und bindegewebigen Anteilen vom Zitzengrund von normal ausgebildeten Zitzen
nicht-betroffener Tiere (normal, non-affected, NN*), normal ausgebildeten Zitzen betroffener
Tiere (normal teat, affected, NA*) und eingestiilpten Zitzen betroffener Tiere (inverted, af-
fected, ,IA*) wurde RNA isoliert und fiir die Mikroarray-Hybridisierung markiert. Es wurden
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Abb. 1 Schema der Vergleiche zwischen Proben von Tag 63- und Tag 91-Feten der Rassen Deutsche Landrasse (GL)
und Pietrain (PI) mit Angabe der Anzahl differenziell exprimierter Gene

also Vergleiche aufgrund des Zitzenphinotypes sowie des Affektionsstatus der Tiere unternom-
men (Abb. 2) (CHOMWISARUTKUN et al. 2012b, 2013).

Mit den Katalog-Arrays wurden mehrere hundert differenziell exprimierte Gene gefunden.
Die applikationsspezifischen Mikroarrays lieferten 62 und 24 differenziell exprimierte Gene
in epithelialen bzw. mesenchymalen Geweben. Die vergleichende Analyse des Transkriptoms
von mesenchymalem und epithelialem Gewebe von Stiilpzitzen und gesunden Zitzen mit
genomweiten und applikationsspezifischen Mikroarrays weist dabei auf differenzielle Ex-
pression in Signalwegen der mesenchymal-epithelialen Kommunikation sowie Reaktions-
wegen des Zellwachstums, der Zelladhésion und Zellkommunikation hin. Die differenzielle
Expression war stirker ausgeprigt in epithelialen als in mesenchymalen Geweben, und die
Vergleiche zwischen den drei Kategorien von Zitzen zeigte, dass lokale Prozesse an den Stel-
len der Ausprigung des Defektes sowie Prozesse, die sich auf der Ebene des gesamten Ge-
sdugekomplexes abspielen, die Entwicklung von Stiilpzitzen beeinflussen. Die differenziell
exprimierten Gene konnten, dhnlich wie bei den Untersuchungen prinataler Gewebe, den
Ingenuity-Biofunktionen ,cell maintenance, proliferation, differentiation and replacement’,
,organismal, organ and tissue development® und ,genetic information and nucleic acid pro-
cessing’ sowie ,cell-to-cell signaling and interaction‘ zugeordnet werden (CHOMWISARUTKUN
et al.2012b, 2013).

Insbesondere Gene aus kanonischen Signalwegen von Wachstumsfaktoren wurden detek-
tiert. Dabei wurden auf der Ebene der Liganden, Rezeptoren und nachfolgenden Signalkas-
kaden Unterschiede in den Abundanzen der Transkripte gezeigt, die mit der Anfalligkeit zur
Ausprédgung von Stiilpzitzen assoziiert sind (Abb. 3).
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Abb.2 Schema der Vergleiche in Abhingigkeit vom Affektionsstatus des Tieres und dem Zitzenphénotyp (Kategorien:
normal ausgebildete Zitzen nicht-betroffener Tiere [normal, non-affected, NN*], normal ausgebildete Zitzen betrof-
fener Tiere [normal teat, affected, NA‘] und eingestiilpte Zitzen betroffener Tiere [inverted, affected, JA‘]) mit An-
gabe der Anzahl differenziell exprimierter Gene.
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Abb. 3 Darstellung der Signalkaskaden von Wachstumsfaktoren. Gene, die in Mikroarray bzw. Echtzeit-PCR-Expe-
rimenten merkmalsassoziiert exprimiert gefunden wurden, sind markiert (* oder fett Mikroarray und Echtzeit-PCR
aus CHOMWISARUTKUN et al. 2012b, + Echtzeit-PCR aus TETZLAFF et al. 2009).
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Die Expressionsanalysen haben somit die Erkenntnisse iliber relevante Stoffwechselwege er-
weitert und die Liste funktioneller positioneller Kandidatengene fiir die Anfilligkeit zur Aus-
priagung von Stiilpzitzen weiter qualifiziert und prizisiert. Validierungsexperimente in
kommerziellen Herden werden entsprechend durchgefiihrt.
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Molekulare Aufklirung von Erbdefekten bei Schafen
und Ziegen unter besonderer Beriicksichtigung eines
Hypopigmentierungssyndroms beim Kamerunschaf

Gesine LUHKEN (Giellen)

Mit 4 Abbildungen und 2 Tabellen

Zusammenfassung

Bisher wurden beim Schaf iiber 40 und bei der Ziege 8 DNA-Varianten identifiziert, die in den meisten Fillen autoso-
mal-rezessiv erbliche Storungen verschiedener Organe und Korperfunktionen verursachen. Einige wenige dieser De-
fektallele wirken sich bei Heterozygotie giinstig auf ziichterisch erwiinschte Merkmale aus und wurden durch
entsprechende Selektion bzw. Einkreuzung tiber einzelne Herden oder Rassen hinaus international verbreitet. Die Ana-
lyse funktioneller Kandidatengene war in der Vergangenheit die erfolgreichste Methode zur Identifizierung von kausalen
DNA-Varianten fiir Erbdefekte bei Schafen und Ziegen. Mit Hilfe von genomweiten Kopplungs- oder Assoziations-
analysen konnten, bedingt durch bestimmte Nachteile der meistens verwendeten Mikrosatellitenmarker, dagegen nur
in wenigen Fillen Chromosomenregionen so weit eingegrenzt werden, dass durch nachfolgende Analysen kausale DNA-
Varianten fiir Erbdefekte identifiziert werden konnten. Mit der Verfiigbarkeit des ovinen 50k SNP-Chip konnte der ge-
nomweite Ansatz zur molekularen Aufkldrung von Erbdefekten beim Schaf jedoch eine Reihe von Erfolgen verbuchen.
Ahnliches kann fiir die Ziege durch die kiirzlich erfolgte Fertigstellung eines caprinen 50k SNP-Chip erhofft werden.
Das Beispiel der Identifizierung einer etwa 110 kbp groien Deletion, die das EDNRB-Gen einschliefit, als Ursache fiir
ein Hypopigmentierungssyndrom beim Kamerunschaf zeigt, dass bei zwingenden Hinweisen auf ein funktionell betei-
ligtes Gen auch heute noch die Kandidatengenanalyse das Mittel der Wahl zur Aufkldrung von Erbdefekten sein kann.

Abstract

Until now, more than 40 ovine and 8 caprine DNA variants have been identified which cause in most cases autosomal
recessive inherited disorders of diverse organs and body functions. Few of these causative alleles have positive effects
on breeding traits and therefore were distributed worldwide from single founder flocks or breeds by selection or crossing.
In the past, the analysis of functional candidate genes was the most successful method for identification of DNA variants
which cause inherited defects in sheep and goats. Due to some disadvantages of the used microsatellite markers, genome-
wide linkage or association analyses only in few cases were able to narrow down a chromosomal region sufficiently to
identify defect-causing alleles by subsequent analyses. However, with the availability of the ovine 50k SNP chip, the
genome-wide approach was successfully used to unravel the molecular mechanisms of quite a number of inherited dis-
orders. Similar success may be expected for the goat, as a caprine 50k SNP chip has been established recently. Never-
theless, the candidate gene approach remains the method of choice in cases where mandatory evidence exists for a
certain involved gene. An actual example is the identification of an approximately 110 kbp deletion, including the
EDNRB-gene and causing a hypopigmentation syndrome in Kamerun sheep, with the candidate gene approach.

1. Ubersicht

Die Verfiigbarkeit molekulargenetischer Methoden und Techniken hat auch bei Heim- und
Nutztieren dazu gefiihrt, dass immer mehr Genvarianten (Mutationen), die erbliche Merkmale
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und Stérungen verursachen, identifiziert werden konnten. In der OMIA (Online Inheritance
in Animals)-Datenbank (www.omia.angis.org.au) waren Anfang September 2013 mit 171 die
meisten kausalen Genvarianten fiir den Hund aufgefiihrt, gefolgt vom Rind mit 86 Eintrédgen.
Von den kleinen Wiederkéduern liegt das Schaf mit 42 kausalen Genvarianten im vorderen Mit-
telfeld, wihrend fiir die Ziege mit 8 identifizierten ursidchlichen Genvarianten deutlich weniger
Kenntnisse vorliegen als fiir das Schaf (Abb. 1).
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Abb. 1 Anzahl der in der OMIA-Datenbank aufgefiihrten Genvarianten, die als ursdchlich fiir erbliche Merkmale und
Storungen bei verschiedenen Heim- und Nutztieren identifiziert wurden (www.omia.angis.org.au; Stand: 11.9.2013).

Ein Teil dieser Genvarianten verursacht Krankheiten oder Storungen, die sich als sogenannte
Erbdefekte (Erbfehler, Erbkrankheiten) signifikant auf Gesundheit und Leistungsfihigkeit der
Tiere auswirken und in ihrem Auftreten nicht oder nur in einem sehr geringen Ausmaf} von
der Umwelt und anderen Genvarianten beeinflusst werden. Die Identifizierung solcher De-
fektallele ist sehr bedeutsam, sowohl zur Aufkldrung des zugrundeliegenden molekulargene-
tischen Mechanismus als auch zur Entwicklung von Gentests — hier vor allem zur Entdeckung
und zum Zuchtausschluss von Anlagetrdgern bei rezessiver Vererbung.

Beim Schaf betreffen Erbdefekte, fiir die kausale Genvarianten identifiziert werden konn-
ten, die Haut und das Bindegewebe, das Skelettsystem, die Muskulatur, das Nervensystem,
die Augen, die Blutgerinnung und die Ovarfunktion (Tab. 1). Bei der Ziege wurden fiir Erb-
defekte, die die Muskulatur, das Nervensystem, die korperliche und kognitive Entwicklung
sowie die Geschlechtsentwicklung betreffen, ursdchliche Genvarianten aufgedeckt (Tab. 2).
Mit wenigen Ausnahmen werden die in den beiden Tabellen genannten Erbdefekte autoso-
mal-rezessiv vererbt. Eine Zusammenstellung der Erbginge, der betroffenen Gene, der Art
und Lokalisation der kausalen Genvarianten sowie der Originalpublikationen beziiglich Erb-
defekten bei Schafen und Ziegen ist bei LUHKEN (2012) zu finden.
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Tab. 1 Molekulargenetisch aufgeklirte Erbdefekte beim Schaf

Organ(system) / Funktion

Erkrankung / Stérung

Betroffene Rassen

Haut, Bindegewebe

Ehlers-Danlos-Syndrom Typ VII
Epidermolysis bullosa (Herlitz-Typ)
Hypotrichose

Letales Hypopigmentierungssyndrom
(Waardenburg-Syndrom Typ IVA)
Porphyria cutanea tarda

White Dorper

Dt. Schwarzkopfiges Fleischschaf
Valle del Bellice

Kamerunschaf (einzelne Herde)

Schwarzkopfige Rasse
(einzelne Herde)

(Glykogenspeicherkrankheit V)

Skelettsystem Chondrodysplasie verschiedene schwarzkopfige
(Spinnengliedrigkeit) Rassen
Chondrodysplasie (Texel) Texel
Hereditire hypophosphatimische Rachitis ~ Corriedale

Muskulatur Mc Ardle-Krankheit Merino

(einzelne Herde)

Nervensystem (u. a.)

Gaucher-Krankheit Typ I

Southdown (einzelne Herde)

Sterilitit, Galway (FecX®)

Sterilitit, Hanna (FecX")
Sterilitit, high fertility (FecG")

Sterilitit, Iceland/Thoka (FecI'/FecI")
Sterilitit, Inverdale (FecX")

Sterilitit, Lacaune (FecX")

Sterilitiit, Rasa Aragonesa (FecX")

Nervensystem Erkrankung des unteren Motoneurons Romney Marsh
Gangliosidose (GM1) Romney
Gangliosidose (GM2, Typ 1) Jakobsschaf
Morbus Batten (neuronale Ceroid- Borderdale (einzelne Herde)
Lipofuszinose V)
Morbus Batten (neuronale Ceroid- Merino (einzelne Herde)
Lipofuszinose VI)
Morbus Batten (neuronale Ceroid- White Swedish Landrace
Lipofuszinose X) (einzelne Herde)

Augen Mikrophthalmie Texel
Tagblindheit Awassi

Blutgerinnung Hiamophilie A Weilles Alpenschaf

Ovar Sterilitit, Belclare (FecX®) Ursprungsrasse: Belclare

Ursprungsrassen: Belclare,
Cambridge

Ursprungsrasse: Romney
Ursprungsrassen: Belclare,
Cambridge, Lacaune
Ursprungsrasse: Islandschaf
Ursprungsrasse: Romney
Ursprungsrasse: Lacaune
Ursprungsrasse: Rasa Aragonesa
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Tab. 2 Molekulargenetisch aufgeklérte Erbdefekte bei der Ziege

Organ(system), Funktion Erkrankung / Storung Betroffene Rassen

Muskulatur Myotonie Myotonic (Fainting) Goat

Nervensystem (u. a.) Mukopolysaccharidose 111D Anglo-Nubier

Nervensystem Beta-Mannosidose Anglo-Nubier

Korperliche und Kongenitaler Kropf und Holldndische Rasse

kognitive Entwicklung Hypothyreose

Geschlechtsentwicklung Hornlosigkeits-Intersexualitits-Syndrom auf Hornlosigkeit selektierte
(PIS) Rassen

Von den meisten in Tabelle 1 und 2 aufgelisteten Erbdefekten sind nur einzelne Rassen be-
troffen. Einige der erblichen Erkrankungen und Stérungen wurden sogar nur in einer einzelnen
Herde beobachtet, und es kam offensichtlich nicht zur weiteren Verbreitung der zugrundelie-
genden Genvariante innerhalb dieser oder sogar in anderen Rassen, beispielsweise bei den
verschiedenen Formen des Morbus Batten (Tab. 1).

Nicht beschrénkt auf eine Rasse oder sogar nur auf eine Herde sind die Allele, die die
Chondrodysplasie (Spinnengliedrigkeit, Spider Lamb Syndrome) und die Ovar-bedingte Ste-
rilitdt beim Schaf sowie das Hornlosigkeits-Intersexualitits-Syndrom (PIS) bei der Ziege
verursachen. Der Grund fiir die Verbreitung dieser Erbdefekte iiber die Ursprungsrassen hin-
aus ist ein positiver Effekt der betreffenden kausalen Genvarianten auf erwiinschte ziichte-
rische Merkmale bei heterozygoten Tieren: Die Chondrodysplasie beim Schaf ist bedingt
durch das homozygote Vorliegen einer Nukleotidsubstitution, die einen Aminosédureaus-
tausch im Fibroblast Growth Factor Receptor 3 verursacht (BEEVER et al. 1998, 2006). Die
betroffenen Lammer zeigen entweder bei der Geburt oder erst nach einigen Wochen Defor-
mationen des Skeletts mit verldngerten, gebogenen und diinnen Beinen bzw. verkriimmter,
aufgebogener Wirbelsdule und sind unter praxisiiblichen Aufzuchtbedingungen nicht lebens-
fahig. Es wird vermutet, dass sich das Defektallel in heterozygoter Form giinstig auf das
Korperwachstum auswirkt (BEEVER et al. 2006) und aus diesem Grund beispielsweise in den
USA in den 1980er und 1990er Jahren durch entsprechende Selektion in verschiedene fiir
die Fleischproduktion geziichtete schwarzkopfige Schafrassen verbreitet wurde. BEEVER et
al. (2006) ermittelten 28,9 % Anlagetrédger in einer Zuchtauswahl von fiinf schwarzkopfigen
Schafrassen. Auch bei Deutschen Suffolk-Schafen wurde in der Vergangenheit eine Frequenz
von 4 % des Defektallels festgestellt (DROGEMULLER et al. 2005). Die Verfiigbarkeit eines
kommerziellen Gentests (BEEVER and COCKETT 2001) hat mittlerweile zu einem starken
Riickgang von Merkmals- und Anlagetridgern in betroffenen Schafpopulationen gefiihrt
(JoLLY et al. 2004).

Verschiedene Genvarianten, die beim Schaf zu einer erhGhten Ovulationsrate und damit
zu hoheren Lammerzahlen fiihren, wurden zur Steigerung der Fruchtbarkeit aus den Ur-
sprungsrassen weltweit in andere Schafrassen eingekreuzt. Das wohl berithmteste Beispiel ist
das des FecB® (Fecundity, Booroola)-Allels, das zunichst bei Merinoschafen der australischen
,Booroola“-Farm auftrat und in heterozygoter Form die Ovulationsrate um 1,5 Follikel und
die WurfgroBe um 1,0 Limmer und in homozygoter Form zu einer Erh6hung um 3,0 ovulie-
rende Follikel und 1,5 Lammer im Wurf fiihrt (Davis 2005). Die Identifikation der verant-
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wortlichen nicht-synonymen Nukleotidsubstitution im Bone Morphogenetic Protein Receptor
IB (BMPRIB )-Gen (MULSANT et al. 2001, Souza et al. 2001, WILSON et al. 2001) erleichterte
die ziichterische Selektion auf FecB®-Triger durch die nun mogliche Entwicklung eines di-
rekten Gentests. Auch in den Genen fiir das Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15) und
den Growth Differentiation Factor 9 (GDF9) wurden verschiedene Genvarianten gefunden,
die einen Einfluss auf die Ovulation haben. Hierdurch ist eine groflere Auswahl an Schafrassen
verschiedener Phéinotypen und unterschiedlicher Leistungen in anderen Zuchtmerkmalen ge-
geben, die zur Erhohung der Fruchtbarkeit in weniger fruchtbare Rassen eingekreuzt werden
konnen. Allerdings haben alle bis vor wenigen Jahren in diesen beiden Genen identifizierten
Varianten im Gegensatz zum FecB®-Allel nur in heterozygoter Form einen steigernden Einfluss
auf die Ovulationsrate und die WurfgréBe, wihrend sie in homozygoter Form Sterilitét be-
wirken. Sie stellen daher Defektallele dar (Tab. 1). Die FecX'-Variante (F. ecundity, Inverdale),
eine nicht-synonyme Nukleotidsubstitution im BMP15, wurde bereits vor dem FecB®-Allel
identifiziert (GALLOWAY et al. 2000). Zur Vermeidung der Entstehung unfruchtbarer weiblicher
Nachzucht wird den Ziichtern empfohlen, Anlagetriger nur mit Nicht-Anlagetridgern zu ver-
paaren.

Eine etwa 11,6 kbp groBle Deletion auf dem Chromosom 1 in der Nihe des nicht-kodie-
renden PIS-regulated Transcript 1 (PISRT1) und des Forkhead Box L2-Gens (FOXL?2) fiihrt
bei homozygoten Ziegen zur Intersexualitidt (PAILHOUX et al. 2001). Trotz der damit verbun-
denen Unfruchtbarkeit ist dieses Defektallel in vielen europdischen und auch in nicht-euro-
piischen Ziegenrassen verbreitet (Kuas et al. 2013), da sowohl der homozygote als auch der
entsprechende heterozygote Genotyp mit ziichterisch erwiinschter Hornlosigkeit assoziiert
sind (ASDELL 1944). Als Ursache fiir diese Pleiotropie wird ein hemmender Einfluss der De-
letion sowohl auf die Differenzierung des Ovars als auch der Hornknospen (iiber FOXL2)
sowie ein positiver Einfluss auf die Hodenentwicklung (iiber PISRT1) vermutet (PAILHOUX et
al. 2005, ALLAIS-BONNET et al. 2013). Dieser Zusammenhang hat zur Folge, dass eine Zucht
ausschlieflich genetisch hornloser Ziegen nicht moglich ist und bei der Verpaarung von horn-
losen Tieren ein Teil der Nachkommen intersexuell ist.

2. Aufkliarung von Erbdefekten: Verschiedene Methoden fiihren zum Ziel

Die klassische Methode zur Identifizierung von Erbdefekten, die Analyse funktioneller Kan-
didatengene, wurde in der Vergangenheit am héufigsten zur Aufkldrung von Erbdefekten bei
Schafen und Ziegen eingesetzt. Zur Auswahl der Kandidatengene wurden Erkenntnisse vor
allem aus dem Bereich der Humanmedizin, aber auch von anderen Spezies herangezogen.
Notwendige Gensequenzdaten konnten vor allem vom eng mit den kleinen Wiederkduern
verwandten Rind genutzt werden, fiir das 6 Jahre friiher eine erste Version der Gesamt-Ge-
nomsequenz zur Verfiigung stand (www.genome.gov/12512874) als fiir das Schaf (The Inter-
national Sheep Genomic Consortium et al. 2010). Fiir die Ziege wurde eine erste Gesamt-
genomsequenz erst kiirzlich veroffentlicht (DONG et al. 2013).

Allerdings ist der klassische Kandidatengenansatz problematisch, wenn zu viele Gene in
Frage kommen (z. B. bei komplexen Phiinotypen) oder kein Gen bekannt ist, das funktionell
mit dem Defektphidnotyp im Zusammenhang stehen konnte. Auch werden bei diesem metho-
dischen Ansatz wenig oder gar nicht funktionell charakterisierte Gene oder Chromosomen-
regionen nicht in die Analysen mit einbezogen.
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Eine alternative Herangehensweise ist die Analyse der Kopplung oder Assoziation von vielen,
am besten liber das gesamte Genom verteilten anonymen Sequenzvarianten (sogenannten Mar-
kern). Eine vollstindige Kopplung oder Assoziation solcher Marker mit dem Phéinotyp wird
dabei selten beobachtet, da die typisierten Sequenzvarianten meistens aus nicht-funktionellen
Genombereichen stammen und daher selbst den Phénotyp nicht beeinflussen. Allerdings kon-
nen sich aus der Kopplung oder Assoziation von Markern mit dem Phénotyp hdufig Hinweise
auf eine oder mehrere Genomregionen ergeben, in denen eine kausale Genvariante vermutet
werden kann. Je kleiner dieser gekoppelte oder assoziierte Genombereich ist, desto leichter
fillt in der Regel die Auswahl der anschlieBend zu analysierenden Chromosomenregionen
bzw. Kandidatengene.

Wie bei anderen Haustierarten auch wurden in der Vergangenheit fiir Kopplungs- oder As-
soziationsanalysen beim Schaf und bei der Ziege fast ausschlieBlich Mikrosatellitenmarker
eingesetzt. Viele der fiir die kleinen Wiederkduer verwendeten Marker konnten wiederum vom
Rind abgeleitet werden. Durch unterschiedliche Anzahl der Wiederholung von zwei Nukleo-
tiden ergeben sich bei diesem Markertyp unterschiedliche Fragmentlingen, die relativ einfach
zu typisieren sind. Beispielsweise konnte durch Kopplungsanalyse mit Mikrosatelliten der
FecB-Genort auf dem ovinen Chromosom 6 auf eine Region eingegrenzt werden, in der auch
BMPRIB kartiert worden war (MONTGOMERY et al. 1994). Auch die chromosomale Lage der
das Hornlosigkeits-Intersexualitiits-Syndrom bei der Ziege verursachenden Deletion wurde
iiber Kopplungsanalysen mit Mikrosatelliten eingegrenzt (SCHIBLER et al. 2000, PAILHOUX et
al. 2001). Da der betreffende Chromosomenbereich nicht-kodierend ist und seine Funktion
zu dieser Zeit nicht bekannt war, wire er liber einen funktionellen Kandidatengenansatz nicht
identifiziert worden.

Ein polymorpher Mikrosatellit soll etwa alle 30000 bp im Genom vorkommen (KNIPPERS
2012). Diese relativ geringe Markerdichte ergibt in ungiinstigen Fillen sehr grofle Abstinde
zu kausalen Genvarianten. Zusitzlich zu dieser Spezies-iibergreifenden Problematik waren in
der Vergangenheit fiir das Schaf und vor allem fiir die Ziege deutlich weniger Marker kartiert
als fiir das Rind (IHARA et al. 2004, MADDOX 2005). Nicht zuletzt ist auch die nicht vollstindige
Automatisierbarkeit der Mikrosatellitenanalyse sicherlich mitverantwortlich dafiir, dass nur
wenige Erbdefekte bei Schafen und Ziegen unter Einbeziehung einer chromosomen- oder ge-
nomweiten Mikrosatellitenanalyse aufgeklidrt wurden.

Ein anderer Markertyp, Einzelbasenpaarpolymorphismen (Single Nucleotide Poly-
morphisms, SNPs), kommt deutlich hdufiger im Genom vor als Mikrosatelliten (etwa alle
500 bp). SNPs konnen auf einem DNA-Array (Chip) durch die Methode der Hybridisierung
vollautomatisch analysiert werden, und das bis zu einer Anzahl von mehreren Millionen
gleichzeitig. Allerdings sind SNPs nicht zwischen Tierarten iibertragbar, sondern miissen
fiir jede Spezies zunichst unter Einbeziehung moglichst vieler Rassen identifiziert und
beziiglich ihrer Haufigkeit (Frequenz) untersucht werden. Durch die Zusammenarbeit
des International Sheep Genomics Consortium (ISGC) und weiterer Partner wurde fiir
das Schaf ein mittlerweile kommerziell verfiigbarer SNP-Chip mit rund 50000 (50k) SNPs
vor wenigen Jahren entwickelt (www.sheephapmap.org; www.illumina.com). Fiir die Ziege
ist ein 50k SNP-Chip erst vor kurzem durch ein dhnliches Projekt fertiggestellt worden
(www.goatgenome.org).
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2.1 Aufkldrung der molekularen Ursache eines Hypopigmentierungssyndroms beim
Kamerunschaf durch Analyse eines funktionellen Kandidatengens

In einer Herde von Kamerunschafen, die iiblicherweise braun-schwarz geférbt sind, wurden
insgesamt fiinf Lammer mit mehr oder weniger vollstindig weilem Haarkleid und hellblauer
Augenfarbe geboren (Abb. 2), die innerhalb weniger Stunden bis Tage starben. Einige der
Liammer zeigten ein aufgetriebenes Abdomen, aber es blieb anamnestisch ungeklirt, ob die
Lammer bis zum Tode iiberhaupt Mekonium abgesetzt hatten.

Abb. 2 Phénotypisch normale Kamerunschafe (A), verendetes hypopigmentiertes Kamerunschaflamm (B). (Abb.
aus LUHKEN et al. 2012)

Da alle Lammer vom selben Bock abstammen, der zudem auch in einigen Fillen mit ver-
wandten Schafen ersten Grades verpaart worden war, wurde ein rezessiv wirkender Gen-
defekt als Ursache fiir diese Todesfélle vermutet. Das erbliche Waardenburg-Syndrom
vom Typ IV (WS4) des Menschen ist durch Pigmentierungsstérungen (weille Haut- und
Haarflecken, hellblaue oder verschiedenartig geféarbte Iris) in Verbindung mit Taubheit
und einem Megacolon gepragt (OMENN and McKusIcK 1979, SHAH et al. 1981). Das Mega-
colon wird durch eine funktionelle Darmstenose variabler Ldange verursacht, die durch das
Fehlen der von der Neuralleiste stammenden intramuralen Darmganglien bedingt ist und
als solitdre Symptomatik auch unter dem Namen Hirschsprungsche Krankheit bekannt
ist (McCALLION und CHAKRAVARTI 2001). Bei etwa der Hilfte der WS4-Patienten befindet
sich die ursidchliche Mutation im Sex Determining Region Y-Box 10 (SOX10)-Gen, wihrend
ein kleinerer Anteil der Erkrankungen durch Varianten der Gene fiir das Endothelin-3
(EDN?3) und fiir den Endothelin Receptor Type B (EDNRB) verursacht wird (PINGAULT et
al. 2010). Auch beim Pferd, bei der Ratte und bei der Maus fiihren Mutationen im EDNRB-
Gen (Nukleotidsubstitutionen bis hin zur Deletion des kompletten Gens) zu WS4-dhnlichen
Erscheinungen (HOsoDA et al. 1994, CECCHERINI et al. 1995, GARIEPY et al. 1996, METALLI-
Nos et al. 1998, SANTSCHI et al. 1998, YANG et al. 1998). Aufgrund dieser bemerkenswerten
Spezies-iibergreifenden Zusammenhiénge zwischen Variation am EDNRB-Genort und WS4-
dhnlichen Erscheinungen fiel die Wahl des als erstes im Zusammenhang mit dem Hypopig-
mentierungssyndrom beim Kamerunschaf zu analysierenden Kandidatengens auf EDNRB.
Mit DNA-Proben betroffener Lammer konnte jedoch iliberraschenderweise keines der
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sieben Exons des Gens amplifiziert werden, wihrend dies mit DNA von verwandten und
unverwandten phinotypisch normalen Schafen moéglich war (LUHKEN et al. 2012). Die
Vermutung, dass bei den hypopigmentierten Limmern auf beiden Chromosomen ein mehr
oder weniger gro3er Bereich des EDNRB-Gens deletiert sein konnte, konnte sowohl durch
quantitative PCR-Analyse der EDNRB-Kopienzahl als auch durch zytogenetische Untersu-
chungen bestitigt werden (LUHKEN et al. 2012). Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) eines das EDNRB-Gen beinhaltenden bovinen BAC-Klons auf Metaphase-Chro-
mosomen von der Mutter eines hypopigmentierten Lamms ergab ein Signal auf nur einem
Chromosom, wihrend die Analyse von Metaphase-Chromosomen eines unverwandten,
phéinotypisch normalen Schafes Signale auf zwei homologen Chromosomen ergab
(Abb. 3). Umfangreiche Sequenzanalysen der EDNRB-Region und der flankierenden Be-
reiche ermdoglichten schlieBlich die genaue Lokalisation einer etwa 110 kbp groflen Deletion
auf dem Chromosom 10 (Abb. 4A) als Ursache fiir das Hypopigmentierungssyndrom sowie
die Entwicklung eines PCR-basierten Gentests (Abb. 4B). AuBlerhalb der Schafherde, in
der die hypopigmentierten Lammer aufgetreten waren, konnten unter 127 Kamerunschafen
aus 7 verschiedenen Herden, die mit Hilfe des Gentests untersucht wurden, keine weiteren
Triager der EDNRB-Deletion gefunden werden. Bei dem einzigen fiir eine patho-histolo-
gische Untersuchung zur Verfiigung stehenden hypopigmentierten Lamm wurden zwar
eine Dilatation des Darms und noch vorhandenes Mekonium festgestellt, allerdings auch in
Proben von verschiedenen Darmabschnitten immunhistologisch Ganglien nachgewiesen.
Die Frage, ob beim Schaf die Entstehung einer Aganglionose bei homozygotem Ausfall des
EDNRB-Gens, dhnlich wie bei verschiedenen Rattenlinien (DANG et al. 2011), vom geneti-
schen Hintergrund des betroffenen Tieres abhingig ist, bietet Anlass zu weiteren Untersu-
chungen.

Abb. 3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) eines das EDNRB-Gen beinhaltenden bovinen BAC-Klons auf
Metaphase-Chromosomen der Mutter eines hypopigmentierten Lamms (A) und eines nicht verwandten, phinotypisch
normalen Schafs (B). Pfeile deuten auf vorhandene bzw. nicht vorhandene FISH-Signale auf den homologen Chro-
mosomen. (Abb. aus LUHKEN et al. 2012)
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A ~ 110 kbp
| |
I I
‘‘‘‘‘ GATTTCCCAGGAGAAGGGAR S _ﬂ_ HH E H.H_i A TCCTCCGTCCATGGGA.
= - - =
®  erstes bzw. letztes Nukleotid des deletierten Chromosomenbereichs
== deletierter Chromosomenbereich
I 5'-und 3'-untranslatierte EDNRB-Regionen
B u kodierende EDNRB-Regionen

=»¢= PCR-Primer zur Amplifikation eines 1,1 kbp-Fragments
bei Anwesenheit der Deletion

=) 4m PCR-Primer zur Amplifikatinon eines 366 bp-Fragments
bei Abwesenheit der Deletion

Abb. 4 (A) Nukleotidsequenz vor bzw. hinter einer ca. 110 kbp groien Deletion auf dem ovinen Chromosom 10 mit
Angabe der Lage von EDNRB-Genregionen und der fiir den entwickelten Gentest verwendeten Primersequenzen.
(B) Nachweis der Deletion durch Agarosegelelektrophorese PCR-amplifizierter Sequenzbereiche: 1, 100 bp-Marker;
2, Negativkontrolle; 3, Schaf mit homozygoter Deletion (hypopigmentiertes Lamm); 4, Schaf mit heterozygoter De-
letion (Mutter eines hypopigmentierten Lamms); 5, Schaf ohne Deletion (phénotypisch normal). (Abb. aus LUHKEN
et al. 2012, modifiziert)

2.2 Erfolge bei der Aufkldrung von Erbdefekten mit dem ovinen 50 k SNP-Chip

Zwischen 2010 und 2012 wurde mit 7 von insgesamt 12 mehr als die Hilfte der in diesem
Zeitraum identifizierten ovinen Defektallele durch vorausgehende genomweite Assoziations-
analysen unter Verwendung des 50k SNP-Chips entdeckt. Die Mikrophthalmie (ein- oder beid-
seitig fehlende oder zu kleine Augen mit resultierender Blindheit) beim Texelschaf war
darunter der erste Erbdefekt, der mithilfe des ovinen 50k SNP-Chips aufgeklért werden konnte
(BECKER et al. 2010). Die kausale Mutation fiir diesen schon lange bekannten rezessiven Gen-
defekt wurde zunéchst aufgrund der Ergebnisse aus einer Kopplungsanalyse auf dem Chro-
mosom 23 vermutet, allerdings lag in dem signifikanten Chromosomenbereich kein funktionell
zum Phénotyp passendes Kandidatengen (TETENS et al. 2007). Die Analyse der DNA von
Merkmals- und Anlagetridgern sowie nicht-verwandten merkmalsfreien Schafen auf dem 50k
SNP-Chip ergab dagegen Assoziationen von SNPs auf dem Chromosom 22. Fokussiert auf
den Bereich, in dem die SNPs bei allen Merkmalstrigern homozygot waren, zeigte der Ver-
gleich mit dem homologen humanen Chromosomenbereich immer noch eine weitaus zu grofie
Anzahl von Genen, um sie alle auf die kausale Mutation hin zu untersuchen. Allerdings konnte
unter funktionellen Aspekten die Auswahl auf zwei Kandidatengene reduziert werden. Durch
Sequenzanalyse wurde im Gen fiir die Paired-like Homeodomain 3 (PITX3) eine zum Ami-
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nosdureaustausch fithrende Nukleotidsubstitution als Ursache fiir die Mikrophthalmie identi-
fiziert, gegen die nun in der Texelschafpopulation mittels Gentest selektiert werden kann (BE-
CKER et al. 2010).

Kiirzlich wurden weitere Allele in den Genen BMP15 (DEMARS et al. 2013) und GDF9
(SiLva et al. 2011, VAGE et al. 2013) gefunden, die bemerkenswerterweise nicht wie alle bisher
bekannten BMP15- und GDF9-Varianten homozygot zu Sterilitit fiihren. Einige dieser Allele
wurden unter Verwendung des ovinen 50 k SNP-Chip identifiziert.

In der bisher einzigen publizierten Studie, in der der neuentwickelte und bisher noch nicht
kommerziell verfiigbare caprine SNP-Chip verwendet wurde, konnte durch eine genomweite
Assoziationsstudie die chromosomale Lage des bereits iiber eine Dekade zuvor durch Kopp-
lungsanalyse und Sequenzierung ermittelten PIS-Locus bestitigt werden (PAILHOUX et al. 2001,
Kuas et al. 2013)

3. Schlussfolgerungen und Ausblick

Molekular aufgeklirte Erbdefekte bei Schafen und Ziegen betreffen verschiedene Organsys-
teme und -funktionen. Einige wenige Defektallele haben sich aufgrund der bei Heterozygotie
giinstigen Auswirkung auf ziichterisch erwiinschte Merkmale iiber einzelne Herden oder Ras-
sen hinaus international verbreitet. Die klassische Kandidatengenanalyse war in der Vergan-
genheit die erfolgreichste Methode zur Identifizierung von kausalen Genvarianten fiir
Erbdefekte von Schafen und Ziegen. In den letzten Jahren wurde auch der 50k SNP-Chip beim
Schaf sehr erfolgreich zur Identifizierung kausaler Genvarianten eingesetzt. Er vereint den
Vorteil des genomweiten Ansatzes, vorab kein funktionelles Kandidatengen kennen bzw. aus-
wiihlen zu miissen, mit einer — im Vergleich zu Mikrosatellitenmarkern — relativ hohen Mar-
kerdichte. Allerdings ist bei Verwendung des 50k-Chips in der Regel nach wie vor die
Sequenzanalyse eines oder mehrerer Gene notwendig, um schliellich die fiir einen Erbdefekt
kausale Mutation zu ermitteln. Es ist zu erwarten, dass mit dem derzeit in der Entwicklung
befindlichen ovinen 700k SNP-Chip (www.sheephapmap.org) entsprechende Arbeiten erheb-
lich abgekiirzt werden kénnen, da durch die sehr viel hohere Markerdichte im Vergleich zum
50k SNP-Chip betroffene Chromosomenbereiche bzw. eventuell sogar schon konkrete Gen-
bereiche deutlich enger eingegrenzt werden kénnen.

Auch fiir die Ziege ist damit zu rechnen, dass durch den seit kurzem vorhandenen 50k
SNP-Chip Erbdefekte molekular aufgekldrt werden konnen, bei denen die klassischen Me-
thoden bisher erfolglos waren oder die aufgrund der Datenlage beziiglich funktioneller Kan-
didatengene noch gar nicht molekulargenetisch analysiert wurden. Wie das Beispiel des
Hypopigmentierungssyndroms beim Kamerunschaf zeigt, ist der Kandidatengenansatz auch
heute noch vielversprechend, wenn eindeutige Hinweise auf eine moglichst liberschaubare
Anzahl funktioneller Kandidatengene bestehen. Drei SNPs des ovinen 50k SNP-Chip liegen
im Bereich der etwa 110 kbp-grof3en Deletion, die auch das EDNRB-Gen beinhaltet. Die Ver-
wendung des SNP-Chips hitte nur dann die Aufkldarung des molekularen Defekts vereinfacht,
wenn nicht von vorneherein das EDNRB-Gen als aussichtsreichstes Kandidatengen ausgewihlt
worden wire.

Uber die Verwendung immer dichterer SNP-Chips hinaus gilt derzeit Next Generation Se-
quencing (die ndchste Generation der DNA-Sequenzierungstechnologie) als die ultimative
Methode zur Identifizierung von kausalen Genvarianten. Mit Next Generation Sequencing
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lassen sich auch sehr groBle, zuvor durch SNP-Chip-Technologie identifizierte signifikante
Chromosomenbereiche komplett sequenzieren oder sogar direkt gesamte Genome von Tieren
mit unterschiedlichen Phénotypen analysieren. Ein Beispiel fiir die erfolgreiche Anwendung
von Next Generation Sequencing beim Nutztier ist die Aufkldrung der molekularen Ursache
fiir Brachyspina und Abort beim Holstein-Rind (CHARLIER et al. 2012). Allerdings ist Next
Generation Sequencing trotz bereits gesunkener Preise noch relativ teuer, und es wird fiir die
Auswertung der Sequenzdaten eine Referenz-Genomsequenz der entsprechenden Spezies in
hoher Qualitidt benotigt. Beides sind Nachteile, die fiir die Ziege noch mehr als fiir das Schaf
die Anwendung von Next Generation Sequencing zurzeit noch erschweren.
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Der ,,gldserne Mensch* hat einen negativen Beigeschmack, das ,,gldserne Tier bisher —
noch? —nicht. Die Tierzucht will Tiere so ,,gldsern* wie moglich machen: zu Recht, denn
keine Industriegesellschaft kann ohne gute Landwirtschaft funktionieren. Der Band liefert
einen umfassenden Uberblick der Entwicklungen in der innovativen Tierzuchtforschung.
Eine wesentliche Voraussetzung ist die Entschliisselung der Genome. Genomsequenzie-
rung und Genomanalyse sind bei einigen Nutztieren nahezu vollstindig ausgefiihrt oder
bereits abgeschlossen. In wenigen Jahren wird voraussichtlich eine ausreichende Kenntnis
der Genome weiterer Arten erreicht sein. Die Verfiigbarkeit der vollstdndigen DNA-Se-
quenz einer Art ermoglicht es nicht nur, gezielt nach merkmalsbeeinflussenden Varianten
zu suchen, sondern auch effizienter, als dies zuvor moglich war, krankheitsverursachende
Merkmale zu identifizieren und zielgerichtet aus einer Population zu eliminieren. Diese
Kenntnisse, in Verbindung mit der Verfiigbarkeit sehr diverser Rassen, ermoglichen die
Auffindung wichtiger natiirlicher genetischer Potenziale und deren sinnvolle Nutzung
fiir eine effiziente zukiinftige Nahrungsmittelproduktion.
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Fellfarben beim Pferd -
Mutationen und ihre pleiotropen Effekte

Monika REISSMANN (Berlin)

Mit 2 Tabellen

Zusammenfassung

Die Vielfalt der Fellfarben wird von zahlreichen Ziichtern gewiinscht und gefordert. Fiir einige Farbmutationen konnte
in den vergangenen Jahren die molekulare Grundlage gefunden werden. Aber jede Mutation stellt eine Verinderung
des im Laufe der Evolution gebildeten Allelpools dar. Daher ist es nicht verwunderlich, dass einige Fellfarben mit
krankhaften Verdnderungen verkniipft sind. Die Grenzen zwischen gesund und krank sind jedoch bei Haustieren flie-
Bend, und manchmal entscheidet nur der Wunsch eines einzelnen Ziichters dariiber, ob eine Merkmalsvariante als
krank oder akzeptabel angesehen wird.

Die Beziehung zwischen Fellfarbe und Erbdefekten kann auf klassischer Pleiotropie (ein Gen beeinflusst mehrere
Merkmale), sekundiren Effekten (Defekt ist die Folge eines farblichen Genotyps, aber nicht genetisch mit diesem
verbunden) oder Kopplung (chromosomale Nihe der Mutationen fiir die Fellfarbe und den Defekt) beruhen. Die Aus-
wirkungen reichen dabei von todlich (Lethal-white-foal-Syndrom) iiber Behinderungen (Nachtblindheit, Taubheit)
und verstirkter Anfilligkeit (Sonnenbrand) bis hin zu vermuteten, wenngleich noch nicht hinreichend bewiesenen
Leistungsbeeintrichtigungen. Insgesamt gesehen stehen vor allem aufgehellte Fellfarben und Depigmentierungen
mit korperlichen Einschrinkungen in Verbindung.

Es ergibt sich die Frage, wie die Ziichter damit umgehen sollten. Nur klare Regeln im Falle von Letalfaktoren
(Verbot der Verpaarung von Heterozygoten), aber auch das kritische Beobachten der eigenen Zuchttiere konnen
helfen, Schmerzen, Schiaden und Leiden zu verhindern und in Konformitéit mit dem Tierschutzgesetz die farbliche
Variabilitit zu erhalten.

Abstract

Many breeders desire and promote diversity of coat colours. Fortunately, the molecular basis of some colour mutations
was found within the last years. But every mutation is a change of the allele pool established during the evolution.
Therefore, it is not remarkable that several coat colours are also associated with pathological changes. In domestic
animals, the frontier between health and illness is fluently. Sometimes only the wish of one breeder decides whether
a trait variant is deemed to be sick or acceptable.

The relation between coat colour and hereditary defects can base on pleiotropic effects (one gene affect more than
one trait), secondary effects (defects are the consequence of coat colour but not on genetic level) or linkage (mutations
for coat colour and defect are situated near together on a chromosome). The effect can range from lethal (lethal white
foal syndrome) over disablements (night blindness, deafness) and increased sensitivity (sunburn) to assumed although
not sufficient proved performance reduction. At first, diluted coat colours and depigmentation are associated with
constitutional restrictions.

How can breeders handle this problem? Prohibition of heterozygote mating (in case of lethal defects) but also crit-
ical evaluation of breeding animals can help to prevent pain, damage and distress and to receive the colour variability
in conformance with the animal protection law.
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Monika Reifsmann

1. Einleitung

Die riesige Variabilitidt der unterschiedlichen Fellfarben erfreut nicht erst seit heute die zahl-
reichen Ziichter und Liebhaber des Pferdes. Einheitlich intensiv gefirbte Pferde finden dabei
genauso begeisterte Reiter und Kédufer wie kontrastreich gescheckte oder extrem aufgehellte
Tiere. Besonders bei der wachsenden Gruppe der Freizeitreiter ist Exklusivitit des Phianotyps
hoch gefragt und wird dementsprechend gut bezahlt. Dies fiihrt dazu, dass die Ziichter immer
wieder versuchen, durch entsprechende Anpaarungen vollig neue Farb- und Musterkombina-
tionen zu erhalten oder durch die Einkreuzung von bisher in ihrer Rasse nicht vorhandener
Farballele zur Erhohung der Verschiedenartigkeit ihrer eigenen Pferde beizutragen. Manchmal
sind es auch nur der Spaf} an der Farbzucht bzw. Experimentierfreude, die zu farblichen An-
paarungsversuchen fiihren.

Die genetische Grundlage fiir Fellfarben, die nicht der mehr oder weniger uniformen
Wildfarbung entsprechen, sind Verdnderungen in einem Allelpool, der sich im Verlauf
der Evolution iiber einen langen Zeitraum gebildet hat. Die natiirliche Selektion hat hier-
bei immer wieder regulierend alle Varianten mit nachteiligen Auswirkungen auf Gesund-
heit und Fitness eliminiert. Aktuelle Untersuchungen zeigen allerdings, dass auch bei den
wild lebenden Vorfahren unserer Hauspferde bereits eine Reihe verschiedener Farballele
(wenngleich aufgrund ihres rezessiven Erbganges nicht immer phénotypisch sichtbar) vor-
handen waren und damit nicht alle Pferde eine einheitlich braune/braunfalbe Firbung auf-
wiesen. So konnte in iiber 13000 Jahre alten Knochen schon das Rappallel (a-Allel)
nachgewiesen werden. Funde mit einem Alter von 6300 Jahren zeigen, dass einige Wild-
pferde auch schon iiber das Fox-(e)- bzw. iiber das Leopard-Komplex-(LP)-Allel in ihren
Farbgenen verfiigten (LUDWIG et al. 2009, PrRuvosT et al. 2011). Mit der Haustierwerdung
vor etwa 5000 Jahren konnte neben einem deutlichen Anstieg der Anzahl und der Diversitit
der gefundenen Farballele auch eine erhohte Farbvariabilitit innerhalb von einzelnen Pferden
nachgewiesen werden (LUDWIG et al. 2009). Dies bedeutet jedoch nicht, dass die vielfiltigen
Farballele durch Mutationen erst zum Zeitpunkt der Domestikation neu entstanden sind.
Vielmehr wurden mit hoher Wahrscheinlichkeit durch unsere Vorfahren gezielt farblich
besonders gezeichnete Pferde gesucht und vermehrt. Unter dem menschlichen Schutz sowie
infolge ausgewihlter Anpaarungen konnte sich dann die Allelfrequenz der Farballele er-
hohen.

Wie die zahlreichen unterschiedlichen Fellfarben entstehen Erbfehler — also genetisch
bedingte pathologische Erscheinungen — ebenfalls durch Mutationen. Auf den ersten Blick
scheinen die beiden genannten Merkmalsgruppen auch keine weiteren Gemeinsamkeiten
aufzuweisen. Wihrend die Farbvielfalt meist gewiinscht und beliebt ist, definieren sich
Erbfehler dariiber, dass sie Defekte hervorrufen und so mit Schmerzen, Leiden oder gar
dem Tod des betroffenen Tieres in Beziehung stehen. Bei den Letalfaktoren sterben die
Tiere sogar noch vor dem Erreichen der Geschlechtsreife und ziehen so einen beachtlichen
Verlust nach sich. Von den Ziichtern werden Erbdefekte daher iiberwiegend als negative
Erscheinung bekampft. Aber die Grenzen zwischen gesund und krank sind gerade bei unse-
ren Haustieren flieBend. Es stellt sich immer wieder die Frage, ab welchem Punkt ein Tier
als krank zu bezeichnen ist und ob es iiberhaupt Tiere ohne fehlerhafte Anlagen gibt. Manch-
mal entscheidet nur der Wunsch eines einzelnen Ziichters dariiber, ob eine Merkmalsvariante
als krank und nachteilig oder als akzeptabel und sogar wertvoll angesehen wird. Beispiels-
weise stellen die Weillisabellen (doppelt aufgehellte Isabellen — Cremellos, Perlinos und
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Smoky creams) eine von verschiedenen Farbziichtern oft begehrte Besonderheit fiir eine
sichere Farbvererbung (Produktion von Isabellen — Palominos und Buckskins) dar, wihrend
sie von anderen abfillig und geringschitzig als iiberempfindliche Pferde behandelt werden.
Selbst Graf KinskY, der Begriinder der bekannten isabellfarbenen Kinsky-Pferdezucht, soll
sie verdchtlich Kakerlaken genannt haben. Im 18. Jahrhundert erhielten diese Bezeichnung
des Ofteren auch die Weillgeborenen des Gestiits Herrenhausen, da sie iiberwiegend als licht-
scheue und daher schwierig zu handhabende Pferde galten (MEYER und MEYER 2002). Aber
die Bewertung einer Fellfarbe ist nicht nur eine Frage des Geschmacks eines Ziichters. Die
Fellfarbe kann iiber direkte oder indirekte Wege mit deutlichen Erbfehlern und dadurch mit
erheblichen Einschrinkungen fiir das Pferd verbunden sein. Aus diesem Grund ist es erfor-
derlich, sowohl die genetischen Grundlagen der Farbbildung und der Entstehung von Erb-
fehlern als auch die mogliche Basis fiir Beziehungen zwischen beiden Merkmalen néher zu
betrachten.

2. Molekulargenetische Basis der Fellfarben beim Pferd

Die Fellfarben der Sdugetiere werden grundsitzlich nur durch zwei Pigmentgruppen, die Eu-
melanine (schwarzbraune bis schwarze Pigmente) und die Phdomelanine (gelbbraune bis rot-
braune Pigmente), hervorgerufen. Allerdings konnten bis heute bei der Maus ungefihr 380
Loci ermittelt werden, die durch einen modifizierenden Einfluss auf die Farbbildung die be-
kannte riesige Variabilitdt des Haarkleides hervorrufen (MoNTOLIU et al. 2013). Die Wirkung
dieser zahlreichen Loci duBert sich vor allem in zwei hinsichtlich ihrer Ursache und Auswir-
kung recht unterschiedlichen Formen. So kann es auf der einen Seite durch eine verdnderte
Genwirkung zur Umgestaltung der Pigmentbildung innerhalb der Melanozyten selbst kom-
men, was dann je nach Gen eine Verstirkung (Melanismus) oder Verdiinnung der Farbpro-
duktion (bis zum Albino) zur Folge hat. Auf der anderen Seite kommt es durch eine
Verinderung bei der Melanozytenbildung, ihrer Wanderung in den Geweben oder ihrem Uber-
leben zum Fehlen von Farbzellen in bestimmten Korperbereichen. Die Folge sind weifle Haar-
bereiche iiber einer rosafarbenen Haut (leuzistische Bereiche). Dieser Effekt kann sich im
Extremfall auf den gesamten Korper erstrecken, so dass ein vollig pigmentloses, also weilles
Tier entsteht.

Wenngleich die Erkenntnisse beim Pferd noch nicht so weit wie bei der Maus gediehen
sind, konnte fiir die wichtigsten Fellfarben die genetische Basis bereits aufgedeckt werden
(Tab. 1). Die Ara der molekularen Farballelbestimmung begann im Jahr 1996 mit der Ent-
deckung des Foxallels (e-Allel), welches durch eine Mutation im MC1R-(Melanocortin-1
Receptor)-Gen codiert wird (MARKLUND et al 1996). Diese Mutation, die durch einen Ein-
zelbasenaustausch (C>T) zu einer Aminosdureverdnderung von Serin zu Phenylalanin
(Ser83Phe) fiihrt, zerstort die Funktionsfdhigkeit des Rezeptors. Der defekte Rezeptor
ist nicht mehr in der Lage, die Produktion von schwarzem Eumelanin zu stimulieren, so
dass die Farbproduktion auf die Bildung des gelbroten Phiomelanins umschaltet. Damit ent-
scheidet das MCIR-Gen grundsitzlich dariiber, welches der beiden Grundpigmente bei
einem Pferd gebildet wird. Das rezessive Foxallel (e-Allel) ist dabei fiir die gelbrétliche
Fellfarbe des Fuchses verantwortlich, wihrend das dominante E-Allel die Schwarztriger
hervorbringt.
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Tab. 1 Molekulargenetisch identifizierte Mutationen mit Einfluss auf die Fellfarbe beim Pferd

Farbwirkung Gen Genotypen und Phinotypen
Grundfarben MCIR EE Ee ee
Schwarztriger Schwarztriger Fuchs
ASIP AA Aa aa
Braune bei E-Allel Braune bei E-Allel Rappe bei E-Allel
Authellungen SLC45A2 cc Cc” e
Vollfarbig Isabell WeiBisabell
PRLPRL PRLprl priprl
Vollfarbig Vollfarbig Pearlfarben
SLC36A1 CHCH CHch chch
Champagner Champagner Vollfarbig
Pmell7 /4 zz Z
Silberfarben Silberfarben Vollfarbig
MYOSA MYOSA“MYOSA™ MYOSA™MYOSA™ MYOSA*™MYOSA*
Lavender foal Vollfarbig Vollfarbig
Scheckmuster KIT T0TO TOto toto
Tobiano Tobiano Solide
SBISBI SB1sbl sblsbl
Weilsabino Sabino Solide
WIWI bis W20W20 Wiwl bis W20w20 wiwl bis w20w20
Weillgeborene/Sabino- ~ Weillgeborene/ Solide
dhnliche, letal? Sabinoiihnliche
EDNRB ovov OVov ovov
Lethal white foal Overo Solide
TRPM1 LPLP LPIlp Iplp
Tiger (Few spotted) Tigerschecke Solide
MITF SWISWI,SW3SW3 SWiswl, SW3sw3 swilswl, sw3sw3
Splashed white Splashed white Solide
MITF'"*MITF™'™ MITF*'"MITF* MITF*MITF*
Unbekannt Macchiato Solide
PAX3 SW2S5W2 SW2sw2 sw2sw2
Splashed white Splashed white Solide
Schimmel STX17 GG Gg g8
Schimmel Schimmel Nichtschimmel

Besitzt ein Pferd durch einen intakten MC1-Rezeptor grundsitzlich die Fihigkeit, schwarzes
Eumelanin zu synthetisieren, kann die Verteilung dieses Pigmentes am Kdorper durch die Wir-
kung eines zweiten Genes, des ASIP-(Agouti Signalling Protein)-Gens, modifiziert oder besser
gesagt auf bestimmte Korperbereiche beschrinkt werden. Das dominante A-Allel dieses Gens
bildet ein regional wirkendes Protein, welches den MC1-Rezeptor blockiert und damit die Eu-
melaninproduktion dhnlich wie bei einem defekten Rezeptor verhindert. Da dieses Protein je-
doch nur direkt an seinem Bildungsort wirksam wird, kann bei einem Pferd mit intaktem
MCI1-Rezeptor sowohl schwarzes Eumelanin als auch gelbrotes Phiiomelanin entstehen. Dabei
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farben sich zuerst besonders die Flanken, der Bauch sowie der Niisternbereich und bei stirkerer
Ausweitung der Agoutiproteinwirkung der gesamte Hals und Rumpf gelblich, wihrend das
Langhaar und die Beine immer schwarz bleiben. Derartig gefarbte Pferde werden als Braune
bezeichnet. Durch eine Deletion von 11 Basenpaaren im zweiten Exon verliert das Agouti-
protein seine Fihigkeit zur Rezeptorblockade. Am gesamten Korper des Pferdes kann Eume-
lanin gebildet werden, und es entsteht durch den Einfluss dieses rezessiven a-Allels in
homozygotem Zustand ein Rappe (RIEDER et al. 2001). Rappe, Brauner und Fuchs verkorpern
die drei Grundfarben des Pferdes, die durch die unterschiedliche Allelausstattung in den beiden
Genen MCIR und ASIP immer alternativ auftreten.

Wie bereits erwihnt, existieren zahlreiche Gene, die, durch ihren Einfluss auf die Bildung
und den Transport der Farbpigmente in die wachsenden Haare, eine Modifikation im farblichen
Erscheinungsbild der Grundpigmente und so vielfiltige Abstufungen in der Firbung des Haar-
kleides hervorrufen konnen. Beim Pferd iiberwiegen hier die Prozesse der Farbverdiinnung,
die zu aufgehellten Fellfarben fiihren. Allerdings kann die Wirkung auf das Deckhaar anders
als die auf das Langhaar ausfallen. Einige Mutationen, die einen pigmentreduzierenden Ein-
fluss besitzen, wurden bereits fiir das Pferd identifiziert.

Das wohl bekannteste Aufhellungsgen ist das SLC45A2-(Solute Carrier Family 45, Member
2)-Gen, oft besser als MATP-(Membranassoziiertes Transportprotein)-Gen bekannt. Durch eine
Transition (G>A) im Exon 2 entsteht das verdiinnende Cremeallel (¢”-Allel), das im heterozy-
goten Zustand durch die vorrangige Aufhellung des Phdomelanins aus Braunen und Fiichsen
die Braun- und Fuchsisabellen hervorbringt (MARIAT et al. 2003). Bei den Rappen ist der pig-
mentverdiinnende Einfluss nur duBerst gering und wird daher oft iibersehen. Beim homozygoten
Vorliegen des Cremeallels erfasst die Farbverdiinnung jedoch beide Pigmentarten gleicherma-
Ben. Dadurch entstehen aus den drei Grundfarben die nur noch gering pigmentierten und daher
gleichermalfien sehr hellen Weilisabellen mit rosafarbener Haut und meist blauen Augen.

Anders gestaltet sich die Farbverdiinnung beim Pmell7-(Premelanosome Protein 17)-Gen,
auch STLV-Gen genannt, das nur das schwarze Eumelanin aufhellt und so bei Rappen und
Braunen zum Phinotyp des Silberfarbenen fiihrt. Hier ist eine Punktmutation (C>T) im Exon
11 fiir die Entstehung des Silberallels (Z-Allels) verantwortlich (BRUNBERG et al. 2006, REISS-
MANN et al. 2007).

Wenngleich schon einige weitere Mutationen fiir Aufhellungen wie Pearl (SLC45A2-Solute
Carrier Family 45, Member 2-Gen), Champagner (SLC36A1-Solute Carrier Family 36, Mem-
ber 1-Gen) oder auch Lavender-Fohlen (MYO5A-Myosin VA-Gen) gefunden wurden (BELLONE
2010, BrookKs et al. 2010, Cook et al. 2008), ist hier noch erheblicher Forschungsbedarf vor-
handen, da die Kenntnisse iiber kausale Mutationen fiir zahlreiche andere Verdiinnungen
(z. B. fiir Falb- oder Pangaréaufthellung) noch fehlen.

Zu den leuzistisch wirkenden Genen, die zu pigmentlosen Bereichen im Fell und iiber das
Nebeneinander von farbigen und pigmentlosen Haaren zu Farbmustern (Scheckungsformen)
fiihren, zdhlt vor allem das KIT-(V-Kit Hardy-Zuckerman 4 Feline Sarcoma Viral Oncogene
Homolog)-Gen, das vorrangig in Prozesse der Melanozytenmigration in die Gewebe und ihr
Uberleben am Wirkungsort eingreift. Auf den zahlreichen in diesem Gen gefundenen Muta-
tionen beruhen diverse Scheckungsformen, zu denen die Tobiano-Scheckung, verschiedene
Varianten von sabinodhnlichen Mustern sowie die Weilgeborenen zéhlen (BROOKS und BAILEY
2005, BROOKS et al. 2002, HAASE et al. 2007, 2008, 2009, HAUSWIRTH et al. 2013).

Wihrend der Embryonalphase tibernimmt das EDNRB-(Endothelin Receptor Type B)-Gen
eine entscheidende Aufgabe fiir die Differenzierung von Stammzellen in Melanoblasten, die
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Vorstufen der Melanozyten, und ist damit in seiner Wirkung noch vor dem KI7-Gen angesie-
delt. Der Austausch der Aminosdure Isoleucin durch Lysin (Ile118Lys) wegen einer Dinukleo-
tidmutation im Endothelinrezeptor ruft eine Storung in der Farbzelldifferenzierung hervor, in
deren Folge im heterozygoten Vorkommen nicht mehr alle Hautbereiche von Melanozyten
besiedelt werden und die bekannten Overo-Schecken entstehen. Liegt das Overoallel (OV-Al-
lele) homozygot vor, besitzen die Fohlen generell keine Farbzellen mehr und haben daher ein
pigmentloses Fell, rosafarbene Haut sowie helle Augen und Hufe (METALLINOS et al. 1998,
SANTSCHI et al. 1998).

Scheckmuster werden weiterhin durch Mutationen im TRPMI-(Transient Receptor Po-
tential Cation Channel, Subfamily M, Member 1)-Gen in Form des Leopard-Komplexes (BEL-
LONE et al. 2008) sowie in den Genen MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor)
und PAX3 (Paired Box 3) als Splashed-white-Varianten hervorgerufen (HAUSWIRTH et al. 2012,
2013). Aber auch der molekulargenetische Hintergrund zahlreicher Scheckungen liegt noch
im Dunklen.

Unabhiingig von der Grundfarbe, deren Aufhellung und dem vorliegenden Scheckungs-
muster kann es zu einem vorzeitigen progressiven Ergrauen der Fellfarbe kommen. Dieses
Phédnomen, das eigentlich keine Farbe, sondern nur die zunehmende Abwesenheit von Farb-
pigment in den Haaren darstellt, wird beim Pferd als Schimmel bezeichnet. Die Mutation fiir
die Schimmelung wurde in Form einer 4,6-kb-Duplikation im Intron 6 des STX17-(Syntaxin
17)-Gens gefunden (ROSENGREN PIELBERG et al. 2008).

3. Grundlagen fiir die Beziehung zwischen Fellfarbe und Erbfehlern

Die moglichen Auswirkungen, die die verschiedenen Fellfarben auf andere Merkmale besitzen
konnten, wurden und werden schon seit Jahrhunderten von den Ziichtern, Reitern, farbbegeis-
terten Pferdefreunden und Wissenschaftlern in den unterschiedlichsten Regionen der Welt
kontrovers diskutiert. Die Befiirwortungen eines solchen Zusammenhangs reichen von der
pauschalen Zuordnung verschiedener Eigenschaften zu bestimmten Fellfarben im Rahmen
von Legenden, Prosa und Vermutungen (ForBIs 1980, beim Arabischen Vollblut) bis hin zu
Erfahrungsberichten (KEELER 1947) und exakten Untersuchungen (DRING et al. 1981). Dem-
gegeniiber stehen vor allem die Sportreiter und Nutzer von Arbeitspferden, die eher die schon
von WRANGEL (1928) gedulBerte Meinung vertreten, dass ein gutes Pferd keine schlechte Farbe
hat. Auch in jiingster Zeit haben sich Autoren mit dieser Problematik befasst und Ergebnisse
aus verschiedenen wissenschaftlichen Untersuchungen zusammengetragen (BELLONE 2010,
REISSMANN und LubwiG 2013). Allerdings konnten bisher nur verhéltnismidBig wenige Zu-
sammenhiinge wirklich eindeutig nachgewiesen werden, und viele Vermutungen erfordern
noch eine exakte wissenschaftliche Uberpriifung. Fiir die genaue Aufdeckung echter Zusam-
menhiinge ist es erforderlich, zunéchst nach der moglichen Basis fiir derartige Beziehungen
zu suchen.

Bei einer grundsitzlichen Betrachtung lisst sich feststellen, dass viele Farbmutationen —
speziell verschiedene Formen von Aufhellungen und Depigmentierungen — zumindest auf den
ersten Blick mit auch anderweitig, oft krankhaft verinderten Phinotypen verbunden sind (Tab.
2). Derartige Beziehungen wurden schon friiher, als es noch keine so umfassende Kenntnis
der biochemischen und molekularen Grundlagen gab, von Ziichtern, Reitern und Pferdefreun-
den beobachtet. So galten bei den Arabern sowohl aufgehellte und stark verwaschene Farben
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als auch grof3e weille Haarstellen an Kopf, Korper und Beinen als Ausdruck fiir mangelnde
Gesundheit und Degeneration eines Pferdes (FOrBis 1980). In gleicher Weise duflert sich
WRANGEL (1928), der durch die Praxis liberwiegend bestitigt sieht, dass blasse Fellfarben und
helle Hufe mit mangelnder Leistungsfihigkeit in Verbindung stehen. Das unterstreicht, dass
Farbe — sprich Pigment — fiir verschiedene Lebensprozesse essentiell zu sein scheint bzw. dass
fiir die Entstehung von Farbpigmenten Schliisselenzyme verantwortlich sind, die gleicherma-
Ben auch in anderen Stoffwechselprozessen wirken.

Tab. 2 Ubersicht iiber ein bereits beschriebenes gemeinsames Auftreten von Fellfarben und erblichen Defekten.
(Nicht alle hier aufgefiihrten Fellfarben sind nachgewiesenermalfien iiber klassische Pleiotropie mit den beobachteten
Erkrankungen verbunden. Es ist daher durchaus moglich, dass Pferde zwar die genannte Fellfarbe, jedoch nicht den
Defekt aufweisen.)

Fellfarbe Gen Allel Beobachtete Erkrankungen
Dominant Weif3 KIT wi Homozygot: wahrscheinlich letal
GroBe weille Kopfabzeichen
bei Splashed white MITF, PAX3 SWI-SW3  Horprobleme bzw. Taubheit
Lavender MYOS5A MYOSA™  Homozygot: letal (LFS)
Macciato MITF MITF™'”  Taubheit, geringe Spermamotilitiit
Overoscheckung EDNRB ov Homozygot: letal (LWFS)
Schimmel STX17 G Melanome, Vitiligo (verstédrkt bei Homozygoten)
Silberfarbe Pmell7 V4 Heterozygot: Augenzysten
Homozygot: Augenverinderungen (MCOA)
Stichelhaarig (Roan) KIT? RN Homozygot: eventuell bei einigen Formen letal
Tigerscheckung TRPM1 LP Homozygot: Nachtblindheit (CSNB)
Weiflisabell SLC45A2 c” Homozygot: bei einigen Pferden verstirkte Licht-
empfindlichkeit
Weillsabino KIT SB1 Homozygot: bei einigen Pferden/Rassen erhohte

Lichtempfindlichkeit

Bei den Ebenen, auf denen Fellfarben mit verschiedenen Defekten in Beziehung stehen kon-
nen, wird unterschieden zwischen:

— klassischer Pleiotropie, bei der ein Gen mehrere Merkmale gleichzeitig beeinflusst;

— sekundidrem Effekt (unechter Pleiotropie), der zwar als Folge eines bestimmten farblichen
Phinotyps auftritt, mit diesem aber nicht auf der genetischen Ebene verbunden ist; und

— Merkmalsassoziation infolge einer chromosomalen Nihe oder eines Founder-(Linien)-Ef-
fekts. Die Farbe wirkt hier lediglich als Marker fiir eine Erkrankung.

Erst mit der Aufdeckung der molekulargenetischen Grundlagen fiir die verschiedenen farbli-
chen Phédnotypen wurde es moglich, tiefer in die Zusammenhinge zwischen Fellfarbe und an-
deren Merkmalen einzudringen. Damit gelang es erstmalig nachzuweisen, ob eine vermutete
pleiotrope Beziehung wirklich auf ein und derselben Mutation beruht oder ob andere Mecha-
nismen fiir diesen Zusammenhang verantwortlich sind und eine Verbindung nur vorgetduscht
ist. Besonders fiir die ziichterischen Entscheidungen ist es wichtig zu wissen, welche der drei
genannten Beziehungen jeweils vorliegt, um mit ihren Zuchtprogrammen und Selektionsent-
scheidungen darauf richtig reagieren zu konnen.
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3.1 Lethal-white-foal-Syndrom (LWFS) und Overoscheckung

Ein Paradebeispiel fiir die klassische Pleiotropie stellt das Lethal-white-foal-Syndrom dar.
Hierbei handelt es sich um einen Letalfaktor, der auf molekularer Ebene direkt mit einer voll-
kommen weillen Fellfarbe verbunden ist. Wie bereits weiter oben erldutert, steuert der Endo-
thelinrezeptor B (EDNRB) wihrend der embryonalen Entwicklung die Differenzierung der
Melanoblasten aus den Stammzellen der Neuralleiste. Die Overomutation (OV-Allel), die im
homozygoten Zustand durch das vollstindige Fehlen von Melanozyten Fohlen mit unpigmen-
tiertem Fell und rosafarbener Haut zur Folge hat, zeigt jedoch noch weitere Auswirkungen
auf den Organismus. Da der Rezeptor unter anderem fiir die Differenzierung von Nervenzell-
populationen verantwortlich ist, treten bei seinem Ausfall auch Stdrungen bei diesen Zellent-
wicklungen auf. Durch die fehlende Rezeptorwirkung werden keine Ganglien im Darm
(intestinale Aganglionose) ausgebildet, und es entsteht ein sogenanntes todliches Megacolon,
bei dem die Nahrung infolge fehlender Peristaltik nicht den Darm passieren kann. Die Fohlen
sterben letztendlich an einer inneren Vergiftung (METALLINOS et al. 1998, SANTSCHI et al. 1998,
2001, YANG et al. 1998). Hier liegt damit die klassische Form der Pleiotropie vor. Eine Muta-
tion in einem Gen (hier das EDNRB-Gen) beeinflusst iiber gleiche Reaktionswege zwei sehr
unterschiedliche Merkmale — die Fellfarbe und die Innervation des Darmes.

Ein verantwortungsbewusster Ziichter wiirde normalerweise konsequent gegen solch einen
schwerwiegenden todlichen Erbfehler selektieren. Aber das Vorhandensein nur eines Overo-
allels beeinflusst nicht oder zumindest nicht sichtbar die Innervation des Darmes. Es fiihrt je-
doch infolge des vollstindigen oder teilweisen Fehlens von Melanozyten in bestimmten
Hautbereichen (besonders am Kopf, am Hals und am seitlichen Rumpf) zu weilen Fellstellen
und damit zu einer interessanten Musterung des Fells. Diese heterozygoten Triger des mu-
tierten OV-Allels sind die beliebten und begehrten Overoschecken. Der einzige Weg, der aus
dieser Misere fiihrt, ist das grundsitzliche Verbot der Verpaarung von zwei heterozygoten
Pferden, wie es in einem solchen Fall das deutsche Tierschutzgesetz fordert. Dies lieBe sich
aufgrund des vorhandenen direkten Gentests (eindeutiger Nachweis des OV-Alleles) auch in
Zweifelsfillen leicht umsetzen. Aber seitens der Zuchtverbinde gibt es vielfach nur Empfeh-
lungen zum Ausschluss von Heterozygotenanpaarungen und keinerlei Restriktionen, die eine
weitere Verbreitung des Overoallels in andere Rassen einschrinken.

Urspriinglich scheint diese Form der Scheckung nur beim Paint Horse vorhanden gewesen
zu sein. Das LWF-Syndrom stellte damit ein begrenztes Problem innerhalb einer Rasse dar.
Die Paint-Horse-Ziichter kennen mittlerweile diese Erkrankung recht gut und sind um einen
ordentlichen Umgang mit dem OV-Allel zumindest bemiiht. Aber in den letzten Jahren ver-
suchten Ziichter immer wieder, diese fiir sie interessant erscheinende Musterung auch in ihre
eigenen Rassen neu einzukreuzen. Besonders wenn die entstehenden Pferde rassebedingt nicht
ganz typische Overomuster aufweisen und die Ziichter dieser Rassen die Allelwirkung nur
unzureichend kennen, kann der Erbfehler schnell unkontrolliert weitergetragen werden.

3.2 Lavender-foal-Syndrom (LFS)

Beim Lavender-foal-Syndrom, einem klar rezessiven Erbdefekt bei Arabischen Vollblutpfer-
den, sind die neugeborenen Fohlen aufgrund komplexer neurologischer Stérungen (Opistho-
tonus oder Nystagmus) nicht in der Lage aufzustehen und zu saugen. Sie versterben daher
meist kurz nach ihrer Geburt. Interessanterweise verfiigen sie gleichzeitig iiber eine blassgraue
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bis hellgelbbraune Fellfarbung. Die heterozygoten Anlagetrédger sind in jeder Hinsicht unauf-
fillig. Als Ursache fiir die Erkrankung, aber auch der aufgehellten Farbe wird eine Frame-
shift-Mutation im Exon 30 des MYO5A-Gens auf dem equinen Chromosom 1 angenommen
(Brooks et al. 2010, GABRESKI et al. 2012). Da die Fohlen nicht lebensfihig sind, ist die Far-
bung ziichterisch nicht von Belang. Es sollte auf alle Fille die Anpaarung von heterozygoten
Triagern vermieden werden bzw. eine direkte Selektion gegen das Allel in Betracht gezogen
werden.

3.3 Multiple Congenital Ocular Anomalies (MCOA) und Silberaufhellung

Ein weiterer Zusammenhang zwischen Fellfarbe und einer erblich bedingten Erkrankung liegt
bei der Silberfarbe und markanten Augenveridnderungen (Multiple Congenital Ocular Anoma-
lies — MCOA) vor. Zunichst wurden diese Augenerkrankungen bei silberfarbenen Rocky
Mountain Horses festgestellt. Eine genauere Pedigree-Analyse zeigte, dass sowohl bei den
Pferden mit Erkrankungen als auch bei denen mit Silberfarbe die gemeinsame Abstammung
eine grofie Rolle spielt (GRAHN et al. 2008). Daher wurde von einigen Ziichtern zunéchst ver-
mutet, dass die Augenverinderungen aufgrund der relativ engen Blutfiihrung beim Rocky
Mountain Horse durch eine Kopplung von Erkrankungsursache und Silbermutation iiber einen
Linienbegriinder hervorgerufen werden. Schnell zeigte sich aber, dass die Ursachen fiir beide
Erscheinungen im gleichen Bereich des equinen Chromosoms 6 (Region des Pmell7-Gens)
mappen, also ihre jeweils kausalen Mutationen sehr dicht nebeneinander liegen miissen bzw.
es sich wahrscheinlich nur um eine Mutation handelt. Dabei weisen fiir das Silberallel (Z-Allel)
heterozygote Tiere iiberwiegend Zysten auf, wihrend homozygote Pferde den MCOA-Phinotyp
besitzen (ANDERSSON et al. 2008, 2011b). Da inzwischen auch beim Islandpony (ANDERSSON
et al. 2011a) und in einer eigenen Analyse beim Comtois eine Beziehung zwischen Fellfarbe
und MCOA gefunden wurde (zwei homozygote Silberfarbene wiesen deutlich komplexe Au-
genverdnderungen auf), scheint auch hier ein klassischer pleiotroper Effekt vorzuliegen.

Allerdings gibt es Hinweise auf homozygote silberfarbene Pferde, bei denen unter Um-
stinden keine MCOA vorliegt. Sollte sich das bewahrheiten, konnte es sich hier um ein Gen
mit unvollstindiger Penetranz handeln. Moglicherweise ist die Silbermutation im Pmell7-
Gen zwar eine wichtige und notwendige Voraussetzung fiir die multiplen Augenverinderun-
gen, ihr letztendliches Auftreten wird aber durch weitere Gene modifiziert.

Fiir eine Zucht auf Silberfarbe, wie sie in einigen Rassen zur Diskussion steht, ist eine
Aufkldrung dieses Zusammenhanges von enormer Bedeutung. Sollten die MCOA ausschlief3-
lich mit der Silbermutation assoziiert sein, wire eine Zucht auf Farbe ohne das gleichzeitige
Vorhandensein von Augenveridnderungen und deren weitere Verbreitung im Bestand unmog-
lich. Damit stellt sich fiir die Zucht die Frage, wie problematisch Augenzysten und komplexe
Augenveridnderungen fiir ein Pferd sind. So dramatische Folgen wie beim LWF-Syndrom tre-
ten hier nicht auf, und Schmerzen scheinen die Augenanomalien nicht zu bereiten. Aber infolge
der geweckten Aufmerksamkeit fiir diese Erkrankung und der genaueren Beobachtung der
Pferde berichten verschiedene Ziichter, dass reinerbige Silberfarbene mit Augenverianderungen
nervoser und schreckhafter erscheinen. Dies lieBe sich dadurch erklaren, dass diese Pferde
aufgrund der Zysten ihre Umgebung schlechter wahrnehmen. Fiir den Fall, dass die MCOA
erst durch das Zusammenwirken mit weiteren Genen entstiinden, wire unter Umstinden eine
reine Farbzucht mit gesunden Augen moglich. Hier sind dringend weitere Untersuchungen an
einem umfangreichen Tiermaterial notwendig.

Nova Acta Leopoldina NF 779, Nr. 402, 59-74 (2015) 67



Monika Reifsmann

3.4 Nachtblindheit (CSNB) und Tigerscheckung

Ganz dhnlich wie im Falle der MCOA stellt sich die Selektionsfrage bei der erblich bedingten
Nachtblindheit, wie sie bei reinerbigen Tigerschecken auftritt (BELLONE et al. 2008). Auch
hier scheint die Mutation im TRPM-Gen, die mit der Tigerscheckung assoziiert ist, ebenso
fiir die Nachtblindheit verantwortlich zu sein. Erstaunlicherweise konnte das Leopard-Allel
(LP-Allel) bereits bei pleistozdnen Wildpferden nachgewiesen werden. Nachtblindheit war
mit Sicherheit ein negativer Selektionsfaktor fiir die betroffenen Wildpferde. Die gesunden,
mischerbigen Tigerschecken besallen wihrend der Eiszeit moglicherweise einen Vorteil, da
ihre speziell gemusterte Fellfirbung eine optimale Tarnung in dieser Umwelt darstellte (PRU-
vosT et al. 2011).

3.5 Erbliche sensorineurale Taubheit (CSD) und grofie weifie Kopfabzeichen

Obwohl sich die Beziehung zwischen extrem groflen weillen Kopfabzeichen, die meist die
Ohren erreichen, und erblicher sensorineuraler Taubheit etwas anders als die bisher angefiihr-
ten Beispiele gestaltet, gehort sie grundsitzlich ebenfalls in die Kategorie der klassischen
Pleiotropie.

Beim Horvorgang treffen die Schallwellen als mechanische Reize in der im Innenohr be-
findlichen Schnecke (Chochlea) auf eine von Haarzellen gebildete Oberfliche. Diese Haar-
zellen nehmen die Schwingungen auf und wandeln sie in elektrische Nervenreize um. Fehlen
jedoch die Melanozyten und damit das Pigment in diesen Haarzellen, kann die Schwingungs-
umwandlung nicht stattfinden und die Reizweiterleitung ist unterbrochen. Wenngleich der ge-
naue Vorgang noch nicht vollstindig bekannt ist, kommt es durch den Pigmentmangel
moglicherweise zu einer verminderten Blutversorgung und damit zu einer Degeneration der
Schneckeninnenwandungen. Der im Innern gebildete Hohlraum fillt in sich zusammen, und
die auf der Oberfliche befindlichen Sinneszellen sterben ab (STRAIN 1996).

Alle Gene, die die Differenzierung, die Migration und/oder das Uberleben von Melano-
zyten beeinflussen, konnen damit auch die gemeinsame genetische Ursache fiir diese Art des
Zusammentreffens von unpigmentierter Fellfarbe und vererbter, also kongenitaler Taubheit
sein (RAK und DisTL 2005). So ist das relativ hiufige Zusammentreffen von blauen Augen
bzw. unpigmentiertem Haar auf rosafarbener Haut und dem Verlust des Gehors bei verschie-
denen Tierarten nicht verwunderlich (FAMULA et al. 2000, JURASCHKO et al. 2003a, b). Aller-
dings scheint es verschiedene Formen dieser Taubheit zu geben, was aufgrund der Vielzahl
der infrage kommenden Gene nicht iiberraschend ist. Neben den vollig weilen Pferden mit
LWFEFS und gelegentlich auch den Overoschecken (MAGDESIAN et al. 2009) sind besonders
unter den Pferden mit extremer Splashed-white-Musterung, bei denen die Weillfarbung grof3e
Teile des Kopfes einnimmt, taube Pferde zu finden. Vor allem die in den Genen MITF und
PAX3 gefundenen Mutationen erkléren bei zahlreichen Pferden die WeiB3zeichnung und schei-
nen in Fillen mit extremer Weifizeichnung auch fiir die Taubheit verantwortlich zu sein (HAUs-
WIRTH et al. 2012). Hier offenbart sich der besondere Charakter dieser Pleiotropiebeziehung.
Mutationen in den genannten Genen sind zwar grundsitzlich fiir die Taubheit verantwortlich,
weil es generelle Storungen in der Wanderung der Farbzellen gibt. Ob die Melanozyten aber
das Ohr erreichen oder nicht, wird von anderen Genen modifiziert bzw. durch die dufleren
Einfliisse mitbestimmt. Ahnlich ist die Situation bei anderen Tierarten wie beispielsweise wei-
Ben oder stark weill gemusterten Hunden (vor allem Doggen und den beliebten Dalmatinern)
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und weillen Katzen. So gibt es Formen der Taubheit, die sich bei Hunden erst in den ersten
drei bis vier Lebenswochen manifestieren, da die Degeneration der Sinneszellen nach der Ge-
burt allméhlich voranschreitet (STRAIN 1999).

Auch in diesem Fall stellt sich wie bei den Augenerkrankungen die Frage nach dem Grad
und der Schwere der Behinderung fiir das Pferd. Die Taubheit ist wahrscheinlich vollig
schmerzfrei. Da das Pferd in der Obhut des Menschen gehalten wird und damit vor Raubtieren
und Gefihrdungen weitgehend geschiitzt ist, sind keine negativen Einfliisse auf seine Uber-
lebenschancen zu erwarten. Es gibt Reiter, die sogar die Meinung vertreten, dass taube Pferde
besonders gut fiir Turniere geeignet sind, da sie sich nicht durch die Gerduschkulisse ablenken
lassen. So gibt es bisher beim Pferd — im Gegensatz zum Hund — keine Hinweise oder Auflagen
bei der Zucht mit tauben Tieren. Weiterfiihrende Untersuchungen sollten unbedingt angestellt
werden, um einerseits die wirkliche Beeintrichtigung niher zu ergriinden und andererseits die
jeweilige Ursache der Taubheit aufzudecken. Erst dann ist es moglich, genauere Empfehlungen
fiir die Zucht mit derartigen Farbvarianten zu geben.

3.6 Sekunddre Effekte eines hellen Fells iiber rosafarbener Haut

Neben der beschriebenen Taubheit lassen sich bei Pferden mit viel Weif3, das vor allem am
Kopf auftritt, oft noch weitere Effekte finden. Da sie von der genetischen Ursache relativ weit
entfernt sind und meist in erheblichem Malle durch die Umwelt beeinflusst werden, spricht
man hier von unechter Pleiotropie bzw. sekundéren Effekten. Da es sich bei Pferden um Leu-
zisten handelt, ist ihre Pigmentlosigkeit im Haar auf das grundsitzliche Fehlen von Pigment-
zellen zuriickzufiihren, was neben den Haarwurzeln aber auch gleichermal3en die Haut betrifft.
Bei diesen Pferden kommen daher groBere Flidchen unpigmentierter, also weiler Haare immer
in Verbindung mit rosafarbener Haut vor. Diese unpigmentierte Haut stellt jedoch nur einen
bedingten Schutz gegen die UV-Strahlung der Sonne dar, besonders wenn sie im Maul-Niis-
tern- oder Augenbereich auch nicht durch lingere Haare des Fells geschiitzt wird. Daher sind
Sonnenbrand bzw. eine erhthte Sonnenempfindlichkeit keine seltene Folge bei grofBflichig
oder vollig weiBen Pferden. Ahnliche Probleme treten auch bei stark aufgehellten Fellfarben
auf, da diese ebenfalls nur unbedeutende bzw. gar keine Pigmentmengen in der Haut bilden.
Schimmel dagegen besitzen eine graue Haut, da nur ihre Haare nicht mehr mit Pigmenten ver-
sorgt werden.

Allerdings scheinen sowohl die jeweilige Grundfarbe, die Rassengrundlage als auch das
entsprechend mutierte Gen einen Einfluss auf die Stirke des Effekts, also die Empfindlichkeit
der Haut, zu besitzen. Leider gibt es auch in diesem Bereich nur wenige wirklich belastbare
Untersuchungen, so dass vorrangig nur Beobachtungen von Ziichtern und Besitzern zur Ver-
fligung stehen. Diese sind natiirlich durch die geringe Tierzahl, Subjektivitit der Beobachtung
und fehlende Bewertung der Rahmenbedingungen bestenfalls als mogliche Hinweise zu be-
trachten. So scheinen Wei3sabinos beim Berber durchaus recht sonnenempfindlich zu sein,
wihrend bei Marwaris in Indien derartige Effekte nicht/kaum zu beobachten sind (Christiane
SLAWIK, personliche Mitteilung). Nach eigenen Beobachtungen suchten weile Sabino-Overos
der Rasse Paint Horse in den Mittagsstunden im Sommer immer den Weideunterstand auf,
wihrend ihre gefirbten bzw. liberwiegend gefdrbten Weidegenossen dies nicht taten. Rosa-
farbene Hautstellen am Kopf zeigen besonders bei sehr hell gefirbten Pferden hiufiger Ek-
zeme. Hiervon scheinen in starkem Malle helle Fuchsisabellen und reinerbige
FuchsweiBisabellen betroffen zu sein.

Nova Acta Leopoldina NF 179, Nr. 402, 59-74 (2015) 69



Monika Reifsmann

3.7 Founder-(Linien)-Effekt

Beziehungen, die auf der genetischen Nihe von Farb- und Erbfehlermutationen bzw. das Vor-
handensein beider Mutationen bei einem Linienbegriinder zuriickzufiihren sind, wurden beim
Pferd bisher noch nicht sicher festgestellt. Die Vermutung eines solchen Effekts, wie er bei
den silberfarbenen Rocky Mountain Horses beschrieben wurde, scheint zumindest nicht die
alleinige Ursache fiir das Zusammentreffen zu sein (siehe oben). Zwar gibt es fiir einige Farb-
mutationen — speziell bei den Weillgeborenen bzw. bei sabinodhnlichen Fiarbungen — etliche
Founder (HAASE et al. 2007, 2009, 2011), aber fiir diese Populationen wurden bisher entweder
keine Erbfehler beschrieben, oder es handelt sich um eine kausale Mutation und damit um
klassische Pleiotropie. Ein Beispiel hierfiir ist die Dominant-White-Féarbung beim Freiberger,
die sich auf eine Mutation im KI/7-Gen zuriickfiihren ldsst und wahrscheinlich als Spontan-
mutation erstmalig bei der 1957 geborenen Stute ,,Cigale* auftrat. Da bisher keine reinerbigen
Pferde fiir diese Mutation gefunden wurden, liegt die Vermutung nahe, dass sie homozygot
letal ist (MAU 2003). Mit der Stute ,,Cigale” existiert zwar eine Begriinderin, der Zusammen-
hang zwischen weiler Fellfarbe und der moglicherweise intrauterinen Letalitét ist aber sehr
wahrscheinlich pleiotrop. Diese Annahme wird von Untersuchungen an der Maus unterstiitzt,
bei der Mutationen im KIT-Gen, die zur weillen Fellfarbe fiihren, gleichzeitig negative Aus-
wirkungen auf Blutparameter und Gonaden haben (MANOVA et al. 1990, Nocka et al. 1990).

Moglicherweise sind solche Founder-Effekte jedoch die Ursache fiir die immer wieder
diskutierten Beziehungen zwischen Fellfarbe und Leistungsparametern. Interessant ist in die-
sem Zusammenhang eine Untersuchung an Islandpferden. Dabei konnte festgestellt werden,
dass Schimmel gegeniiber Nichtschimmeln in verschiedenen Leistungsparametern unterlegen
waren. Deutlich schlechtere Noten erhielten die Schimmel fiir die Merkmale Médhne und
Schweif, Gesamtnote Exterieur sowie Gehwille und Temperament, wihrend Hufe, Galopp
und Reiteigenschaften immerhin tendenziell schlechter waren. Allerdings konnten diese Daten
aufgrund eines eingeschrinkten Probenumfanges zwar auf Alter und Geschlecht, jedoch nicht
auf den Vatereinfluss korrigiert werden (ISERINGHAUSEN 2011).

Die Schimmelfdrbung stellt hier eine insgesamt stirker zu untersuchende Fellfarbung dar.
Nach dem Auffinden der mit der Farbe assoziierten Mutation im S7X77-Gen konnte schnell
nachgewiesen werden, dass vor allem homozygote Schimmel verstirkt Melanome und Vitiligo
ausbilden (ROSENGREN PIELBERG et al. 2008). Wenngleich die Melanome als gutartig bezeichnet
werden, belasten sie bei hoherer Anzahl und grolerem Umfang das Pferd erheblich, was vor
allem beim Auftreten im Analbereich bis zur notwendigen Einschldferung fiihren kann. Aller-
dings weisen nicht alle Schimmel diese Erscheinungen auf, wodurch immer wieder die Frage
entsteht, ob der Zusammenhang wirklich kausal ist oder ob eine unvollstindige Penetranz der
Schimmelmutation vorliegt. Hierzu haben CURIK et al. (2013) an zahlreichen Schimmeln Un-
tersuchungen durchgefiihrt, die auf einen starken Hauptgeneffekt (S7X77-Gen) hinweisen, aber
gleichzeitig modifizierende Einfliisse anderer Gene auffiihren. Gerade fiir Zuchten mit hohem
Schimmelanteil (Lipizzaner, Andalusier, Araber u. a.) ergibt sich dadurch vielleicht die Mog-
lichkeit, Schimmel ohne oder nur mit geringfiigigen Melanomen zu ziichten.

4. Schlussfolgerungen im Umgang mit Erbfehlern in der Zucht

Bei klarer klassischer Pleiotropie zwischen Farbe und Erbfehlern ist eine Zucht der gewiinschten
Fellfarbe ohne Nebeneffekt auf die Gesundheit nicht moglich, da die Mutation beides gleicher-
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maBen beeinflusst. Wenn es sich um einen schweren Erbfehler mit dramatischen Folgen fiir das
Pferd handelt, bleibt eigentlich nur der Verzicht auf die Farbzucht. Aber hier streiten sich die
Geister. Was ist dramatisch fiir ein Pferd? Bei klar rezessiv wirkenden Letalfaktoren ist die Ent-
scheidung relativ einfach. Hier sollte konsequent gegen das Allel selektiert werden. Von der Farbe
hat man in diesem Fall nichts, da die Pferde nicht lebensféhig sind, wie das beim Lavender-foal-
Syndrom der Fall ist. Etwas modifiziert gestaltet sich der Umgang mit unvollstindig dominanten
Merkmalstrdgern, bei denen der Erbfehler nur bei den homozygoten Vertretern sichtbar wird
(LWF-Syndrom). Hier sollte dem deutschen Tierschutzgesetz entsprechend von den Zuchtver-
binden ein klares Verbot der Verpaarung von Heterozygoten umgesetzt werden. Dabei muss den
Ziichtern vor allem deutlich gemacht werden, dass sie bei einer Verpaarung von einem Anlage-
triger mit einem gesunden Pferd genauso 50 % heterozygote Merkmalstriger, in diesem Fall die
gewiinschten Overoschecken, erhalten, wie bei der Verpaarung von zwei heterozygoten Merk-
malstrdgern (Overos). Auch hier gibt es immer nur 50 % Merkmalstriger (Overos). Der Unter-
schied besteht nur darin, dass bei der Verpaarung von zwei Heterozygoten 25 % Lethal-white-
Fohlen entstehen, im ersten Fall dagegen 50 % gesunde, wenngleich einfarbige Pferde.

Ahnlich sollte mit allen Fellfarben verfahren werden, die homozygot letal sind und hetero-
zygot die gewiinschte Farbe zeigen. Beispielsweise werden in der Schweiz keine Hengste mit
Dominant-White-Féirbung (W1-Mutation), die wahrscheinlich im homozygoten Zustand in-
trauterin letal ist, in der Zucht eingesetzt (MAU 2003). Damit wird von vornherein eine Ver-
paarung von zwei heterozygoten Pferden vermieden. Differenzierter sind die Fille zu
betrachten, in denen die Leiden oder Schiiden fiir das Pferd nicht so eindeutig zu bestimmen
sind. Dass trifft vor allem fiir die Augen- und Gehorerkrankungen zu. Hier fehlt es noch an
genaueren Untersuchungen zum Befinden des Pferdes, aber auch zu den genetischen Ursachen
und moglichen Modifikationen durch weitere Gene. Daher sollten die Ziichter kritisch ihre
Zuchttiere beobachten und eine verantwortungsbewusste Entscheidung treffen.

Andere Chancen ergeben sich im ziichterischen Umgang mit einer echten Kopplung. Hier
befinden sich durch Zufall die Mutation fiir eine Fellfarbe und die Mutation fiir einen Erbfehler
in chromosomaler Nihe und werden nur daher gemeinsam vererbt. Bei einer solchen Kon-
stellation ist es erforderlich, nach moglichen Kopplungsbriichen — also Tieren, bei denen durch
Crossing over bereits eine Trennung beider Merkmale erfolgt ist — zu suchen. Dies wéren dann
die optimalen Zuchttiere fiir eine Farbzucht ohne Krankheitsfolgen. Allerdings sind diese
Zuchttiere mit gewisser Vorsicht zu betrachten, da bei ihnen infolge einer engen Verwandt-
schaft Inzuchtdepressionen auftreten konnten. Liegt noch kein Kopplungsbruch vor, kann man
nur auf ein zufilliges Crossing over an dieser Stelle hoffen, um die Farbe mit gesunden Tieren
ziichten zu konnen.

Grundsitzlich muss eingeschitzt werden, dass die Zucht auf Fellfarben immer im Gesamt-
kontext zu sehen ist. Farbe ist ein Element des Exterieurs und muss als solches in den richtigen
Rahmen mit den anderen Merkmalen gestellt werden. Die Entscheidung fiir die Zucht auf eine
bestimmte Farbe ist dabei im starken Mafle vom Erbgang und der molekulargenetischen Ur-
sache abhidngig. Hier liegt Verantwortung sowohl bei den Ziichtern selbst als auch bei den
Zuchtverbidnden, die regulierend eingreifen sollten, wenn die Farbzucht Gefahr lduft, zur Qual-
zucht zu werden.

Ein wichtiger Schritt ist es dabei, den wissenschaftlichen Vorlauf zu schaffen, um solche Ent-
scheidungen fundiert, gesichert und reproduzierbar zu treffen. Ziel sollte es immer sein, die grof3e,
wunderbare Vielfalt der Fellfarben zu erhalten und sie in ihrer Kombination zu erweitern, aber
dabei immer ein Auge auf das Wohl des Pferdes, seine Gesundheit, seine Konstitution zu haben.
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Vorausschauende Erbfehlerdiagnostik durch
Re-Sequenzierung von Schliisselahnen

Ruedi Fries (Freising)

Zusammenfassung

Die relativ kleinen effektiven Populationsgroen und der massive Einsatz einzelner Bullen konnen dazu fiihren, dass
sich Defektallele in Rinderpopulationen sehr schnell verbreiten. Homozygotie der Defektallele kann, zeitverzogert
nach dem Auftreten der ersten Triger, zu préinataler Letalitit und damit zu verminderter Fruchtbarkeit und zu post-
nataler Mortalitit und Morbiditit mit erheblichem Tierleiden und 6konomischen Einbufen fiihren.

Die Re-Sequenzierung von Schliisselahnen, d.h. von Tieren, von denen die meisten Allele in der gegenwirtigen
Population abstammen, ermdglicht die systematische Erfassung von Defektallelen. Durch den Abgleich mit der Online
Mendelian Inheritance in Animals (OMIA)-Datenbank und Literaturhinweisen konnte z. B. gezeigt werden, dass ein
bis jetzt beim Fleckvieh noch nicht beschriebenes Defektallel segregiert. Dieses fiihrt im homozygoten Zustand zu
einer Funktionsstorung der Thrombozyten und zu oft todlichen Blutungsepisoden. Wichtige Vererber der Fleckvieh-
zucht sind Tréger des Defektallels.

Eine weitere Moglichkeit der vorausschauenden Erbfehlerdiagnostik ist die eingehende Analyse von Stoppmuta-
tionen, die sich durch eine funktionelle Annotation feststellen lassen. In Zukunft sollten alle Bullen (und deren Eltern),
die stark eingesetzt werden, re-sequenziert werden, um so potenziell schiddliche Mutationen frithestmoglich, d.h. als
De-novo-Mutationen zu erfassen.

Abstract

The small effective population size and the massive use of individual bulls favour the fast propagation of deleterious
alleles. Homozygosity of such alleles will often lead to prenatal lethality and concomitant fertility reduction as well
as postnatal mortality and morbidity with considerable animal suffering and economic losses. The problems arise in
a time lagged manner, i.e., often several generations after the unnoticed occurrence of first carriers.

The re-sequencing of key ancestors, i.e., animals contributing the majority of alleles in the present population, en-
ables the systematic identification of deleterious alleles. Inspecting variants identified by re-sequencing for their oc-
currence in the Online Mendelian Inheritance in Animals (OMIA) database indicated the segregation of a hitherto in
Fleckvieh not observed deleterious allele, causing defective thrombocyte function that often leads to fatal bleeding
episodes. It turns out that important Fleckvieh bulls are carriers of the defective allele.

Another approach to the anticipatory diagnosis of genetic disorders is a thorough analysis of stop-mutations iden-
tified by functional annotation. It is advisable to re-sequence all heavily used bulls (and their parents) to allow for the
earliest possible detection of potentially deleterious alleles as de novo mutations.

1. Einleitung

Die Erbfehlerproblematik bei Nutztieren ergibt sich vor allem aus dem rezessiven Erbgang
der Defekte. Durch den massiven Einsatz einzelner Zuchttiere iiber die kiinstliche Besamung
kann die Frequenz eines schidlichen Allels in der Population schnell zunehmen, so dass die
Wahrscheinlichkeit der Verpaarung von heterozygoten Trigern zeitversetzt nach dem Einsatz
der urspriinglichen Triger zum gehduften Auftreten von Erbdefekten fiihrt. Oft ist die Frequenz
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des schidlichen Allels dann so hoch, dass eine Ausmerzung zu einer empfindlichen Beein-
trichtigung von Zuchtprogrammen und damit des Zuchtfortschrittes fiihrt. Das Ziel der Be-
kdmpfung von Erbdefekten muss deshalb die moglichst friihzeitige Identifizierung von
schidlichen Allelen sein.

Seit etwa 2008 stehen auch fiir die Nutztiere dichte, aus ,,single nucleotide polymorphisms*
(SNPs) bestehende Markersets zur Verfiigung. Diese erlauben grundsitzlich genomweite An-
sdtze zur Erfassung von schiddlichen Allelen. In Fall-Kontroll-Studien (,,genome wide asso-
ciation studies”, GWAS) und anschlieBender Homozygotiekartierung kann die chromosomale
Position der Defektloci schnell eingegrenzt werden (CHARLIER et al. 2008). Dieser Ansatz er-
moglicht die rechtzeitige Entdeckung der Erbdefekte durch Erbfehlermonitoring und natiirlich
auch, dass die Erbdefekte tiberhaupt erkannt werden. Perinatal auftretende Defekte, die sich
als gut sichtbare Missbildungen manifestieren, werden dabei weniger leicht iibersehen als
Krankheiten, die erst spiter im Leben eines Tieres auftreten. Beim Rind wurden fiir die ge-
nomische Selektion inzwischen Zehntausende von Tieren genomweit genotypisiert. Dadurch
ergibt sich die Moglichkeit, das vollstidndige oder teilweise Fehlen von Haplotypen im homo-
zygoten Zustand festzustellen (,,missing homozygotes*) (VANRADEN et al. 2011). Die entspre-
chenden Chromosomenregionen enthalten Allele, die zu vorgeburtlicher Letalitit und/oder
zu einer eingeschrinkten Uberlebensfihigkeit der geborenen Tiere fiihren. Dieser Ansatz
zur Identifizierung von Erbdefekten hat den Vorteil, dass er nicht vom klassischen Erbfehler-
monitoring abhingig ist.

Im Folgenden soll am Beispiel der Fleckviehpopulation aufgezeigt werden, wie die Re-
Sequenzierung von Schliisselahnen die effiziente Entdeckung von schidlichen Allelen ermog-
licht. Die Re-Sequenzierung bietet auch die Mdoglichkeit, potenziell schddliche Mutationen
zu identifizieren, bevor sie sich phdnotypisch oder als ,,missing homozygotes* manifestieren.

2. Re-Sequenzierung von Schliisselahnen

Seit der Einfiihrung der Next-Generation-Sequenziertechnologie und dem dramatischen Riick-
gang der Sequenzierkosten konnen groflere Zahlen von Individuen sequenziert und die resul-
tierenden Sequenzfragmente mit der Referenzsequenz verglichen werden. Die Sequenzierung
ganzer Populationen ist immer noch zu teuer. Durch die Sequenzierung von Schliisselahnen
kann jedoch eine enorme Hebelwirkung erzielt werden. Schliisselahnen sind Tiere, die einen
maximalen Anteil der genetischen Variation der aktuellen Population erkldren. Sie kénnen
iiber eine Analyse der Verwandtschaftsmatrix identifiziert werden (GODDARD und HAYES
2009). Beim Fleckvieh wurden 57 Tiere re-sequenziert, die mehr als 80 % der Variation er-
kldaren, wobei die elf einflussreichsten Tiere alleine 50 % ausmachen (JANSEN et al. 2013; un-
publizierte Daten). Es kann davon ausgegangen werden, dass Allele ab einer Frequenz von
etwa 5 % bei den sequenzierten Tieren zu finden sind. Das bedeutet, dass in vielen Fillen auch
fiir Erbdefekte verantwortliche Allele unter den bei den re-sequenzierten Ahnentieren festge-
stellten Varianten zu finden sind. In einer Studie am Lehrstuhl fiir Tierzucht der Technischen
Universitidt Miinchen (TUM) wurden 57 Fleckvieh-, 5 Simmental-, 9 Holstein- und 23 Brown-
Swiss-Tiere sequenziert. Dabei wurden mehr als 21 Millionen Varianten festgestellt, mehr als
90 % davon als biallelische SNPs.

Es erfolgte ein Abgleich der Varianten mit Eintrdgen in Online Mendelian Inheritance in
Animals (OMIA). Die Untersuchung, ob durch die Re-Sequenzierung festgestellte Varianten
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in OMIA (NicHOLAS und HoBBS 2014) als schidliche oder besondere Allele aufgefiihrt sind,
ermoglicht ein erstes Monitoring der re-sequenzierten Tiere auf genetische Defekte und Be-
sonderheiten. Im Mirz 2013 wurden fiir das Rind 78 Defekte und Besonderheiten aufgefiihrt,
fiir welche die kausalen Mutationen bekannt sind. Fiir 59 konnten die Koordinaten in der
UMD3.1-Version des Rindergenoms eruiert werden. Unter den re-sequenzierten Tieren befand
sich ein bekannter Tréger eines Defektallels, das im homozygoten Zustand beim Fleckvieh zu
Spinnengliedrigkeit (OMIA 001541-9913, BuitkAmP et al. 2011) fiihrt. Die entsprechende
Variante konnte beim re-sequenzierten Trigertier tatsdchlich festgestellt werden. Bis jetzt war
jedoch nicht bekannt, dass eine Variante des Gens fiir das Pramelanosomprotein beim Fleck-
vieh auftritt, die zu einer Aufthellung der Fellfarbe fiihrt (OMIA 001545-9913, ScHMUTZ und
DREGER 2013). Der Aufhellungseffekt wird jedoch nur bei Kreuzung mit Trigern des Domi-
nant-Schwarz-Alleles manifest. Von groBer Tragweite war der Befund, dass in den re-sequen-
zierten Tieren auch eine Mutation auftritt, die im homozygoten Zustand zu einer Stérung der
Blutgerinnung (Thrombopathie) fiihrt (OMIA 001003-9913, BOUDREAUX et al. 2007). Es stellte
sich heraus, dass sehr stark eingesetzte Bullen Tréiger des Defektallels sind.

3. Annotierung der kodierenden Varianten

Um die Effekte der Varianten abschitzen zu konnen, miissen Sie annotiert werden, d.h., es
muss festgestellt werden, ob sie sich im kodierenden Bereich eines Gens befinden und dort
einen Aminosdureaustausch oder einen verfriihten Translationsstopp zur Folge haben. Unsere
Annotierung basierte auf der UMD3.1-Version des bovinen Genoms (ZIMIN et al. 2009, FLo-
REA et al. 2011). Total wurden in 24 Millionen Basen kodierender Sequenz 104 403 Varianten
festgestellt. Die totale kodierende Sequenz wird auf etwa 30 Millionen Basen geschitzt. Das
bedeutet also, dass ein betrichtlicher Teil der Varianten einer funktionellen Annotierung noch
nicht zuginglich ist. Die Annotation beschrinkte sich zudem auf die kodierenden Bereiche,
d.h., die funktionelle Bedeutung von Varianten auflerhalb dieser Bereiche, z. B. in Promotoren
und Enhancern, wurde nicht angesprochen. Mehr als die Hilfte (55 %) der Varianten in den
kodierenden Bereichen stellen synonyme Mutationen dar, d.h., sie fiihren nicht zu einem Ami-
nosdureauschtausch oder einem verfriithten Stoppcodon. Der Effekt von Mutationen, die zu
einem Aminosdureaustausch fiihren, ist oft schwierig vorherzusagen. Wir verwendeten Poly-
phen-2 (ADzHUBEI et al. 2010) zur Schitzung solcher Effekte. Fast 70 % der Austausche wer-
den als ,gutartig” vorhergesagt, die restlichen als ,moglicherweise schidlich® oder
,.wahrscheinlich schadlich®.

3.1 Evaluierung von Stoppmutationen als potenzielle Defektallele

Unter den nicht synonymen Austauschen finden sich zahlreiche Varianten, die zu einem ver-
frithten Translationsstopp fiihren. Ein verfriihter Translationsstopp fiihrt in den meisten Féllen
zum Verlust der Proteinfunktion und diirfte sich vor allem im homozygoten Zustand massiv
auf den Phénotyp der betroffenen Individuen auswirken. Um auszuschlieBen, dass eine Stopp-
mutation auf einen Annotationsfehler zuriickzufiihren ist, muss eine manuelle Nachannotation
durchgefiihrt werden. Etwa 50 % der verfriihten Stoppmutationen stellten sich tatsdchlich als
Annotationsartefakte heraus. Eine verfriihte Stoppmutation im Gen fiir das DEAD-Box-Po-
lypeptid 58 (DDX58) konnte durch eine manuelle Nachannotation bestitigt werden. Von in-
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zwischen 160 re-sequenzierten Schliisseltieren der Fleckvieh- und Simmentalpopulation sind
154 homozygot fiir das Wildtypallel und 26 heterozygot. Keines der Tiere ist homozygot
fiir die Stoppmutation. Das bedeutet nicht, dass Tiere, die das Schadallel homozygot tragen,
iiberhaupt nicht auftreten. Um die Abwesenheit von Homozygoten bei einer Frequenz von
ca. 10 % bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1 % zu bestitigen, diirfte bei 800 untersuchten
Tieren kein homozygotes Individuum auftreten. Das Produkt von DDX58 spielt eine wichtige
Rolle bei der Erkennung viraler und bakterieller RNA und DNA und ist deshalb eine Schliis-
selkomponente des angeborenen Immunsystems (MEYLAN et al. 2006, ABDULLAH et al. 2012).
Es wird nun zu untersuchen sein, ob die heterozygoten Tiere anfilliger fiir Infektionen sind.
Von besonderem Interesse werden eventuell auftretende homozygote Tiere sein. Es ist zu er-
warten, dass solche Tiere in ihrer Entwicklung durch rezidivierende Infekte massiv beein-
triachtigt werden und eine erhohte Abgangsrate aufweisen.

3.2 Erkennung von De-novo-Mutationen als potenzielle Defekt-Allele

Bei einer Mutationsrate von 2,5'10"° sind etwa 175 De-novo-Mutationen per diploides Genom
und Generation zu erwarten (NACHMAN und CROWELL 2000). Wenn von 1 % kodierender Se-
quenz ausgegangen wird, betreffen ein bis zwei Mutationen die proteinkodierende Sequenz.
Zwei Dirittel dieser Mutationen haben einen nicht-synonymen Austausch mit einem moglichen
Effekt auf den Phédnotyp zur Folge. Jedes Individuum diirfte also im Durchschnitt eine neue
Variante mit einem potenziellen Effekt auf den Phédnotyp aufweisen. Die ultimative Erbfeh-
lerdiagnostik wird deshalb darin bestehen, stark eingesetzte Zuchttiere und deren Eltern zu
re-sequenzieren, um schidliche Allele friihestmdglich zu erfassen und deren Verbreitung in
der Population zu unterbinden. Die systematische Re-Sequenzierung wird also auf dem Weg
zu weitgehend von Erbdefekten freien Nutztierpopulationen eine entscheidende Rolle spie-
len.
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Es gibt nur wenige Fragen, welche die Menschheit seit Beginn ihrer geistigen Auseinan-
dersetzung mit sich selbst und der sie umgebenden Welt unaufhorlich begleitet haben.
»Was ist Leben?* zdhlt zu diesen Grundfragen des menschlichen Daseins. Angesichts
der beeindruckenden Erfolge der empirischen Forschung an Lebewesen wird die Schwie-
rigkeit immer offenkundiger, eine allgemein iiberzeugende Antwort auf die Frage nach
den grundlegenden Eigenschaften derjenigen Systeme zu geben, die wir ,,lebendig* nen-
nen. Diese Ritselhaftigkeit fasziniert Natur-, Geistes- und Kulturwissenschaftler und
bringt sie dazu, gemeinsam das Wesen des Lebens zu erkunden. In dem Band behandeln
hervorragende Vertreter der unterschiedlichsten Wissenschaftsdisziplinen den noch nicht
zufriedenstellend geklirten Ursprung des Lebens. Sie untersuchen das neue, umfassende
Verstdndnis der molekularen Grundlagen von Lebensprozessen aus der Sicht der Genom-
forschung und beschreiben die Moglichkeiten, Leben in Analogie zu Maschinen zu mo-
dellieren. Sie behandeln die ungeheure Vielfalt des Lebens, die Beeinflussbarkeit des
Lebens durch menschliche Eingriffe und die Grenzen des Lebens aus biologischer, psy-
chologischer und philosophischer Sicht. Dabei wird deutlich, wie hartnickig sich die
Frage nach dem Leben durch die Wissenschaftsgeschichte, ja durch die ganze Geistes-
geschichte zieht und welche Brisanz sie angesichts aktueller Forschungsergebnisse er-
halten hat.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Indirekte und direkte Diagnostik monogen
bedingter Merkmale in der Tierzucht
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Mit 1 Abbildung

Zusammenfassung

Erbkrankheiten sind negative genetische Varianten. Daher sorgen alle bisher bekannten Evolutionsmechanismen
datiir, dass diese bei einer niedrigen Frequenz, und somit fiir die Populationsfitness irrelevant, bleiben. Wie kann es
trotzdem passieren, dass einzelne negative genetische Varianten eine relativ hohe Frequenz erreichen und ein ernst-
haftes Problem fiir eine Population darstellen? Im Folgenden werden solche auergewohnlichen demographischen
Prozesse aus der Tierzucht beispielhaft an drei Rinderrassen dargestellt und zum Teil mit entsprechenden Prozessen
der Humangenetik verglichen. Am Beispiel der rezessiven Erbkrankheiten Spinale Dysmyelinisierung (SDM) und
Spinale Muskelatrophie (SMA) sind kombinierte Flaschenhals- und Griindereffekte in der Braunvieh-Brown-Swiss-
Population mit aller Deutlichkeit zu beobachten. Eine kombinierte Analyse von pathologischen Befunden, direkter
Diagnostik sowie BovineSNP50K- und BovineHD-Genotypen fiir beide Erbkrankheiten bestitigte, dass nur eine di-
rekte Diagnostik letzte Gewissheit bringt. Es zeigte sich, dass in der gegebenen Situation die Imputation als moderne
indirekte Diagnostik nur als eine Vorselektion fiir einen direkten Gentest dienen kann. Eine umfassende Analyse des
POLLED-Locus, welche auf BovineHD-Genotypen von iiber 4800 Rindern aus 17 Rinderrassen basierte, demons-
triert, wie neuere Selektionssignaturen die élteren iiberdecken und eine genaue Imputation selbst bei umfassenden
HD-Genotypen verkomplizieren. Die gleichen populationsgenetischen Prozesse, welche fiir die enorme Ausbreitung
von schidlichen genetischen Varianten verantwortlich sind, wirken auch gegen die genetische Vielfalt sowie gegen
langfristige und nachhaltige Selektionserfolge. Tierzucht, Veterindrmedizin und Genetik sollten daher neue Zucht-
strategien erarbeiten und in die Praxis implementieren, welche moglichst schonend mit der genetischen Vielfalt um-
gehen.

Abstract

Hereditary diseases are negative genetic variants. That is why all yet known evolutionary mechanisms try to keep
these variants at low frequencies and consequently meaningless for the overall fitness of a population. But how
can it be then, that some negative genetic variants reach relatively high frequencies, thus producing serious problems
for a population? In the following, we will describe such extraordinary demographic processes in animal breeding
based on three cattle breeds. In parts, these processes will be compared to similar occurrences known from human
genetics. The mode of action of combined bottleneck- and founder-effects can obviously be observed by the ex-
amples of the recessive hereditary diseases spinal dymyelinization (SDM) and spinal muscular atrophy (SMA) of
the Braunvieh-Brown-Swiss population. A combined analysis of pathological findings, direct diagnostics as well
as BovineSNP50K and BovineHD genotypes for both hereditary diseases confirmed that only direct diagnostics
provide ultimate certainty. It was shown that in the given situation, imputation as a modern indirect diagnostic is
only usable as preselection for a subsequent direct gene test. An extensive analysis of the POLLED locus based on
BovineHD-genotypes of more than 4800 animals from 17 cattle breeds demonstrated that younger selection sig-
natures cover older ones, thus complicating an accurate imputation even when using comprehensive HD-genotypes.
The same population genetic processes that are responsible for the vast spreading of harmful genetic variants also
act against genetic diversity and sustainable long-term animal breeding. Animal husbandry, veterinary medicine
and genetics shall therefore elaborate and implement new breeding strategies which considerately use the existing
genetic diversity.
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1. AuBergewohnliche demographische Prozesse, welche eine Ausbreitung von Erb-
krankheiten in Nutztierpopulationen begiinstigen

Alle bisher bekannten Evolutionsmechanismen sorgen dafiir, dass negative genetische Vari-
anten, welche die Ursache fiir Erbkrankheiten darstellen, bei einer niedrigen Frequenz ver-
bleiben, und somit auch langfristig keine Bedeutung fiir die Populationsfitness aufweisen.
Daher stellt sich die Frage, wie einzelne negative genetische Varianten dennoch eine relativ
hohe Frequenz erreichen und so ein ernsthaftes Problem fiir eine Population darstellen konnen.
Ursache hierfiir konnen aulergewohnliche demographische Prozesse sein, wie jene aus der
Tierzucht, die im Folgenden beispielhaft an drei Rinderrassen dargestellt werden. Da wir in
der Tierzucht oft genetische Modelle und Erfahrungen aus der Humangenetik nutzen, werden
hier entsprechende Prozesse aus der Humangenetik genannt und zum Teil mit den jeweiligen
Vorgingen aus der Tierzucht verglichen.

1.1 Genetischer Flaschenhals, Populationsfragmentierung und Drift

In der Humangenetik wurden die wichtigsten Prozesse, die die Ausbreitung von negativen oder
auch neutralen genetischen Varianten begiinstigen, eindrucksvoll am Beispiel der finnischen
und mongolischen Population studiert. Unter Finnish Disease Heritage (FDH) versteht man
eine Gruppe von 36 seltenen Erbkrankheiten, die in Finnland endemisch oder iiberproportional
reprisentiert sind. Die demographischen Prozesse, die fiir diese auBBergewohnliche Situation
in Finnland verantwortlich sind, wurden intensiv erforscht (siehe Review von Norio 2003a,
b, ¢) und hatten oft einen modellhaften Charakter fiir andere Populationen und Spezies.

Basierend auf Archédologie, Sprachforschung und Genetik, gelten Abstammung und Po-
pulationsgeschichte der heutigen Finnen als besonders gut erforscht. Auch ein 18-faches Po-
pulationswachstum innerhalb der letzten 25 Generationen wurde so zuverldssig geschitzt.
Dieses Populationswachstum allein bietet aber keine plausible Erklidrung fiir das FDH-Phé-
nomen. Der Besiedelungsprozess von riesigen menschenleeren Landschaften durch vorwie-
gend Siid-Savo-Familien wurde sehr gut dokumentiert (NORr1O 2003a). Dieser Prozess dauerte
etwa 200 Jahre (beginnend in den 1550er Jahren) und resultierte in zahlreichen kleinen Sied-
lungen, die voneinander durch riesige Wilder und Seen isoliert waren. Eine solch fragmentierte
Population unterliegt bekannter Weise starker genetischer Drift. Manche genetischen Varianten
wurden verloren, andere angereichert. Dies gilt gleichermallen sowohl fiir positive oder neu-
trale, als auch fiir negative Varianten. Auf diese Weise wurden auch 36 Erbkrankheiten in ihrer
Frequenz angehiuft. Die meisten sind exklusiv in Finnland zu finden, die anderen werden no-
minell hdufiger in Finnland als in der gesamten restlichen Welt gefunden. Dies bedeutet aber
nicht, dass bei den Finnen mehr Erbkrankheiten zu finden sind als anderswo. Vielmehr handelt
es sich bei den in Finnland vorkommenden Erbkrankheiten um ,,besondere* Erbkrankheiten,
wihrend zahlreiche, in anderen Lidndern relativ hiufige Erbkrankheiten in Finnland selten bis
praktisch abwesend sind. Besonders auffillig sind hier die Phenylketonurie und die Zystische
Fibrose. Trotz intensiver Beobachtung treten diese Erkrankungen in Finnland zehn- und mehr-
fach seltener auf als in anderen Teilen Europas (NORIO 2003a, PASTINEN et al. 2001).

Durch die oben erwihnten Prozesse entstand auch die besondere populationsgenetische
Struktur (hohes Kopplungsungleichgewicht [LD]), welche die schnelle molekulargenetische
Kldrung aller 36 Erbkrankheiten ermoglichte, und so den modellhaften Charakter fiir andere
Populationen bzw. Arten verstirkte. Ahnliche Prozesse sind auch bei Nutztieren zu finden.
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Im Folgenden wird ein vergleichbarer populationsgenetischer Prozess aus der Rinderzucht
komparativ dargestellt. Aulerdem werden die Erbkrankheiten beschrieben, welche aus diesem
Prozess resultierten, der sich in der Rinderrasse Original Braunvieh (OBV) und der daraus
geziichteten US-amerikanischen Rasse Brown-Swiss (BS) abspielte. Mitte bis Ende des 19.
Jahrhunderts gab es eine effektiv sehr grole OB V-Population in der Alpen- und Voralpenregion
Europas. In den USA hingegen gab es bis 1869 kein Braunvieh. Von 1869 bis 1936 wurden
insgesamt nur 150 Braunviehtiere in die USA exportiert (YODER und LusH 1937, KUSTERMANN
et al. 1996).

Mitte der 1930er Jahre wurden dann wegen der Maul-und-Klauenseuche (MKS)-Krise
jegliche Rinderimporte aus Europa in die USA verboten. Die heutige US-amerikanische
Brown-Swiss-Population mit etwa 10000 Herdbuchtieren wurde daher lediglich aus den 150
zuvor eingefiihrten OB V-Tieren geziichtet. Die in die USA exportierten Braunvieh-Tiere wur-
den aber nicht alle in einem Gebiet geziichtet, sondern in mehreren, voneinander isolierten
Zuchtgebieten gehalten. In dieser Phase kam es dann, dhnlich der 200-jdhrigen Besiedelung
des Nordostens Finnlands, zu kombinierten Flaschenhals- und Griindereffekten in einer ef-
fektiv sehr kleinen und iiber dieses riesige Land fragmentierten Brown-Swiss-Population. Erst
nach dem Einsatz der Kryokonservierung von Sperma (1960er Jahre) kam es zu einer Vernet-
zung der Brown-Swiss-Population in den USA. Auch in der finnischen Population wurde erst
durch die hohere Mobilitit in den letzten 100-200 Jahren (5-10 Generationen) eine stirkere
Vernetzung moglich. Neben den eindrucksvollen Parallelen zur FDH miissen wir eine weitere
populationsgenetische Kraft in der BS-Population beriicksichtigen — ndmlich die kiinstliche
Selektion. Ein weiterer wesentlicher Unterschied ist, dass die entsprechenden populationsge-
netischen Prozesse in Nutztierpopulationen mit einer mehrfach hoheren Intensitét auftreten
als die bekanntesten Beispiele in der Humangenetik. Besonders anschaulich ist folgender no-
minaler Vergleich: Ein 66-faches Populationswachstum in 20 Braunviehgenerationen steht
hier bei vergleichbarer Fragmentierung einem 18-fachen Wachstum innerhalb der letzten 25
Finnengenerationen gegeniiber.

In der nach genetischem Flaschenhals stark fragmentierten Brown-Swiss-Population brei-
teten sich durch genetische Drift spezifische Erbkrankheiten aus. Diese Krankheiten sind:
Bovine Progressive Degenerative Myeloenzephalopathie (Weaver), Spinale Muskelatrophie,
Spinale Dysmyelinisierung und Spinnengliedrigkeit. Ab den 1960er Jahren wurden intensiv
selektierte US-Brown-Swiss-Tiere dann aus den USA nach Europa importiert (AVERDUNK und
GoTTSCHALK 1975). Die enorme Expansion der US-Brown-Swiss-Haplotypen in der europi-
schen Braunviehpopulation hatte einen kombinierten Effekt: Trotz nominell starker Anhdufung
der Krankheitsallele kam es erst verzogert zum Auftreten erster Fille. Deswegen wurden alle
vier oben erwihnten Erbkrankheiten der Brown-Swiss-Population erst etwa 20-30 Jahre (4-6
Generationen) nach dem Import von wichtigen Anlagetrdgern in Europa registriert.

Ahnlich wie vorher fiir das Finnish Disease Heritage kann man zusammenfassend sagen:

— Brown-Swiss ist keine Rasse mit tiberdurchschnittlichem Vorkommen von Erbkrankheiten,
sondern in Brown-Swiss sind ,,besondere* Erbkrankheiten zu finden. Diese Erbkrankheiten
werden selten in anderen Rassen gefunden. Falls man diese doch in anderen Rassen findet,
haben sie einen anderen genetischen Hintergrund. Das ansehnlichste Beispiel hierfiir ist
die Spinnengliedrigkeit, welche durch verschiedene Mutationen in den sympatrischen Po-
pulationen Fleckvieh (Buitkamp et al. 2011) und Braunvieh (DROGEMULLER et al. 2010)
verursacht wird.

Nova Acta Leopoldina NF 179, Nr. 402, 83-94 (2015) 85



Ivica Medugorac

— Diese besonderen Erbkrankheiten wurden durch besondere populationsgenetische Prozesse
begiinstigt. Diese Prozesse dhneln den Prozessen in der finnischen Humanpopulation, nur
traten sie beim Braunvieh mit einer héheren Intensitit auf.

— Die besondere populationsgenetische Struktur (hohes LD, kleines Ne [= effektive Popu-
lationsgrofe]) erlaubte die relativ schnelle molekulargenetische Kldrung dieser Erbkrank-
heiten. Alle 36 Erbkrankheiten des Finnish Disease Heritage wurden bereits auf kausaler
Ebene geklart, und auch aus dem Brown-Swiss Disease Heritage wurde nur Weaver bisher
nicht molekulargenetisch geklirt, sondern lediglich feinkartiert.

1.2 Griindereffekte

Neben genetischen Flaschenhilsen sind Griindereffekte die hidufigsten Ursachen fiir eine un-
natiirliche Anh@ufung von neutralen, positiven oder gar negativen genetischen Varianten.

Auch hier nennen wir zuerst den stirksten bekannten Effekt aus der Humangenetik. Ein
Haplotyp bzw. eine Haplotypenlinie einer nicht rekombinierenden Region auf dem Y-Chro-
mosom (paternal vererbte ,,non-recombining region of the Y [NRY]) wurde in 8 % aller Mén-
ner aus 16 Subpopulationen vom Pazifik bis zum Kaspischen Meer gefunden (ZERJAL et al.
2003). Hochgerechnet tragen 16 Millionen Ménner das NRY aus dem gemeinsamen Urvater.
Eine phylogenetische Analyse zeigte, dass der Urvater bzw. Griinder dieser paternalen Ha-
plotypenlinie vor nur etwa 1000 Jahren gelebt hat. Diese Zeitspanne entspricht beim Menschen
nur 50 Generationen. Solch eine rapide Verbreitung kann nicht durch Zufall vorkommen, d.h.,
es miissen systematische Prozesse dahinter stecken, wie z. B. Selektion oder assortative Paa-
rung.

Die geographische Verteilung aller paternalen Haplotypen gegeniiber den Haplotypen aus
dieser jungen und hochfrequenten Haplotypenlinie ist mit einer mongolischen Herkunft des
Griinders bestens erkldrbar. Der Griinderhaplotyp wird ndmlich in den Grenzen des mongoli-
schen Imperiums zur Zeit des Todes von DSCHINGHIS KHAN gefunden. DSCHINGHIS KHAN
streute tiber 200 Sohne in alle Regionen, in die er kam. Aus historischen Daten ist bekannt,
dass er die Vaterschaft fiir seine S6hne anerkannte und sich iiberall dort, wo es ihm moglich
war, um deren soziales Prestige sowie deren Einfluss kiimmerte. Die einflussreichen S6hne
setzten die Praxis des Vaters fort, und ihre Dynastie iiberlebte fiir lange Zeit in den gleichen
Grenzen wie zum Zeitpunkt des Todes von DSCHINGHIS KHAN (ZERJAL et al. 2003). Die einzige
Ausnahme bilden die Hazaren aus Pakistan. Obwohl sich die Hazaren geographisch auflerhalb
des mongolischen Einflussbereichs befinden, ist bei ihnen die héchste Frequenz von Haplo-
typen aus der oben beschriebenen jungen und hochfrequenten Haplotypenlinie zu finden. Die
genetischen Daten (QAMAR et al. 2002) sowie miindliche Uberlieferungen (Mousavi 1998)
weisen darauf hin, dass die Hazaren aus Pakistan mongolischer Herkunft sind. Die meisten
betrachten sich selbst als direkte paternale Nachkommen von DSCHINGHIS KHAN. Die Genea-
logie, welche diese Verbindung dokumentiert, wurde aus deren miindlicher Uberlieferung
(Mousavi 1998) rekonstruiert.

Dabher ist die plausibelste Erklidrung fiir die historischen, geographischen, demographischen
und genetischen Daten, dass dieser NRY-Haplotyp tatsdchlich von DSCHINGHIS KHAN (1162)
stammt und durch ihn und seine Sohne enorm amplifiziert wurde. In der Humangenetik ist
das der bis jetzt grofite und bekannteste Griindereffekt. Eine hohe Frequenz eines jungen Ha-
plotyps ist ein wichtiges Charakteristikum von Selektionssignaturen. Hier handelt es sich
hochstwahrscheinlich um eine spezielle Form der Selektion, die auf sozialem Prestige baut
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und Auswirkungen fiir die medizinische Genetik in der Region haben kann (ZERJAL et al.
2003).

Bei Nutztieren sind vergleichbare und viel intensivere Griindereffekte leicht zu finden. Im
Folgenden wird ein Beispiel aus der Rinderzucht dargestellt. Anfang der 1980er Jahre wollten
Fleckviehziichter Euter- und Milchleistungsmerkmale durch eine Einkreuzung von Rotbunten
Bullen verbessern. Dafiir wurden 400 Samenportionen des 50%igen RH-Bullen REDAD aus
der Schweiz importiert und in gezielten Paarungen eingesetzt. Es wurden einige S6hne mit
erwiinschten Zuchtwerten geziichtet und intensiv in der kiinstlichen Besamung eingesetzt. Auf
diese Weise hatte REDAD in Deutschland 229 S6hne und T6chter, 134 110 Enkel und 909 325
Urenkel. Wenn man den bekanntesten Griindereffekt aus der Humangenetik mit den Griinder-
effekten in der Tierzucht vergleicht, werden dramatische Unterschiede in der Intensitit und
den moglichen Auswirkungen auf die tiermedizinische Genetik ersichtlich. PAUSCH et al.
(2014) bieten ein eindrucksvolles Beispiel fiir die moglichen Auswirkungen des Griinderef-
fekts auf tiermedizinisch relevante Merkmale in einer Nutztierpopulation. Der reine Fleck-
viehbulle HAXL (geboren 1966) und dessen Nachkommen wurden in den 1970er und 1980er
Jahren sehr stark in der kiinstlichen Besamung eingesetzt, so dass HAXL als wichtigster Ahne
der aktuellen Fleckviehpopulation angesehen wird (JANSEN et al. 2013).

In der Studie von PAuscH et al. (2014) wurde HAXL als wichtigster Urheber fiir die re-
zessiv vererbte ménnliche Subfertilitiit identifiziert. Der massive ziichterische Einsatz von ihm
selbst und seinen Nachkommen resultierte in einer relativ sehr hohen Frequenz (7,2 %) fiir
ein Allel mit eindeutig negativem Effekt auf Fitnessmerkmale. Da diese Mutation bzw. dieser
Haplotyp keine Assoziation mit Milchproduktionsmerkmalen zeigt, wird keine indirekte po-
sitive Selektion vermutet. Dies bedeutet, dass eine genetische Variante mit eindeutig negativem
Effekt auf Fitness allein durch tiberméfigen ziichterischen Einsatz von einem Griinder und
dessen Nachkommen auf eine relativ hohe Frequenz gebracht wurde, so dass ein ernsthaftes
Problem fiir die Fleckviehpopulation entstand.

1.3 Assortative Paarung

Die kiinstliche positive assortative Paarung (d.h. iberproportionale Paarung von Individuen,
die sich in gewisser Hinsicht besonders dhnlich sind) ist ein wesentlicher Teil der kiinstlichen
Selektion bei Nutz-, Haus- und Heimtieren. Dadurch werden erwiinschte Merkmale verbessert
oder fixiert. Obwohl die positive assortative Paarung nicht direkt und unvermeidlich zu In-
zuchtzuwachs fiihrt, wird eine reduzierte genetische Variabilitdt und ein Kopplungsungleich-
gewicht nahe an kausalen Loci der positiv selektierten Merkmale erwartet. Aulerdem ist ein
stirkerer Effekt bei monogen bedingten Merkmalen zu erwarten.

2. Chancen und Beschrinkungen der indirekten und direkten Diagnostik anhand kon-
kreter Beispiele aus der Tierzucht

Die oben genannten populationsgenetischen Prozesse fiihrten in der Kombination nachweislich
zu einer ungewohnlichen Ausbreitung von negativen genetischen Varianten in effektiv kleinen
und streng selektierten Nutztierpopulationen. Im Folgenden werden am Beispiel von drei mo-
nogenen Merkmalen die Beschrinkungen der klassischen und modernen indirekten Diagnostik
gezeigt und die Notwendigkeit einer direkten Diagnostik hervorgehoben.
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2.1 Spinale Dysmyelinisierung (SDM)

Am Beispiel der rezessiven Erbkrankheit Spinale Dysmyelinisierung (SDM, HAFNER et al.
1993) sind kombinierte Flaschenhals- und Griindereffekte in der Brown-Swiss-Braunvieh-
Population (BBV) mit aller Deutlichkeit zu beobachten. Mit Abstand wichtigster Griinder
des europdischen BBV ist der Bulle ELEGANT (1966). Dieser Bulle und dessen Nach-
kommen waren in den 1970er Jahren im intensiven Zuchteinsatz. Erst als es in den 1990er
Jahren (1992—-1997) zum SDM-Krankheitsausbruch kam, wurde ELEGANT als Anlagetri-
ger fiir diese Krankheit erkannt. 2001 wurde SDM Kkartiert, und seit 2004 gibt es in Deutsch-
land einen indirekten Gentest. Seit 2010 ist die kausale Mutation bekannt (THOMSEN et al.
2010).

Bei einer klassischen indirekten genetischen Diagnostik werden Probanden, deren Vorfah-
ren und Verwandte genotypisiert, haplotypisiert und basierend auf bekannten Phinotypen einer
Risikoanalyse unterzogen. Die Ergebnisse dieser Risikoanalyse hingen von mehreren Para-
metern ab:

— Feinkartierung;

— Frequenz der kausalen Mutation;

— Frequenz der umgebenden Markerallele;

— Haplotypenvielfalt um die kausale Mutation bzw. Frequenz des Haplotyps, in welchem
die kausale Mutation untergebracht wurde;

— Alter der kausalen Mutation und

— Dichte von Phédnotypen- und Genotypeninformation im Pedigree des Probanden.

Sobald sich irgendeiner dieser Parameter verdndert, kann es auch zu verinderten Ergebnissen
der Risikoanalyse kommen. Die indirekte Diagnostik von SDM-Probanden war besonders
empfindlich, und es kam deutlich hdufiger zu unbestimmbaren Féllen als bei andere Erbkrank-
heiten.

Um die hdufigen unbestimmbaren Ergebnisse der indirekten Diagnostik zu klidren und eine
Moglichkeit fiir die Imputation von SDM-Genotypen fiir die zukiinftige ziichterische Arbeit
zu erkunden, wurden SDM-Fille (Merkmalstriger) sowie SDM-Tridger (Anlagetriger) mit
Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-Markern (Bovine50K-Chip) analysiert. Der Griinder
ELEGANT war fiir ein Segment von 3,5 Mb proximal der kausalen Mutation komplett ho-
mozygot (88 SNPs), jedoch fiir einen SNP proximal und mehrere distal der kausalen Mutation
informativ. Wie erwartet sind alle Merkmalstriger homozygot fiir die kausale Mutation und
besitzen zwei Kopien des SDM-Haplotyps. Alle deklarierten Anlagetriger sind heterozygot
fiir die kausale Mutation, und es wurde der gleiche SDM-Haplotyp wie bei ELEGANT ge-
funden. Allerdings wurde ein Haplotyp, welcher identische SNP-Allele wie der SDM-Haplo-
typ zeigt, in einer sehr hohen Frequenz in der BBV-Population in einer Reihe von
SDM-unverdichtigen Bullenlinien gefunden. Ein Haplotypenfrequenzvergleich von beiden
ELEGANT-Haplotypen am SDM-Locus zeigte sogar eine doppelt so hohe Frequenz des SDM-
Haplotyps gegeniiber dem SDM-freien ELEGANT-Haplotypen in der BBV-Population. Diese
Situation spricht fiir eine relativ rezente Mutation in einem sehr hiufigen Haplotypen. Durch
den starken Griindereffekt des Bullen ELEGANT wurden zwei Haplotypen, die bis auf die
kausale Mutation identisch und/oder nur schwer unterscheidbar sind, in der BBV-Population
amplifiziert. Das verhinderte die Entstehung eines populationsweiten LD zwischen SDM-kau-
saler Mutation und den unmittelbaren SNP-Markern.
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In den letzten Jahren wird die Imputation als moderne indirekte genetische Diagnostik bewor-
ben. Oft wird diese losgelost von Pedigree und Phénotypen als Allzweckmittel proklamiert.
Sogar rasseniibergreifende diagnostische Moglichkeiten werden diskutiert (MCCLURE et al.
2013). Das Beispiel SDM zeigt jedoch, dass eine genaue indirekte Diagnostik (Risikoanalyse
oder Imputation) massiv behindert wird, wenn eine relativ junge Mutation durch starken Griin-
dereffekt verbreitet wird. In dieser Situation dienen auch dichte und relativ eng gekoppelte
SNP-Haplotypen nur als eine schwache Vorselektion fiir einen direkten Gentest. Es stellt sich
die berechtigte Frage, ob eine hohere Markerdichte (z. B. BovineHD-Chip) zu besseren Im-
putationsergebnissen fiihren wird. Diese Frage wird hier nur indirekt, basierend auf vergleich-
baren Analysen der Spinalen Muskelatrophie (SMA) in der BBV-Population, beantwortet.

2.2 Spinale Muskelatrophie (SMA)

Im Gegenteil zur Spinalen Dysmyelinisierung (SDM) war die indirekte genetische Diagnostik
fiir die bovine Spinale Muskelatrophie (SMA) (KREBS et al. 2006) sehr prizise und erfolgreich.
Hier wurden die wichtigsten SMA-Anlagetriiger, einige Merkmalstriger und eine Referenz-
population von 660 Bullen mit dem BovineSNP50K-Chip genotypisiert. Die Frequenz des
SMA-Haplotyps in dieser verzerrten Stichprobe (Schwerpunkt auf Trigerlinien gesetzt) wurde
auf 4,5 % geschitzt. AuBerdem wurden auch zwei Original Braunvieh (Sohn und Mutter) als
Triager des SMA-Haplotyps erkannt. Die Anwesenheit von SMA im Schweizer Original Braun-
vieh (OBV) wurde durch einen direkten Gentest bestitigt. Ob es sich hier um eine nicht de-
klarierte Kreuzung mit Brown-Swiss oder um eine vorher unbekannte Segregation von SMA
in OBV handelt, bleibt vorerst unklar.

In einer Zusammenarbeit mit Dr. SEEFRIED (Qualitas AG, Schweiz) wurde ein kombinierter
Datensatz fiir ein Imputations-Prozedere zusammengestellt. Dieser Datensatz kombiniert pa-
thologische Befunde (N = 110), direkte Diagnostik (1190), BovineSNP50K (6000) und Bovi-
neHD-Genotypen (1000 Bullen und 10 SMA-Fille). Die Imputation bestitigte bekannte nicht
fiir die kausale Mutation genotypisierte Anlagetriger. Zudem wurden einige plausible, jedoch
bisher unbekannte Anlagetriger fiir den direkten Test vorselektiert.

Ein Vergleich der verfiigbaren Informationen spricht fiir eine deutlich bessere Ausgangs-
situation bei SMA im Vergleich zur SDM:

— Die SMA-Mutation sollte deutlich &lter sein als die SDM-Mutation (Vielfalt an Trigerli-
nien und Vorhandensein in OBV),

— ein deutlich besserer klassischer indirekter Gentest bei SMA und

— eine deutlich hohere Dichte an phinotypischen und genotypischen Informationen beim
SMA-Imputationdesign.

Dennoch wurden auch hier einige eindeutig falsch-positive Ergebnisse durch die Imputation
erzielt. Einzelne Zuchtbullen wurden sporadisch als SMA-homozygot imputiert. Da SMA-
Homozygote bereits mit 3—4 Wochen erste Krankheitssymptome zeigen und bald danach ster-
ben (EL-HAMIDI et al. 1989), sind diese Ergebnisse eindeutig falsch. Dennoch wurden sogar
einzelne OBV-Bullen als SMA-homozygot imputiert. Simtliche weiteren OB V-Tiere, die als
SMA-Anlagetrdger imputiert wurden, wurden mit einem direkten Gentest iiberpriift und als
falsch-positiv identifiziert. Dieses Beispiel zeigt, dass auch bei einer relativ hoheren Informa-
tionsdichte die Imputation nur als Vorselektion fiir einen direkten Gentest dienen sollte und
dass nur der direkte Test letzte Gewissheit bringt.
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2.3 Hornlosigkeit (POLLED)

Ein weiteres interessantes Beispiel fiir die Beschrinkung der Imputation als indirekte Dia-
gnostik bietet der Hornlosigkeitslocus. In einer Zusammenarbeit mit Dr. CAPITAN (INRA) wur-
den HD-Genotypen von hornlosen und gehdrnten Rindern untersucht (ALLAIS-BONNET et al.
2013). Alle untersuchten hornlosen Rinder teilten ein Segment von 79 benachbarten SNP-
Markern (1,69 — 2,02 Mb; POLLED-Haplotyp). Um Haplotypenfrequenzen in westeuropii-
schen Rindern zu schitzen, wurden HD-Haplotypen von 4843 Bullen aus 17 gehornten
Rinderrassen analysiert. Es wurde eine extrem hohe Frequenz (44—-88 %) des POLLED-Ha-
plotyps in allen gehornten Rassen beobachtet und ein enormer Verlust an genetischer Diversitéit
um den POLLED-Locus festgestellt. Der POLLED-Haplotyp war der einzige Haplotyp in den
hornlosen und der hiufigste Haplotyp in allen gehornten Rassen. Der grofite Diversitédtsverlust
ist um den POLLED-Locus selbst zu beobachten. Dies deutet auf eine sehr alte, von der Horn-
losigkeit unabhéngige Selektionssignatur hin. Bei einer solchen Haplotypenverteilung ist eine
seriose Imputation nur im Sinne der klassischen indirekten Diagnostik moglich, d.h. unter Be-
riicksichtigung von Rekombinationen, Frequenzen, Verwandtschaften und bekannten Phéno-

typen.

3. Kartierung der Inzuchtdepression und assortative Paarung

Obige Beispiele zeigen, dass alte und neue Selektionssignaturen sowie aullergewohnliche
populationsgenetische Prozesse zu spezifischen Haplotypenstrukturen fiihren, welche die di-
rekte und indirekte Diagnostik beeinflussen. Diese Prozesse fiihren nicht nur zur Anhidufung
von sichtbaren genetischen Krankheiten (Erkrankung geborener Individuen), sondern auch,
oder viel mehr, zur Anhiufung von ,,versteckten genetischen Defekten. Diese ,,versteckten*
genetischen Defekte verhindern das Entstehen einer Zygote oder fiihren zu friithem embryo-
nalen oder fotalen Tod. Der abgestorbene Embryo oder Fotus wird vom Uterus resorbiert,
ohne dass der Ziichter etwas merkt. Durch eine erneute Besamung mit dem gleichen oder
einem anderen Paarungspartner kommt es in der Regel zur normalen Fotusentwicklung und
zur Geburt. Deswegen spiegeln sich solche letalen genetischen Defekte in verminderter ma-
ternaler und/oder paternaler Fruchtbarkeit oder Fitness wider. Hohe Selektionsintensitit, mas-
siver ziichterischer Einsatz von Spitzenvererbern und positive assortative Paarung in
Kombination mit der allgegenwirtigen Prisenz schiddlicher Mutationen fiihrt fast unaus-
weichlich zu einer negativen Korrelation zwischen den so erzielten hohen Leistungen und
der Fruchtbarkeit.

Die klassische Kartierung von Erbkrankheiten wird im sogenannten Fall-Kontrolle-Design
durchgefiihrt. Wie aber konnte man Mutationen, die zu keinen Fillen fiihren, genetisch kar-
tieren und durch direkte oder indirekte Diagnostik bekdmpfen?

Ein paradoxes Beispiel bietet das Wackelhorn-Syndrom 2 (Scurs2) in der Charolais-Po-
pulation. Reinrassige Charolais waren 100 % gehornt. Hornlosigkeit und Wackelhorn-Muta-
tionen wurden absichtlich aus anderen Rassen eingefiihrt und positiv selektiert. Um eine
genauere Selektion zu ermoglichen, wurde eine Kartierung von Scurs2 durchgefiihrt und die
kausale Mutation entdeckt. Erst dadurch wurde Scurs2, welches vorher positiv selektiert
wurde, als letaler Defekt erkannt (CAPITAN et al. 2011). Die prinatale Mortalitit im homozy-
goten Zustand wurde nur indirekt durch die komplette Abwesenheit von Homozygoten besti-
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tigt. Dieses Beispiel zeigt, dass eine fehlende Homozygotie einen guten Indikator fiir die Pri-
senz von ,,versteckten genetischen Defekten in der Population darstellt.

Eine Suche nach héaufigen Haplotypen, die nicht im homozygoten Status auftreten, wurde
zuerst von VANRADEN et al. (2011) vorgeschlagen. Spiter wurde dieser Ansatz unter Nutzung
von Ganzgenomsequenzen ausgebaut und zur Bestiitigung von drei vorher vorgeschlagenen
kausalen Mutationen sowie zur Entdeckung dreier neuer Mutationen, die prinatalen Tod in
drei Rinderrassen verursachen, verwendet (FrITZ et al. 2013).

Wie bereits oben erwihnt, fiihrt die positive assortative Paarung zu Kopplungs- und/oder
Hardy-Weinberg-Ungleichgewicht (HWU) in genomischen Regionen nahe den kausalen Mu-
tationen fiir erwiinschte Merkmale. Dies kann mit einem Beispiel aus der Holsteinzucht ver-
deutlicht werden. Unter der Dachorganisation des Deutschen Holstein Verbandes (DHV)
werden Rot- und Schwarzbunte Rinder mit gemeinsamem Zuchtprogramm und gemeinsamer
Zuchtwertschitzung geziichtet. Dennoch werden vorwiegend schwarze mit schwarzen und
rote mit roten assortativ angepaart. In einer solchen Situation erwarten wir ein Ungleichge-
wicht in der Verteilung von Genotypen oder Haplotypen nahe am Melanocortin 1-Rezeptor
(MCIR)-Gen, welches fiir die Rotfiarbung verantwortlich ist (KLUNGLAND et al. 1995). Um
ein Ungleichgewicht zu kartieren, wurden in einem Design von 2527 Holsteinrindern (158
Rotbunten) genomweite Haplotypen rekonstruiert. Das Genom wurde in iiberlappende Blocke
aus sechs benachbarten SNPs unterteilt und die Haplotypenfrequenzen sowie Kontingenzta-
bellen fiir alle beobachteten und erwarteten Diplotypen geschitzt. Die Kartierung der HWU-
Signale wurde mit einer Chi2-Teststatistik fiir gleitende SNP-Fenster entlang dem Genom
durchgefiihrt. Aus den genomweiten Ergebnissen fiir Holsteinrinder sind deutliche HWU-Si-
gnale auf einzelnen Chromosomen zu beobachten, besonders auf Rinderchromosom 3 und 18.
Das fiir die Rotfiarbung verantwortliche Gen MCI1R ist auf Rinderchromosom 18 (14757332-
14759082 bp; UMD3.1) zu finden. Genau in dieser Region ist das zweitstirkste HWU-Signal
zu finden (Abb. 1). Diese vorldufigen Ergebnisse dienen nur als ein Hinweis und als Diskus-
sionsgrundlage dafiir, dass durch Ungleichgewichtskartierung neben fehlenden Haplotypen-
kombinationen (,,versteckten* genetischen Defekten) auch Signale assortativer Paarung
entdeckt werden konnen.
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Abb. 1 Ergebnisse der Hardy-Weinberg-Ungleichgewicht-Kartierung auf Rinderchromosom 18. Die X-Achse stellt
die physikalische Position in Megabasen dar. Auf der Y-Achse sind die Chi-Quadrat-Teststatistik-Werte fiir alle Po-
sitionen entlang dem Rinderchromosom 18 dargestellt. Die Position des fiir die Rotfarbung verantwortlichen Gens
MCIR ist mit einem Pfeil markiert.
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Das Detektieren von weiteren kausalen Mutationen mit Effekt auf prinatale Mortalitit wird
einen realistischen Blick auf ,,versteckte® Konsequenzen des stetig steigenden Inzuchtgrads
in stark selektierten und effektiv kleinen Teilpopulationen ermoglichen. Mit jeder weiteren
entdeckten Mutation mit Effekt auf die prinatale Mortalitit wird ein realistischer Blick auf
Konsequenzen des iibermiBigen ziichterischen Einsatzes einzelner Spitzenvererber deutlich.
Dies sollte sich positiv auf das Umdenken und die Entwicklung neuer Zuchtstrategien und
gezielter genomisch-gesteuerter Paarungsprogramme auswirken.

4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Sowohl Tierziichter als auch Tierzuchtgesetz sollten sich mit der Gewissheit anfreunden, dass
hochstwahrscheinlich jedes Individuum Tréger von mehreren schidlichen rezessiven Allelen
ist. Einzelne solcher schidlichen rezessiven Varianten konnten sich durch auergewohnliche
demographische Prozesse zu einer ungewohnlich hohen Frequenz in den Populationen an-
hiufen. Diese in den natiirlichen Populationen eigentlich aulergewohnlichen demographischen
Prozesse sind in Nutztierpopulationen eher die Regel. Dieser Umstand hat gleich mehrfache
praktische Konsequenzen. Eine gesetzliche Verpflichtung, alle Anlagetriger fiir eine Erbkrank-
heit aus der Zucht auszuschlieBen, wird praktisch nicht durchfiihrbar sein. Die Anwendung
von bestimmten Zuchtstrategien selbst ist fiir die Ausbreitung von negativen genetischen Va-
rianten verantwortlich. Dieselben Strategien fiihren zu einer relativ schnellen Ausbreitung jun-
ger schidlicher Varianten. Besonders diese verlangen nach direkter genetischer Diagnostik.
Die gleichen populationsgenetischen Prozesse, welche fiir eine enorme Ausbreitung von schid-
lichen genetischen Varianten verantwortlich sind, wirken auch gegen die genetische Vielfalt.
Eine intensive kiinstliche Selektion bevorzugt positive genetische Varianten mit groem Effekt.
Einige wertvolle positive genetische Varianten mit relativ kleinem Effekt gehen so durch ge-
netische Drift verloren, was ebenfalls gegen langfristige und nachhaltige Selektionserfolge
wirkt (MEPUGORAC et al. 2011).

Tierzucht, Veterindrmedizin und Genetik tragen die Verantwortung, schidliche Prozesse
rechtzeitig zu erkennen und friihzeitig geeignete Gegenmafinahmen einzuleiten. Deswegen
sollten neue Zuchtstrategien erarbeitet werden, welche die genetische Vielfalt in effektiv gro-
Ben Populationen moglichst schonend nutzen.
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Zusammenfassung

Von den in der NCBI (National Center for Biotechnology)- und OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals)-
Datenbank molekulargenetisch beschriebenen Erbdefekten wurden 79 beim Rind, 18 beim Schwein und 17 beim Schaf
analysiert. Dabei wurden die fiir die Selektion wichtigen genetischen Anomalien, die zur Durchfiihrung des genetischen
Monitorings in den Populationen der landwirtschaftlichen Zuchttiere erforderlich sind, ausgewihlt. Die Forschungs-
arbeiten der Jahre 2005 bis 2012 konzentrierten sich auf die mutanten Allele folgender Gene: SLC35A3, ITGB2,
UMPS, FXI und SLC39A4. Diese sind fiir schwere Erbkrankheiten wie komplexe vertebrale Missbildungen, BLAD-
Syndrom, Blutgerinnungsfaktor XI-Mangel und Zinkmangel beim Rind verantwortlich. Bei Schweinen wurden die
Gene fiir RYR1 (Maligne Hyperthermie, PSE-Syndrome), PRKAG3 (Protein Kinase, AMP-Activated, Gamma 3 Non-
Catalytic Subunit) und SPEF2 (Sperm Flagellar 2), die ,,Sdure-Fleisch“-RN (Rendement Napole)-Gene und das ISTS-
Syndrom (Short-Tail Sperm Defect) analysiert. Beim Schaf wurden Polymorphismen des PRNP (Prionprotein)-Gens,
dessen mutantes Allel mit Spongiformer Enzephalopathie in Verbindung gebracht wird, untersucht. Zur Durchfiihrung
der Analysen wurden eigene molekulargenetische Testsysteme mittels PCR, RFLP und Pyrosequenzierung verwendet.
Es wurden die Héufigkeiten fiir Anlagetréger der oben genannten Mutationen errechnet. Diese betrugen bei den un-
tersuchten Holstein-Friesian- und Schwarzbunten Rinderrassen sowie bei den Schwein- und Schafrassen aus landwirt-
schaftlichen Zuchtbetrieben in Russland fiir SLC35A 2,1 %, ITGB2 1,8 %, FXI 0%, SLC39A4 0%, RYR1 2,1 %,
PRKAG3 0%, SPEF2 1,2 % und PRNP (VRQ) 3 %. Tréger des mutanten RYR1-Allels wurden in allen fiir die indus-
trielle Fleischproduktion wichtigen Schweinerassen gefunden. Die Auftrittshdufigkeiten dieser Mutation betrugen
2 % fiir GroBe Weille und Yorkshire (n = 1920), 1,5 % fiir Landrasse (n = 1606), 3 %, fiir Duroc (n = 437) und 10,0 %
fiir Pietrain (n = 50). Die Tréiger des VRQ-Haplotypes wurden in 8 von 13 Schafrassen in Russland (n = 1336) nachge-
wiesen. Die Auftrittshdufigkeit schwankte von 0 % bis 10,8 % und betrug 3 4 % fiir die Rasse Romanovskaya und 11 %
fiir Schneebdcke. Anhand der Gene SLC35A3 und ITGB2 wurde die Effektivitiit des Einsatzes der DNA-Diagnostik
zur Kontrolle und Reduktion der Verbreitung genetischer Defekte in den Zuchttierpopulationen Russlands aufgezeigt.

Abstract

Of the hereditary defects described in the NCBI (National Center for Biotechnology) and OMIA (Online Mendelian
Inheritance in Animals) database 79 molecular genetic defects described in cattle, 18 in pigs and 17 sheep were
analysed. For selection against genetic anomalies, that are required to perform the genetic monitoring in populations
of farm animals were breeding, distinct defects were selected. Research within the years 2005-2012 focused on the
mutant alleles of the following genes: SLC35A3, ITGB2, UMPS, FXI and SLC39A4. They are responsible for severe
genetic diseases such as complex vertebral malformations, BLAD syndrome, coagulation factor XI deficiency and
zinc deficiency in cattle. In pigs, the genes for RYR1 (malignant hyperthermia, PSE syndrome), PRKAG3 (protein ki-
nase, AMP-activated, gamma 3 non- catalytic subunit) and SPEF2 (Sperm Flagellar 2), the “acid meat” RN (yield Na-
pole) genes and ISTS syndrome (short tail sperm defect) were analysed. In sheep polymorphisms of the PRNP (prion
protein) gene, the mutant allele is associated with spongiform encephalopathy, were investigated. For carrying out the
analyses own molecular genetic test systems by means of PCR, RFLP, and pyrosequencing were used. The frequencies
for carriers of the above mutations were calculated. In the investigated Holstein Friesian cattle breeds as well as in the
pig and sheep breeds from agricultural farms in Russia the frequencies calculate were: SLC35A 2.1 %, ITGB2 1.8 %,
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FXI 0%, SLC39A4 0%, RYR1 2.1%, PRKAG3 0%, SPEF2 1.2 % and PRNP (VRQ) 3 %. Carriers of the mutant
RYRI allele were found in all pig breeds important for the industrial production of meat. The occurrence frequencies
of this mutation were as follows: 2 % Large White and Yorkshire (n = 1920), 1.5 % Landrace (n = 1606), 3 % Duroc
(n=437) and 10.00 % Pietrain (n = 50). Carriers of the VRQ haplotype were detected in 8 of 13 sheep breeds in Russia
(n = 1336). The frequency of occurrence ranged from 0 % to 10.8 % and was 3.4 % for the breed Romanovskaya and
11 % for snow bucks. Based on the genes SLC35A3 and ITGB2 the effectiveness of the use of DNA diagnostics has
been shown for controlling and reducing the spread of genetic defects in the breeding populations of Russia.

Die Forschungen zur Biotechnologie der landwirtschaftlichen Tiere, die in den Instituten der
Russischen Akademie der Landwirtschaft durchgefiihrt werden, sind unter den wichtigen Tech-
nologien fiir die Entwicklung der Wissenschaft und der Technik der Russischen Foderation
aufgelistet. Dort wurden folgende zentralen Bereiche hervorgehoben:

— Nano-, Bio-, Info- und kognitive Technologien;

— biomedizinische und veterindrmedizinische Technologien;
— Genom- und Proteom-Technologien;

— Zelltechnologien und die Technologien der Biotechnik.

Im Programm zur Entwicklung der Biotechnologie in Russland bis zum Jahr 2020 sind im
Bereich ,,Landwirtschaftliche Biotechnologie* folgende Methoden von hochster Prioritit:

— Schaffung neuer landwirtschaftlicher Tierrassen mittels moderner post-genomischer und
biotechnologischer Methoden;

— Entwicklung und Einfiihrung von Gen-Pass-Methoden fiir die Effektivititssteigerung der
selektiven Zuchtarbeit,

— Klonierungstechnologien bei Zuchttieren.

Als Grundlage fiir die Durchfiihrung dieser Forschungen dient die Erstellung von DNA-Da-
tenbanken landwirtschaftlicher Nutztier- und Gefliigelrassen- und -arten. Solche Datenbanken
wurden bereits erstellt und werden stindig fiir alle landwirtschaftlich bedeutenden Arten wie
Rinder, Schweine, Schafe, Ziegen, Pferde, Hiihner und Bienen erginzt. Die Forschungsthemen
auf dem Gebiet der DNA-Technologien umfassen Fragen der Analyse des Genoms, Untersu-
chungen zur Biodiversitét, Fragen der Identifizierung und nachtréiglicher Nutzung zur Selek-
tion von Genen, welche die erhohte Produktivitdt und verbesserte Immunitit gegen Erkran-
kungen beeinflussen.

Zur genetischen Verbesserung russischer Nutztierrassen werden internationale Zuchttiere
eingesetzt, um den einheimischen Genpool durch Einbeziehung der besten weltweiten Selek-
tionsfortschritte zu optimieren. Der Import von Zuchtmaterial aus dem Ausland soll nicht zur
unkontrollierten Verbreitung von Erbdefekten in unseren Zuchttierpopulationen fiihren. Die
dramatische Verringerung der effektiven Populationsgroen begiinstigt bei Zuchtrindern die
Verbreitung von rezessiv vererbten Erbdefekten ohnehin.

Derzeit umfasst die OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals)-Datenbank erbliche
Defekte von 186 Nutztierarten. Die Datenbank enthilt phanotypische Beschreibungen von
400 Erbkrankheiten beim Rind, und 221 Erbkrankheiten beim Schwein und Schaf. 145, 45
und 42 dieser Erbkrankheiten sind durch eine Mutation in einem Genlocus bedingt. 79, 18
bzw. 17 Erbdefekte des Rindes, des Schweines und des Schafes sind auf molekulargenetischer
Ebene beschrieben.
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Die in Tabelle 1 aufgelisteten Erbdefekte bei Holstein-Friesian-Rindern, Schweinen und Scha-
fen wurden aus der OMIA-Datenbank ausgewihlt, weil sie fiir die russische Tierzucht relevant
sind.

Tab. 1 Erbdefekte und deren ursidchliche Mutationen bei Nutztieren

Tierart Gen (ID¥%) Mutation Erbdefekt
Rind SLC35A3 G—T Komplexe vertebrale Missbildung, CVM
(23443) (180) (TV-CVM-frei, CV-CVM-Triger)
ITGB2 A—=G Bovine Leukozyten-Adhisionsdefizienz, BLAD
(281877) (383) (TL-BLAD-frei, BL-BLAD-Tréger)
FANCI Del3.3kb Brachyspina-Syndrom, BS
(522442) (TY-frei, BY-Brachyspina-Tréiger)
UMPS T—C Defizienz der Uririnmonophosphat-Synthetase,
(281568) (1247) DUMPS (TD-frei, DP-DUMPS-Triger)
FXI Ins76bp Blutgerinnungsfaktor XI-Mangel, FXID
(407998) (Exon 3)
SLC39A4 T—C Bovine hereditire Zinkdefizienz, BHZD
(510951) (Intron10)
Schwein PRKAG3 G—A Rendement Napole
(397149) (200)
RYR1 C—T Maligne Hyperthermie, MH
(396718) (1843)
SPEF2 Ins9,0 kb ISTS-Syndrom (Short-Tail Sperm Defect)
(733620) (Intron 30)
Schafe PRNP 136 (A/V/T) PRNP-Gene (Scrapie-charakteristisches VRQ-Allel)
(326330) und 154
(R/H) 171
(R/H/Q/K)
(Exon 3)

Die Eliminierung bzw. Reduzierung rezessiv vererbter Erbkrankheiten in den russischen
Populationen landwirtschaftlicher Tiere erfordert die Einfiihrung von DNA-Identifizie-
rungssystemen fiir Anlagetrdger. Hier berichten wir tiber einige fiir die Tierzucht in Russ-
land bedeutsame Ergebnisse dieser Forschungen. Die wichtigsten Milchrinderrassen, die
fiir die Milchproduktion in Russland vorwiegend benutzt werden, sind Holstein-Friesian
und Schwarzbunte. An Hand von Untersuchungen der reinrassigen und der mit Holstein-
Friesian veredelten Rinderpopulationen zeigte sich, dass die Kreuzungen mit Holstein-Frie-
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sian zu einer Verringerung der genetischen Vielfiltigkeit, zur Verarmung des Genpools und
zu einer grofleren Homogenitét des Genpools der russischen Rinderrassen gefiihrt haben
(Abb. 1).
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Abb. 1 DNA-Analysen russischer Rinderrassen

Es wurde festgestellt, dass die Hiufigkeit rezessiver Anlagetridger beim Rind relativ niedrig
ist: von 0 % fiir den Blutgerinnungsfaktor XI-Mangel (FXID) und die Bovine hereditire Zink-
defizienz (BHZD) bis zu 2,1 % fiir die Komplexe vertebrale Missbildung (CVM).

Als Beispiel fiir die erfolgreiche Kontrolle und Eliminierung von Erbkrankheiten, die dank
der Einfiihrung einer DNA-Diagnostik umgesetzt werden konnten, werden die komplexe ver-
tebrale Missbildung (SLC35A3) und die Bovine Leukozyten-Adhisionsdefizienz (BLAD)
dargestellt.

In mehrjdhrigen Forschungsarbeiten mit Zuchtbullen und Jungrindern, die von 45 Zucht-
betrieben der Russischen Foderation stammten, wurde der Stieranteil von Anlagetrigern
des fiir komplexe vertebrale Missbildung verantwortlichen mutanten Allels SLC35A3 von
5,06 % im Jahr 2005 auf 0,2 % im Jahr 2008 reduziert. Eine geringe Erhohung des Anteils
der Anlagetriger in den Jahren 2009 und 2010 auf jeweils 2,74 und 1,66 % war vermutlich
mit der Einfiihrung der kiinstlichen Besamung verbunden, als Sperma von bestimmten im-
portierten Zuchtbullen, die Anlagetriger dieses Defektes waren, zum Einsatz kam. Bei den
im Jahr 2012 untersuchten Bullen wurden keine Tiere mit komplexer vertebraler Missbildung
(SLC35A3) mehr gefunden.

Anhand der Ergebnisse der im Zeitraum 2005 bis 2012 durchgefiihrten DNA-Diagnostik
wurde die Dynamik von Auftrittshaufigkeiten versteckter BLAD-Tréger beurteilt. Die Daten-
analyse zeigte ungefihr den gleichen Anteil an BLAD-Anlagetrdgern (2,13 bis 2,53 % in den
Jahren 2005 bis 2009). In den Jahren 2010 bis 2011 sank die Frequenz auf 0,71 bis 1,04 %
und im Jahr 2012 auf 0 %. Bei den 248 im Jahr 2012 untersuchten Bullen wurde kein BLAD-
Anlagetriger mehr gefunden (Abb. 2).

100 Nova Acta Leopoldina NF 779, Nr. 402, 97104 (2015)



Zur Erbfehlerdiagnostik-Situation in russischen Nutztierrassen

700 r 3,00
2,53 (217 | 3Untersuchte
600 - , Bullen, n. L 250
2,13 _ 2,17 ‘ -@-BL, % :
500 - {
2,00
400 -
1,50
300 -
1,00
200 -
0+ ~ 0,00

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Abb. 2 Frequenz der BLAD-Anlagetréger in den Jahren 2005 bis 2012

Die Schweinefleischproduktion in Russland beruht auf einigen wenigen Schweinerassen, wie
Grofle WeiBle (Yorkshire), Landrasse, Duroc und — in geringerem Ausmal} — Pietrain. Im
Zentrum fiir Biotechnologie und molekulare Diagnostik beim VIG wurde eine stindig ergiéinzte
DNA-Bank mit DNA von Zuchtschweinen verschiedener Rassen angelegt. Derzeit sind dort
mehr als 18000 DNA-Proben aus 74 Populationen von 20 Schweinerassen eingelagert. In der
Bank sind die DNA-Proben von den Zuchtschweinen sowohl aus russischer Zucht als auch von
fiihrenden Zuchtbetrieben in Kanada, Frankreich, Irland, Finnland, Norwegen, Grof3britannien,
Holland und einigen anderen Léander eingelagert. Die Proben aus dieser DNA-Bank wurden fiir
die experimentelle Priifung unserer diagnostischen DNA-Verfahren herangezogen.

Im untersuchten Zuchtschweinebestand betrug die Haufigkeit des MH-Syndroms 2,11 %. An-
lagetréger fiir Maligne Hyperthermie (MH) wurden in allen untersuchten Schweinerassen iden-
tifiziert (Abb. 3). Ihr Anteil betrug 1,97 % fiir GroBle Weille und Yorkshire (n = 1920), 1,49 % fiir
Landrasse (n = 1606), 2,97 % fiir Duroc (n = 437) und 10,00 % fiir Pietrain (n = 50). Auflerdem
wurden bei Pietrainschweinen 6,0 % homozygote MH-Triger identifiziert. In anderen Rassen
fehlten Merkmalstriger. Schweinestress (PS)-Syndrom-Anlagetriger konnten nicht identifiziert
werden.

Ein anderes Beispiel fiir die praktische Umsetzung molekulargenetischer Diagnostikver-
fahren fiir Erbkrankheiten in der russischen Schweinezucht, die als Ergidnzung zu den bereits
eingefiihrten Verfahren fiir Maligne Hyperthermie (MH) und das Schweinestress (PS)-Syn-
drom zum Einsatz kamen, ist der ab dem Jahr 2010 entwickelte und eingefiihrte DNA-Test
zur Identifizierung von Short-Tail-Sperm-Defect (ISTS)-Anlagetragern. Das ISTS-Syndrom
ist ein Erbdefekt, der zur Bildung von Spermien mit verkiirzten Spermienschwénzen und damit
zu einer reduzierten Fertilitdt der Eber fiihrt und fiir die Rassen Grofle Weile und Yorkshire
aus skandinavischer Abstammung spezifisch ist. Alle identifizierten Anlagetrdger dieser Erb-
krankheit wurden von der Zucht ausgeschlossen.
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In der Schafzucht wurde zum Rassen- und Populationenmonitoring des Prion-Gens (PRNP-
Gen) und zur Entwicklung von Mafinahmen zur Eliminierung des VRQ-Allels von 1336 rein-
rassigen Tieren, 23 Populationen, 13 Rassen in Russland und 32 Schneeschaf-Kreuzungen
genotypisiert.
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Abb. 3 Anlagetriger fiir MH bei verschiedenen Schweinerassen in Russland

In 8 von 13 Schafrassen wurde das VRQ-Allel diagnostiziert (Abb. 4). Die Auftrittshdufigkeit
dieses mutanten, fiir die Scrapie kodierenden Allels, lag zwischen 1,6 % und 10,8 % bei Rom-
ney-Marsh- und Zygai-Schafrassen. Die Askanische, Kutschugurovische, Karakul-, Eadilbae-
vische und Kalmiickische Schafrasse waren frei vom VRQ-Allel.

Unerwiinschte VRQ-Allele fiir jene fiir die Scrapie-Anlage charakteristischen VRQ/XXX-
Haplotypen, die in Abhéngigkeit vom zweiten Allel zu der genetischen Risikogruppe G4 oder
GS fiihren, wurden in 5 von 7 Romanov-Populationen identifiziert (Tab. 2). Die hochste Auf-
trittshdufigkeit (11,8 %) dieses Allels wurde in einer Population beobachtet, wo frither im Laufe
der Ziichtung Romanov-Schafe mit Kamtschatkischen Schneeschafen und deren Kreuzungen
gekreuzt worden waren.

Wir konnten zeigen, dass in den drei regionalen Schafgruppen ROM4, ROM1 und ROM6
die Héufigkeit des fiir Scrapie kodierenden Allels weniger als 3 % betrug (1,11 %, 2,04 % und
2,08 %), was zweifellos auf die verborgenen Genpool-Reserven der Populationen schliefen
ldasst. Durchschnittlich betrug die Haufigkeit des VRQ-Haplotyps fiir die Romanovrasse
3,44 % und fiir die Kreuzungen mit dem Schneeschaf 10,94 %.

102 Nova Acta Leopoldina NF 779, Nr. 402, 97-104 (2015)



Zur Erbfehlerdiagnostik-Situation in russischen Nutztierrassen

VRQ-Allelfrequenzen, %

Askanischen o
Sowjetische

10 / Merino
8

Schneebocke
10,94

Romanov 441 / Stavropol

3,88
Kuchugurovskaya 3,44 ___ Grosny

3,53

O —
0 3,85
Kalmiicken — 7 Volgograd
10,77
Edilbaevskaya Tsigal
’ 745 &
Karakul \Russische
Langhaar
Romney Marsh

=&=VRQ

Abb. 4 Populationsmonitoring des Prion-Gens bei Schafrassen in Russland

Tab. 2 Auftrittshdufigkeit des VRQ-Allels und des VRQ-Haplotyps bei Romanov-Schafen

Genetische Risikogruppen (Angaben in %)

Romanov-
Rasse Gl G2 G3 G4 G5
Gruppen ARR/ARR ARR/ARQ, ARQ/ARQ, ARR/VRQ VRQ/ARQ,

ARR/AHQ AHQ/ARQ, VRQ/AHQ

AHQ/AHQ

ROM1 7,14 40,82 47,96 1,02 3,06
ROM2 444 40,00 55,56 0 0
ROM3 2,84 20,85 65,88 142 9,01
ROM4 0 20,00 77,80 0 2,20
ROMS5 0 20,00 77,80 0 2,20
ROM6 0 435 95,65 0 0
ROM7 0 4,17 91,66 0 4,17
Durchschnitt 3,08 2405 66,00 0,72 6,15
Schneebock- 0 0 78,13 0 21,87
Kreuzungen
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In Anbetracht der weitverbreiteten Verwendung der kiinstlichen Besamung in der Rinder-,
Schweine- und auch Schafzucht kann der Einsatz eines Anlagetrigers zur Verbreitung dieses
Erbdefektes in der ganzen Population fiihren. Die von uns erarbeiteten Daten verdeutlichen,
dass die Einfiihrung der DNA-Diagnostik eine perfekte Moglichkeit zur Kontrolle und Eli-
minierung der Erbdefekte in den Zuchttierpopulationen Russlands ist.
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Das Management von ,,neuen‘‘ Erbkrankheiten
beim Fleckvieh

Hubert PAuscH, Simone JUNG und Ruedi Frigs (Freising)

Zusammenfassung

Der starke Einsatz einzelner weniger Elitebullen in der kiinstlichen Besamung macht Rinderpopulationen anfillig
gegeniiber dem Auftreten von rezessiv vererbten Krankheiten. Stark nachgefragte Bullen konnen binnen kiirzester
Zeit mehrere Zehntausend Nachkommen erzeugen. Dadurch kann die Frequenz von Schadallelen innerhalb weniger
Generationen stark ansteigen. Das landldufige Bild von Erbkrankheiten ist gepréigt durch Missbildungen neugeborener
Kilber. Jedoch existieren auch rezessive Varianten, deren Phinotyp sich erst im Laufe des spiteren Lebens offenbart
und sich zum Beispiel in hoheren Aufzuchtverlusten manifestiert. Die Problematik dieser Erkrankungen liegt darin,
dass sie tiber das klassische perinatale Erbfehlermonitoring nicht zu erfassen sind. Die Verfiigbarkeit von umfangrei-
chen Genotypisierungsdaten ermoglicht es, nun auch diese Merkmale zu identifizieren. Werden zusitzlich popula-
tionsweite Re-Sequenzierungsdaten verwendet, steht ein schlagkriftiger Ansatz fiir das pro-aktive Management von
diesen unerwiinschten Eigenschaften zur Verfiigung.

Abstract

The intense use of a small number of elite sires via artificial insemination makes cattle populations very susceptible
to the propagation of recessive disorders. Individual bulls may generate tens of thousands of progeny within a very
short time, and the frequency of deleterious alleles might increase rapidly. In the general perception, hereditary
diseases manifest themselves perinatally in malformations of newborns. However, recessive disorders might also be
associated with an increased juvenile mortality. Such diseases cannot be identified by the classical perinatal monitor-
ing. However, the availability of comprehensive genotype data enables the rapid identification of such disorders with-
out relying on phenotype information. High density genotypes combined with population-scale re-sequencing data
offer powerful approaches to a pro-actively management of undesired characteristics.

1. Erbkrankheiten in Nutztierpopulationen

Typisch fiir Nutztierpopulationen sind ausgeprigte Verwandtschaftsbeziehungen und relativ
niedrige effektive PopulationsgréBen. Beim Fleckvieh betrigt die effektive Populationsgrofe
etwa 160 (PAuscH et al. 2013) und ist damit deutlich grofer als in anderen Rinderpopulationen
(StacHowicz et al. 2011). Die intensive ziichterische Bearbeitung fiihrt jedoch zu einer kon-
tinuierlichen Reduktion der effektiven Populationsgrofle. Ein Grofteil der genetischen Varia-
tion der heutigen Fleckvieh-Population kann auf einige wenige Schliisseltiere zurtickverfolgt
werden (JANSEN et al. 2013).

Der Verlust an genetischer Diversitit korreliert mit einem Anstieg der Inzucht. Dement-
sprechend finden sich lange abstammungsgleiche Regionen, sogenannte ,,runs of homozygo-
sity**, im Genom vieler Nutztiere (FERENCAKOVIC et al. 2011). Aufgrund dieser Strukturen sind
Nutztierpopulationen sehr anféllig gegeniiber dem Auftreten von rezessiven Krankheiten.
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Beim Rind sind derzeit rund 180 rezessive Merkmale bekannt (NICHOLAS und HoBBs 2013),
viele weitere diirften in absehbarer Zeit hinzukommen.

Rezessive Merkmale manifestieren sich nur dann phénotypisch, wenn der Genort reinerbig
(= homozygot) vorliegt. Daher konnen rezessive Schadallele iiber Generationen in einer Po-
pulation unerkannt persistieren, ohne phédnotypisch zur Ausprigung zu kommen. Erst wenn
die Frequenz des schidlichen Allels ansteigt und gehduft unwissentlich Anlagetriager mitein-
ander angepaart werden, wird der Phinotyp offenkundig.

Das landliufige Bild von Erbkrankheiten ist gepriagt durch Missbildungen neugeborener
Kilber. Beispielhaft dafiir ist die Spinnengliedrigkeit beim Fleckvieh (Buitkamp et al. 2011)
und Braunvieh (DROGEMULLER et al. 2010). Betroffene (= homozygote) Kilber weisen cha-
rakteristische Missbildungen an den Extremitdten und am Kopf auf und sind in aller Regel
nicht lebensfihig (Burtkamp et al. 2008). Uber das klassische Erbfehlermonitoring konnen
Landwirte Kélber mit angeborenen Missbildungen melden. Treten gehduft Missbildungen bei
den Nachkommen bestimmter Bullen auf, ist das als Hinweis auf einen rezessiven Erbgang
zu werten.

2. Aufklirung von Erbkrankheiten mit Hochdurchsatztechnologien

Die Entwicklung von Genotypisierungsarrays, mit denen Genotypen fiir mehrere Zehntau-
send polymorphe Positionen im Hochdurchsatzverfahren abgefragt werden konnen, ermog-
licht die rasche Aufkldrung von Erbkrankheiten (CHARLIER et al. 2008). Meist werden dafiir
die Genotypen einiger weniger betroffener Individuen in Fall-/Kontroll-Studien mit den Ge-
notypen phénotypisch gesunder Individuen kontrastiert. Auf diese Weise konnen ursichliche
Genomregionen sehr prizise lokalisiert werden. Im weiteren Verlauf werden positionelle
Kandidatengene nach kompatiblen Mutationen durchforstet, z. B. iiber die Sequenzierung
einzelner Gene (z. B. SARTELET et al. 2012), iiber die Anreicherung und parallele Sequen-
zierung spezifischer Genomabschnitte (z. B. DROGEMULLER et al. 2010) oder iiber die Se-
quenzierung wichtiger Griindertiere einer Population (JANSEN et al. 2013). Diese Ansitze
haben sich in den vergangenen Jahren in vielen Spezies bewihrt (NICHOLAS und HOBBS
2013).

3. Das Auftreten ,,neuer‘ Erbkrankheiten beim Fleckvieh

Die Phinotypen der meisten bislang identifizierten Erbkrankheiten werden unmittelbar nach
der Geburt offenkundig. Unter ,,neuen* Erbkrankheiten verstehen wir angeborene Anomalien,
deren Phénotyp sich erst im Laufe der Aufzucht manifestiert. Das Auftreten pathologischer
Symptome und die Geburt sind zeitlich voneinander getrennt, so dass ein genetischer Hinter-
grund nicht unmittelbar in Betracht gezogen wird. Derartige Phinomene konnten bereits beim
Rind identifiziert werden (z. B. Bovine Leukozyten-Adhisionsdefizienz [BLAD], SHUSTER
et al. 1992), allerdings nicht beim Fleckvieh.

Uber genomweite Analysen konnte ein Gendefekt beim Fleckvieh lokalisiert werden, der
im homozygoten Zustand zu drastisch reduzierter Fruchtbarkeit bei Bullen fiihrt (méinnliche
Subfertilitdt, PAUSCH et al. 2014). Alle routinemiBig erfassten Ejakulatparameter (Ejakulat-
menge, Spermienkonzentration, Motilitit, Vitalitdt) sind unauffillig, so dass subfertile Bullen
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bislang nicht friihzeitig erkannt und von der Zucht ausgeschlossen werden konnten. Uber die
Analyse von umfangreichen Sequenzdaten konnte die ursidchliche Mutation in einem Gen lo-
kalisiert werden (TMEM95), das fiir ein bislang nicht niher charakterisiertes Transmembran-
protein kodiert (PAUSCH et al. 2014). Nach bisherigen Erkenntnissen ist kein negativer Effekt
bei weiblichen Tieren nachweisbar. Bis auf die mangelhafte Fruchtbarkeit sind auch homozy-
gote Bullen vollkommen gesund. Die ménnliche Subfertilitét ist ein Beispiel fiir einen Gen-
defekt, der nur in einem Bruchteil der Population (den Zuchtbullen) von Bedeutung ist.
Homozygote Bullen konnen nun friihzeitig identifiziert werden und gelangen nicht in den Be-
samungseinsatz.

Ein weiteres Beispiel fiir eine ,,neue* Erbkrankheit beim Fleckvieh ist eine schwere Haut-
erkrankung, deren Symptomatik einer erblichen Zinkaufnahmestdrung dhnelt (MACHEN et al.
1996). Betroffene (= homozygote) Kélber werden phénotypisch gesund geboren, zeigen aber
bereits in den ersten Lebenswochen eine erhohte Anfilligkeit fiir unspezifische Erkrankungen
der Lungen und des Magen-Darm-Trakts. Im Alter von vier bis acht Wochen entwickeln sich
typische krankhafte Hautverinderungen. Der Allgemeinzustand betroffener Kilber verschlech-
tert sich kontinuierlich und fiihrt letztendlich zum Tod. Bislang scheiterten alle Therapiean-
sitze. Uber genomweite Analysen und die Sequenzierung eines betroffenen Kalbes konnte
die ursichliche Mutation identifiziert und ein direkter Gentest implementiert werden (JUNG et
al. 2014). Durch die niedrige Frequenz des Defektalleles traten nur sehr wenige Fille auf.
Aufgrund der unspezifischen und spiten Manifestierung der Symptomatik konnen solche Er-
krankungen nicht iiber das perinatale Erbfehlermonitoring entdeckt werden.

Die dritte ,,neue* Erbkrankheit beim Fleckvieh ist eine angeborene Blutgerinnungsstdrung
(= Thrombopathie). Zwar sind angeborene Blutgerinnungsstorungen beim Rind schon linger
bekannt (BOUDREAUX et al. 2007), allerdings gab es bis vor wenigen Jahren keine Hinweise,
dass auch Fleckvieh betroffen sein konnte. Im Rahmen der Untersuchungen zur bovinen neo-
natalen Panzytopenie (BNP, SAUTER-LoUIS et al. 2012) wurden Kilber mit spontan auftreten-
den Blutungen offenkundig, deren Blutbilder sich deutlich von den typischen BNP-Fillen
unterschieden. Bei diesen Kilbern war trotz einer normalen Anzahl und keinerlei pathologi-
scher Veriinderungen der Thrombozyten die Blutgerinnung stark beeintrichtigt. Uber genom-
weite Analysen konnten wir zeigen, dass diese Kilber an einer erblichen Blutgerinnungs-
storung leiden (JANSEN et al. 2013), wie sie bereits beim kanadischen Simmental beschrieben
wurde (BOUDREAUX et al. 2007). Obwohl die genetische Ursache der Blutgerinnungsstérung
aufgeklirt werden konnte, sind die Ausloser der Blutungsepisoden sowie die Ursachen der
variablen Intensitit der Blutungen bisher noch unklar.

4. Der Umgang mit ,,neuen* Erbkrankheiten im Zuchtprogramm

Im Zeitalter der genomischen Evaluierung von Populationen (MEUWISSEN et al. 2001, VAN-
RADEN et al. 2011) ermoglicht die flichendeckende Genotypisierung aller Selektionskandi-
daten einen pro-aktiven Umgang mit Erbkrankheiten. Der Tréigerstatus aller Bullen ist bekannt.
Je nach Schwere und Héufigkeit der Erkrankung ergeben sich unterschiedliche Handlungs-
empfehlungen. Homozygote Triger der ménnlichen Subfertilitit konnen nun friihzeitig erkannt
und vom Besamungseinsatz ausgeschlossen werden. Da weibliche Tiere keinerlei Beeintréch-
tigungen aufweisen und auch homozygote Bullen gesund sind, besteht derzeit kein Anlass,
den Einsatz von Anlagetrigern zu reglementieren. Anders verhilt es sich beim Zinkdefizienz-
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dhnlichen Syndrom. Da homozygote Tiere massiv leiden, sollen Anlagetriger zukiinftig kon-
sequent aus der Zucht ausgeschlossen werden. Aufgrund der sehr niedrigen Allelfrequenz
(<1 %) sind die Auswirkungen auf das Zuchtprogramm iiberschaubar. Eine derart radikale
Strategie scheint bei der Thrombopathie nicht angebracht. Die Allelfrequenz ist deutlich hoher
(~4—6 %), und der Ausschluss aller Anlagetrdger hitte negative Auswirkungen auf die geneti-
sche Vielfalt und den Zuchtfortschritt der gesamten Population. Um dennoch die Entstehung
homozygoter Kélber zu verhindern, miissen Anpaarungsstrategien entwickelt werden, damit
Risikoanpaarungen zukiinftig vermieden werden konnen.
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Umgang mit Erbfehlern in der Holsteinzucht
in Deutschland
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Mit 1 Abbildung und 4 Tabellen

Zusammenfassung

In der Holsteinzucht mussten die wichtigen Erbfehler der letzten Jahre, namentlich BLAD (Bovine Leukocyte Adhesion
Deficiency), CVM (Complex Vertebral Malformation) und, aktuell, Brachyspina, die simtlich auf den engen Genpool
der internationalen Holsteinzucht zuriickgehen (BLAD: Osborndale Ivanhoe, Carlin-M Ivanhoe Bell; CVM: Carlin-
M Ivanhoe Bell; Brachyspina: Sweet-Haven Tradition) auch in der deutschen Population bekédmpft werden. Der Um-
gang der deutschen Holsteinzucht mit auftretenden Erbdefekten kann exemplarisch fiir die drei Defekte BLAD, CVM
und Brachyspina als verantwortungsbewusst bezeichnet werden. Nach Verfiigbarkeit eines Gentests finden sich in
spiteren Geburtsjahrgidngen nur extrem wenige bzw. keine Bullen mehr, welche als Testbullen in den Einsatz gekom-
men sind. In einer retrospektiven Studie an den Ergebnissen der Zuchtwertschidtzung Holstein wurde der Effekt des
Vorhandenseins eines Schadallels bei Bullen (,,Anlagetriger) auf die geschitzten Zuchtwerte in den Merkmalskom-
plexen Milchleistung, Exterieur, Nutzungsdauer, Zellzahl, Reproduktionsmerkmale und Abkalbemerkmale untersucht.
Hinsichtlich von BLAD-Anlagetridgern zeigt sich ein signifikanter Effekt fiir den Relativzuchtwert Zellzahl, der somit
darauf hinweist, dass heterozygote Kiihe offensichtlich krankheitsanfilliger sind. Fiir CVM-Anlagetriger konnen
hochsignifikante Effekte auf Merkmale der Fruchtbarkeit der Tochter gefunden werden. Analog gilt dies auch fiir
Brachyspina, wobei aber fraglich erscheint, ob diese Effekte allein auf Friihaborte bei der Anpaarung von heterozy-
goten Kiihen und anderen Merkmalstrigern zuriickgehen. Vielmehr muss wohl angenommen werden, dass schon he-
terozygote Kiihe, auch bei Anpaarung an ,,gesunde* Bullen, eine verminderte Konzeptionsleistung zeigen.

Abstract

In the Holstein breed, the most important genetic defects of recent years, namely BLAD (Bovine leukocyte adhesion de-
ficiency), CVM (Complex vertebral malformation) and, most recently, Brachyspina, which all originated from the tight
gene pool of this international breed (BLAD: Osborndale Ivanhoe, Carlin-M Ivanhoe Bell; CVM: Carlin-M Ivanhoe Bell;
Brachyspina: Sweet-Haven Tradition) had also to be dealt with in the German population. For the examples of the three
genetic defects mentioned, the way of handling genetic defects can be assessed as a responsible way of handling the prob-
lem. Right after the availability of genetic testing only very few if not zero young bulls can be found that have entered a
progeny test. In a retrospective study based on the results of the officially estimated breeding values for Holstein bulls, the
effect of the deleterious allele found in carrier bulls was estimated for the complexes milk production, conformation,
longevity, somatic cell score, reproduction, and calving traits. Concerning BLAD carriers, a significant effect to the dis-
advantage of carriers can be found for somatic cell score. Thus, heterozygous cows (carriers) appear to be more susceptible
to udder diseases. For CVM carriers, lower and highly significant estimated breeding values for daughter fertility were
observed. The analysis for Brachyspina revealed analogous results for daughter fertility. It has to be questioned whether
these findings solely are the outcome of matings of carrier daughters to further carriers which result in abortions. Rather,
it has to be assumed that carrier daughters exhibit lower conception rates, even when mated to homozygous healthy bulls.

1. Einfiihrung

Die Zucht des Holsteinrindes in Deutschland ist gekennzeichnet durch eine enge Einbindung
in die internationale Holsteinzucht, wobei aber ganz deutlich ein eigenstindiges Zuchtziel ver-

111



Hermann H. Swalve und Monika Wensch-Dorendorf

folgt wird. Dies wirkt sich auch insbesondere so aus, dass mittlerweile der Anteil an impor-
tiertem Sperma (vornehmlich aus den USA und Kanada) immer weiter zuriickgegangen ist,
so dass wichtige Bullen der Holsteinzucht Nordamerikas zwar teilweise als Bullenviiter, jedoch
nur selten intensiv direkt in Deutschland eingesetzt werden. Dies hat eine grofle Bedeutung
fiir die Bekdmpfung von Erbfehlern bzw. fiir das Vorhandensein von Schadallelen in der
deutschen Population. Die wichtigen Erbfehler der letzten Jahre, namentlich BLAD (Bovine
Leukocyte Adhesion Deficiency), CVM (Complex Vertebral Malformation) und, aktuell, Bra-
chyspina, die sdmtlich auf den engen Genpool der internationalen Holsteinzucht zuriickgehen,
mussten auch in der deutschen Holsteinzucht bekdmpft werden.

Alle genannten Erbfehler sind monogen bedingt und zeigen einen dominant/rezessiven
Erbgang, d.h., nur die homozygot rezessiven Genotypen sind betroffen — und meist auch nicht
lebensfihig — wihrend die Anlagetriiger (heterozygot) phinotypisch nicht erkannt werden kon-
nen und gesund erscheinen. Regelméfig wiederholt sich bei derartigen Erbfehlern folgende
Kette von Abldufen: Auf der Phinotypebene werden erkrankte Tiere bzw. nicht lebensfihige
Individuen beobachtet, das Krankheitsbild wird beschrieben, erste Pedigreeanalysen weisen
auf Hiufungen bei bestimmten Linien oder wichtigen Bullen hin, wissenschaftliche Arbeits-
gruppen beginnen Projekte auf der Basis von DNA-Material der erkrankten Familien, schlief3-
lich wird das kausale Gen eingekreist, die Mutation identifiziert und ein Gentest fiir die
Zuchtpraxis zur Verfiigung gestellt.

Die Vorgehensweise auf molekularer Ebene umfasst dabei heute meist zunichst die Ana-
lyse von Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in Form der Hochdurchsatztypisierung
fiir viele SNPs, sowie anschliefend die Sequenzierung auffillig erscheinender Bereiche auf
der DNA zur Identifikation des kausalen Gens und schlieBlich der kausalen Mutation. In der
Holsteinzucht ist es — wie auch bei anderen Rindern und iiberhaupt anderen Nutztieren —
iibliche Praxis, ab der Verfiigbarkeit des Gentests keine Vatertiere mehr einzusetzen, welche
als Anlagetriger identifiziert worden sind. Das Testen weiblicher Elitetiere (potenzielle Bul-
lenmiitter) wird ebenfalls praktiziert, und die erkannten Tiere werden von der Zucht ausge-
schlossen.

Hinsichtlich der Bullen, welche allerdings schon vor der Verfiigbarkeit eines Gentests einen
Zuchtwert bekamen, wird bei herausragenden Bullen meistens ein weiterer Einsatz, d.h. eine
weiterlaufende Vermarktung von Sperma, praktiziert. Die Argumentation der Zuchtpraxis ist
in diesem Fall, dass auf einen Einsatz eines solchen wertvollen Bullen nicht verzichtet werden
kann und mit jedem Spermaverkauf die Empfehlung gegeben wird, keine Anpaarungen an
weibliche Tiere mit nunmehr erkannten Anlagetrigern vorzunehmen. Diese Argumentation
griindet sich auch darauf, dass iiblicherweise die Frequenz des Schadallels in der Population
als sehr niedrig angenommen werden kann, so dass die erwarteten Frequenzen fiir homozygot
rezessive Individuen sehr gering sind. Durch den Ausschluss des Einsatzes neu erkannter An-
lagetriger wird mit dieser Praxis auch eine weitere Verbreitung des Schadallels in der Popu-
lation eingeddmmt.

Ziel der vorliegenden Studie war es, fiir die drei genannten Erbdefekte, zunichst die ge-
schilderte ,,iibliche Praxis* der Zuchtorganisationen im Umgang mit Erbdefekten exemplarisch
fiir die deutsche Holsteinzucht zu iiberpriifen. Ein weiteres Ziel bestand darin, die Zuchtwerte
fiir eine Reihe von Merkmalen, von Bullen, welche homozygot fiir den Wildtyp sind (homo-
zygot gesund), mit den Zuchtwerten fiir Anlagetrdger (heterozygot) zu vergleichen, um so
eine eventuelle Abweichung von einem fiir die genannten Erbdefekte angenommenen voll-
standig dominant/rezessiven Erbgang zu iiberpriifen.
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2. Die untersuchten Erbdefekte

Die drei in der vorliegenden Studie im Fokus stehenden Erbdefekte sind in Tabelle 1 in einer
Ubersicht zusammengefasst. Es handelt sich zunéichst um die Bovine Leukozyten-Adhésions-
defizienz (BLAD), welche durch eine Mutation im Strukturgen des f2-Integrin-Gens (CD18
Gen) hervorgerufen wird. Durch einen Basenaustausch wird auf der Ebene dieses Leukozy-
tenmembranproteins ein verdndertes Protein durch den Austausch von Asparagin zu Glycin
gebildet. Der Effekt dieser Verdnderung ist ein Verlust der Adhésionsfahigkeit der Leukozyten
und damit als Konsequenz eine Immunschwiche. Die betroffenen Tiere kiimmern, leiden an
chronischen Infektionen und haben eine deutlich verminderte Lebenserwartung.

Wichtigste Anlagetriger der internationalen Holsteinzucht waren Osborndale Ivanhoe,
Penstate Ivanhoe Star und insbesondere Carlin-M Ivanhoe Bell sowie A-Puget-Sound Sheik.
Die genannten Bullen sind in fast jedem Pedigree eines Holsteinrindes anzutreffen, gaben das
Schadallel jedoch natiirlich nicht immer weiter. Dies trifft beispielsweise auf den sehr bekann-
ten Enkel von Osborndale Ivanhoe, Round-Oak-Rag-Apple Elevation, zu, welcher als
~Stammvater aller Holsteins angesehen wird. Osborndale Ivanhoe und Penstate Ivanhoe Star
wurden in Deutschland nicht eingesetzt, sondern iibten ihren Einfluss vornehmlich {iber S6hne
und Enkel aus. Carlin-M Ivanhoe Bell und A-Puget-Sound Sheik wurden in Deutschland nur
begrenzt eingesetzt. Wichtige Anlagetriger in Deutschland im Eigentum deutscher Besa-
mungsstationen sind in Tabelle 1 angegeben, wobei dort in der letzten Zeile nur Bullen ab
10000 Tochtern in Deutschland aufgelistet sind.

Tab. 1 Ubersicht iiber die drei in der Studie untersuchten Erbdefekte (monogen, rezessiver Erbgang)

BLAD CVM BY
Bovine Leukozyten- Komplexe vertebrale  Brachyspina
Adhisionsdefizienz Malformation
Art des Defektes Immunschwéche Komplexe Missbildung, Komplexe Missbildung,
meist Aborte meist Aborte
Betroffenes (kausales) Gen ~ (2-Integrin (CD18) SLC35A3 FANCI

Publikation

SHUSTER et al. 1992

ACKERMANN et al. 2006

THOMSEN et al. 2012

Gentest in der Praxis
verfiigbar seit

1994

2002

2011

Wichtige Anlagetriger
international (Auswahl)

Osborndale Ivanhoe,
Penstate Ivanhoe Star,
Carlin-M Ivanhoe Bell,
A-Puget-Sound Sheik

Carlin-M Ivanhoe Bell,
Southwind Bell-of-Bar-
Lee, Esquimau
Leadman, Calbrett-I

H H Champion

Sweet-Haven Tradition,
Bis-May Tradition Cleitus,
Rothrock Tradition

Deutschland (Auswahl)

Wichtige Anlagetréiger in

Belmont, Cleiber ET
Eifer, Shogun

Emil, Soba

Ramos, Cook, Jetlag,
Novize

Wiederum Carlin-M Ivanhoe Bell sowie Southwind Bell-of-Bar-Lee und Esquimau waren An-
lagetréger fiir den Gendefekt CVM, die komplexe vertebrale Missbildung (Complex Vertebral
Malformation). Ursache von CVM ist eine Missense-Mutation im SLC35A3-Gen, welches fiir
den UDP-N-Acetylglucosamintransporter kodiert. Die Folgen sind meistens mittelfrithe Aborte
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und sehr selten auch Geburten toter Kélber, welche ,,gestaucht™ erscheinen und umfassende
Missbildungen des Skeletts, insbesondere der Wirbelsédule, aufweisen. Die drei genannten in-
ternational wichtigen Bullen wurden in Deutschland nur sehr begrenzt zur Erzeugung von
Nachzuchten in Milchviehbetrieben eingesetzt. Schwerpunkt des Einsatzes waren vor Erken-
nung des Erbdefektes gezielte Paarungen mit potenziellen Bullenmiittern. Lediglich zwei An-
lagetriger im Besitz deutscher Besamungsstationen erreichten 10000 und mehr Tochter.

Der Erbdefekt Brachyspina (BY) ist der jiingste bekannte identifizierte Erbdefekt mit gro-
Berer Bedeutung in der Holsteinzucht. Eine Deletion im FANCI-Gen (Fanconi Anemia Com-
plementation Group 1) wirkt in der Konsequenz sehr dhnlich wie der Defekt CVM.
Umfassende Missbildungen toter Kilber werden selten beobachtet, ein hoher Grad der Nicht-
Beobachtung entsteht durch unbemerkte Aborte. Unter den aufgefiihrten international bedeut-
samen Bullen sind mit Rothrock Tradition Leadman und Calbret-I H H Champion in diesem
Fall auch zwei Bullen, welche nicht nur vornehmlich als Bullenviter, sondern auch als Kuh-
viter in Deutschland eingesetzt wurden. Weiter erwies sich der deutsche ,,Ausnahmebulle*
Ramos letztlich als Triger von Brachyspina, hatte aber inzwischen mehr als 60000 T6chter
in Deutschland und zahlreiche Tochter auch in anderen Lindern. Drei weitere Bullen in deut-
schem Besitz erreichten die Grenze von 10000 Tochtern. Die Streuung des Schadallels fiir
Brachyspina war mithin deutlich stédrker als fiir CVM oder BLAD.

3. Material und Methoden

Das der vorliegenden Studie zugrunde liegende Datenmaterial basiert auf den durch die Verei-
nigten Informationssysteme Tierhaltung w. V. (VIT), Verden/Aller, geschitzten Zuchtwerten
fiir Holsteinbullen, wobei die Auswertung auf schwarzbunte Holsteins beschrinkt wurde. Fiir
die Analysen zu BLAD und CVM wurden die Zuchtwerte Stand 12/2012 verwendet, aufgrund
der Aktualitdt des Gendefektes Brachyspina wurden die Auswertungen auch mit dem Stand
08/2013 wiederholt, nur letztere werden fiir Brachyspina nachfolgend dargestellt. Die Zucht-
werte werden als Datei in Form der sogenannten ZW VITALL-Datei der Offentlichkeit zuging-
lich gemacht. Diese Datei ist fiir Bullen ab Geburtsjahr 1990 vollstindig hinsichtlich aller
getesteten Bullen der jeweiligen Jahrgénge und umfasst je Jahrgang ca. 700 bis 1100 Bullen
fiir den Zeitraum 1990 bis 2008. Da im Jahr 2009 die genomische Selektion beim Holsteinrind
eingefiihrt wurde, ist der Jahrgangsumfang ab 2009, bedingt durch die Vorselektion, deutlich
geringer. Nur die Brachyspina-Auswertung ist von diesen neuen Entwicklungen betroffen.
Fiir jeden Bullen wurde sein Status (0 = homozygot Wildtyp; 1 = heterozygoter Anlage-
triger) aus den in den Dateien vorhandenen Angaben extrahiert und kodiert. Extrahiert wurden
weiter alle verzeichneten Zuchtwerte sowie die Tochterzahl in der Zuchtwertschitzung fiir
Milchleistung. Fiir die Betrachtung der Verteilung der beiden Statusklassen auf die Jahrgénge
wurden alle verfiigbaren Bullen einbezogen, fiir die Analysen zum Vergleich der beiden Sta-
tusgruppen beziiglich der Zuchtwerte wurden nur Bullen einbezogen, welche im Besitz nord-
und ostdeutscher Zuchtorganisationen waren und einen reguliren Testeinsatz bzw. einen Ein-
satz als genomisch vorselektierter Bulle in Deutschland durchlaufen hatten. Somit wurden fiir
die Kontrastschitzung Bullen im auslidndischen Besitz und wenige Einzelbullen im Besitz
stiddeutscher Besamungsstationen ausgeschlossen. Die Kontrastschdtzung umfasste hinsicht-
lich der Zuchtwerte alle Relativzuchtwerte aller Hauptkomplexe (Milch, Exterieur, Nutzungs-
dauer, Zellzahl, Reproduktion, Kalbeverlauf) sowie fiir die Komplexe Reproduktion (auch als
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,,LTochterfruchtbarkeit* bezeichnet, da ausschlieBlich die maternale Komponente analysiert
wird) und Kalbeverlauf auch die einzelnen Merkmale dieser Komplexe. Insgesamt wurden
13 Merkmale bzw. Zuchtwerte analysiert.

Da sdmtliche geschitzte Zuchtwerte bereits eine Korrektur fiir alle denkbaren und syste-
matisierbaren Einflussgrofen beinhalten und auf eine jeweils einheitliche Basis bezogen sind,
kann der Kontrast zwischen den beiden Statusklassen mit einem einfachen, fixen Modell er-
folgen, welches als Modell lediglich den Status enthilt. Der Test ist damit ein einfacher t-Test.

Die Schitzung der Allelfrequenzen erfolgte nach folgender Formel: Wenn die absoluten
Zahlen der Genotypen AA, Aa und aa mit H, Q und M bezeichnet werden, errechnen sich die
Allelfrequenzen p und q iiblicherweise nach

P(AA)=p=CH+Q)/2H+Q+M)undq=1-p. [1]

Wenn allerdings die Genotypen M vollstindig fehlen, kann unter der Annahme des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichtes die obige Formel wie folgt umgestellt werden:

P(A)=p=2H/QH+Q)undq=1-p. 2]

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Verteilung der Beobachtungen auf Statusgruppen

Tabelle 2 gibt einen Uberblick zum verwendeten Datenmaterial und insbesondere zur Vertei-
lung auf die beiden Statusgruppen. Fiir jeden Erbdefekt ergibt sich eine unterschiedliche Zeit-
periode, welche fiir eine Auswertung infrage kommt. Dies ist jeweils die Periode, welche
unmittelbar vor der Verfiigbarkeit eines Gentests lag. Fiir alle drei Gendefekte gilt, dass nach
der Verfiigbarkeit eines Gentests fast keine Bullen mehr auftauchen, welche als Anlagetriger
erkannt wurden. Einzelne wenige Bullen mit Geburtsjahren nach der Verfiigbarkeit des Gen-
tests gibt es jedoch. Diese sind vornehmlich das Resultat von urspriinglichen Fehltypisierun-
gen, welche spiter wiederholt wurden. Insgesamt kann man den Zuchtorganisationen der
deutschen Holsteinzucht jedoch attestieren, dass recht verantwortungsvoll mit Erbdefekten
umgegangen wird, da nach der Verfiigbarkeit des Gentests kaum mehr Anlagetriger in Er-
scheinung treten und somit vor einem Zuchteinsatz bereits ausgeschlossen wurden.

Fiir jeden der drei Gendefekte ist eine Zeitperiode von sechs bis sieben Jahren angegeben,
welche sich iiberhaupt fiir eine Auswertung beim Vergleich der beiden Statusgruppen eignet. Die
Linge der Periode ergibt sich dabei daraus, dass zum Zeitpunkt der Verfiigbarkeit des Gentests
alle aktuellen Jahrgénge, insbesondere die aktuell vermarkteten Kuhviter und die Jahrgénge der
Wartebullen bis zuriick zum jiingsten Testbullenjahrgang bzw. zum Jahrgang der zur Selektion
anstehenden Bullenkilber getestet wurden. Einschrinkend muss hinzugefiigt werden, dass die
Tests auf Freiwilligkeit der Zuchtorganisationen beruhen, mithin kaum den vollstidndigen Jahr-
gang umfassen, andererseits aber mutmafilich gerade alle Bullen, welche einen Verdachtsmoment
aufgrund ihres Pedigrees begriinden. Die beiden vorgenannten Aussagen gelten fiir die Erbdefekte
BLAD und CVM. Fiir diese beiden ergibt sich also teils eine Verzerrung durch nicht vollstindiges
Testen und teils eine Verzerrung durch gerade selektives Testen bei Verdacht aufgrund des Pedi-
grees. Hinsichtlich CVM ist eine hohe Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von KONERSMANN
et al. (2003) festzustellen, welche die Frequenz der Anlagetriger fiir die Geburtsjahre 1997 bis
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Tab. 2 Ubersicht iiber das Datenmaterial. Anzahl Bullen mit Wildtyp (Status = 0) und Anlagetriiger (heterozygot fiir
die Mutation) nach Jahrgingen fiir die Erbdefekte BLAD, CVM und Brachyspina

Jahrgang Status =0 Status = 1 Gesamt
BLAD
1985 38 8 46
1986 92 7 99
1987 132 18 150
1988 170 38 208
1989 253 56 309
1990 432 34 466
1991 495 12 507
Total 1612 173 1785
CVM
1995 61 11 72
1996 117 36 153
1997 349 75 424
1998 436 55 491
1999 361 115 476
2000 533 105 638
Total 1857 397 2254
Brachyspina
2007 180 26 206
2008 276 23 299
2009 210 10 220
2010 366 20 386
2011 404 8 412
2012 229 1 230
Total 1665 88 1753

2000 mit 13,2 % beziffern; fiir denselben Zeitraum ergibt sich aus Tabelle 2 eine Frequenz von
17,2 %, wobei zu beriicksichtigen ist, dass in der Studie von KONERSMANN et al. (2003) lediglich
vier der hier verwendeten 13 Besitzerorganisationen berticksichtigt wurden. Fiir BLAD ist an-
zumerken, dass die ZWVITALL-Datei beziiglich der sehr alten Jahrgidnge nicht ganz vollstidndig
ist, allerdings schwerpunktmifig die Bullen erfasst, welche in den Wiedereinsatz gelangten.
SchlieBlich ist fiir Brachyspina festzuhalten, dass mittlerweile die Genotypisierungen ein
Nebenprodukt der genomischen Selektion geworden sind, so dass von einer hoheren Testquote
in den Jahrgingen ab 2009 ausgegangen werden kann. Die Ableitung des wahrscheinlichen
Genotyps fiir Brachyspina (und andere Erbdefekte) kann als Nebenprodukt der genomischen
Selektion mit hoher Sicherheit erfolgen, ohne direkt fiir die kausale Mutation tiberhaupt zu
genotypisieren, da aufgrund des hohen Kopplungsungleichgewichtes bei der Rasse Holstein
selbst weiter entfernt vom Gen liegende SNPs ein aussagefihiges Ergebnis erbringen. Diese
Art des indirekten Testens wurde bereits von COLE et al. (2009) fiir die kausalen Gene von
BLAD und CVM sowie fiir einige andere Gene untersucht und als aussichtsreich befunden.
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4.2 Vergleich der Statusgruppen Gesund — Anlagetrdger

Fiir den Vergleich der beiden Statusgruppen fiir BLAD (jeweils Status = 0 — Status = 1) ergaben
sich bei den untersuchten Zuchtwerten lediglich zwei Signifikanzen fiir die Merkmale RZE
(Relativzuchtwert Exterieur, Differenz 2 4 Punkte, P-Wert = 0,004) und RZS (Relativzuchtwert
Zellzahl, Differenz 4,2 Punkte, P-Wert = < 0,0001). Die Signifikanz fiir RZE ist vermutlich
als Zufallsbefund anzusehen, welcher durch die Stratifikation der Bullen bedingt ist; BLAD-
Tréager entstammten exterieurstarken Familien. Die wesentlich deutlichere Signifikanz beziig-
lich des Zuchtwertes fiir die Zellzahl, gerichtet in der Weise, dass homozygot gesunde Bullen
den hoheren Wert aufweisen (,,mehr Resistenz vererben®), konnte als Hinweis fiir entweder
eine nur unvollstindig dominante Vererbung des kausalen Gens oder als Hinweis darauf, dass
unter Umstinden wenige immunschwache Tochter doch das Lebensalter einer Kuh mit zumin-
dest einer Abkalbung erreichen, gewertet werden. Ein Effekt des BLAD-Status auf die Euter-
gesundheit war nur selten Thema in der Literatur. Zwei Autorengruppen (WANNER et al. 1998,
BoicHARD et al. 2003) postulierten einen Effekt in der Eutergesundheit, fanden aber keine Be-
lege dafiir (Rupp und BoicHARD 2003). KELM et al. (1997) berichteten, dass fiir BLAD zwar
keine Signifikanz beziiglich der Zellzahl, wohl aber ein signifikantes Ergebnis fiir den Befund
klinischer Mastitis auftrat — letzteres allerdings in umgekehrter Richtung, das Schadallel fiir
BLAD schien einen senkenden Einfluss auf das Vorhandensein klinischer Mastitis zu haben.
Die vorliegende Studie scheint mithin einzig das ,,erwartete® Ergebnis zu erbringen, aufgrund
des immer noch vergleichsweise geringen Datenmaterials und der vorhandenen Unvollstdn-
digkeit der Genotypisierung ist aber immer letztlich nur ein vorsichtiger Hinweis gegeben.
Die Ergebnisse der Kontrastschitzung fiir den Erbdefekt CVM sind in Tabelle 3 darge-
stellt. Zunéchst ist anzumerken, dass ein Vergleich von homozygot gesunden Bullen mit den
Anlagetrigern eigentlich vordringlich fiir den paternalen Befruchtungserfolg, also das Ver-
mogen des Bullen, eine Trichtigkeit herbeizufiihren, sowie fiir die direkte Totgeburtenrate,
also die Betrachtung des Vaters des Kalbes, anzustellen ist. Dies entspriache damit der Vor-
gehensweise von KONIG und SIMIANER (2006), welche fiir beide Merkmale Unterschiede in
den Zuchtwerten in der Groflenordnung von 2,1 bis 4,7 Punkten zugunsten der homozygot
gesunden Bullen finden. Zuchtwerte fiir die ménnliche Fruchtbarkeit werden allerdings auf-
grund der extrem niedrigen Erblichkeit und insbesondere auch aufgrund der hohen Abhén-
gigkeit von periodischen Zeiteinfliissen nicht mehr publiziert. Die méinnliche Fruchtbarkeit
war somit nicht Gegenstand der Untersuchungen. Neben zwei Signifikanzen fiir die Merk-
male Relativzuchtwert Milch und Relativzuchtwert Nutzungsdauer, welche wiederum ein
Produkt der Stratifikation des Datenmaterials sein diirften, da durch ihre Komplexitit kaum
ein direkter biologischer Zusammenhang mit dem CVM-verursachenden Gen gegeben sein
diirfte, finden sich drei signifikante Kontraste fiir die weibliche Fruchtbarkeit. Neben dem
zusammengefassten ,,Obermerkmal‘ Relativzuchtwert Reproduktion (Tochterfruchtbarkeit)
finden sich zwei Einzelmerkmale, welche direkt den Akt der Konzeption betreffen, die Non-
Return-Rate fiir Kithe (RZW_nrc) und das mit ihr autokorrelierte Merkmal ,,Konzeption*
(RZW_kon), errechnet aus den Non-Return-Raten und Verzogerungszeiten bei Kiihen und
juvenilen Rindern. In allen drei Féllen ergibt die Kontrastschitzung Vorteile fiir die homozy-
got gesunden Bullen, obschon im Vergleich zur Schitzung eines direkten Effektes ja die Toch-
terfruchtbarkeit betrachtet wird, also nur die Hélfte des eigentlichen Effektes geschitzt werden
kann, da ein homozygot gesunder Bulle eben homozygot gesunde Tochter wie auch Anlage-
tridger haben kann, bei denen das Schadallel von der Mutterseite gekommen ist. Analoges
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gilt fiir einen Bullen als Anlagetriger. Weder direkte noch maternale Kalbemerkmale ergaben
signifikante Kontraste. Fiir CVM kann dies aufgrund der Natur des Defektes auch kaum er-
wartet werden.

Tab. 3 Kontrastschitzung fiir die Differenz der geschitzten Zuchtwerte nach Status der Bullen (Wildtyp: Status =0
und Anlagetriger, heterozygot fiir die Mutation: Status = 1) fiir CVM

CVM Status Differenz Signifikanz
0 1 A P-value
RZM 96,2 99,2 -30 0001
RZN 979 95,0 +2.9 ,0001
RZR 100,8 99,2 +1,6 0021
RZW _nrc 99,7 984 +1,3 0260
RZW_kon 99,6 984 +1,2 0067

RZM = Relativzuchtwert Milchleistung, RZN = Relativzuchtwert Nutzungsdauer, RZR = Relativzuchtwert Repro-
duktion (T6chterfruchtbarkeit), RZW_nrc = Relativzuchtwert Non-Return-Rate (Kiihe), RZW_kon = Relativzuchtwert
Konzeption

Die Liste der signifikanten Kontraste hinsichtlich des Erbdefektes Brachyspina ist mit 11
Merkmalen bzw. Zuchtwerten besonders lang (Tab. 4). Lediglich fiir die Zellzahl (RZS) und
die Rastzeit der Kiihe (RZW_cfc) ergeben sich keine Signifikanzen. Diese sind aufgrund der
Natur des Defektes und der Definition der beiden genannten Merkmale auch nicht zu erwar-
ten.

Tab. 4 Kontrastschitzung fiir die Differenz der geschitzten Zuchtwerte nach Status der Bullen (Wildtyp: Status =0
und Anlagetriger, heterozygot fiir die Mutation: Status = 1) fiir Brachyspina

BY Status Differenz Signifikanz

0 1 A P-value
RZG 1293 121,1 8,2 <0,0001
RZM 1193 114,2 5.1 <0,0001
RZE 117.5 1147 2.8 0,0057
RZN 116.5 1125 40 <0,0001
RZR 1053 994 59 <0,0001
RZW _nrc 102,0 95,2 6.8 <0,0001
RZW _kon 104,7 98,3 59 <0,0001
RZW _nrh 1045 101,1 34 0,0002
RZW_flh 103,6 100,9 2,7 <0,0001
dRZK 104,1 99,6 45 <0,0001
mRZK 1039 100,1 38 <0,0001

RZG = Relativzuchtwert Gesamt, RZM = Relativzuchtwert Milchleistung, RZE = Relativzuchtwert Exterieur,
RZN = Relativzuchtwert Nutzungsdauer, RZR = Relativzuchtwert Reproduktion (T6chterfruchtbarkeit), RZW_nrc
= Relativzuchtwert Non-Return-Rate (Kiihe), RZW_kon = Relativzuchtwert Konzeption, RZW _nrh = Relativzucht-
wert Non-Return-Rate (Firsen), RZW_flh = Relativzuchtwert Intervall erste bis erfolgreiche Besamung (Férsen),
dRZK = Relativzuchtwert Kalbemerkmale (direkter Effekt), mRZK = Relativzuchtwert Kalbemerkmale (maternaler
Effekt)
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Signifikante Kontraste ergeben sich zunichst wiederum fiir die Hauptkomplexe ,Gesamt®,
JMilch*, Exterieur und ,Nutzungsdauer*. Nur fiir das letztgenannte Merkmal lieBe sich ein
direkter Bezug zum Gendefekt unter der Annahme einer nicht-vollstindigen Dominanz im
Erbgang fiir BY herstellen, fiir die drei erstgenannten Merkmale sind vermutlich wiederum
Stratifikationseinfliisse sowie die Tatsache, dass im Relativzuchtwert ,Gesamt® alle Einzel-
merkmale vereinigt sind, verantwortlich. Sehr hohe Differenzen ergeben sich fiir die Konzep-
tionsleistung, insbesondere festgestellt bei den Kiihen, aber mit geringeren Differenzen bei
identischem Signifikanzniveau auch bei juvenilen Rindern (Firsen). Bei deutschen Holsteins
werden die geschiitzten Zuchtwerte auf einen Mittelwert von 100 und eine Standardabwei-
chung der wahren Zuchtwerte von 12 Punkten standardisiert. Fiir niedrig erbliche funktionale
Merkmale ergeben sich allerdings etwas niedrigere Standardabweichungen von 9 bis 10 Punk-
ten auf der Ebene der tatsichlich geschitzten Zuchtwerte. Somit entsprechen die Kontraste
fiir die Zuchtwerte bzw. Merkmale RZR, RZW_nrc und RZW_kon, welche im Abschnitt zu
CVM bereits erldutert wurden, einer GroB3enordnung von mehr als der Hilfte der Standardab-
weichung der Bullenzuchtwerte und mithin einer Groenordnung auf der Kuhebene von ca.
einer genetischen Standardabweichung. Derartig ausgeprigte Kontraste konnen kaum zufil-
liger Natur sein.

4.3 Schdtzung der Allelfrequenzen

Wie im Abschnitt Material und Methoden erlédutert, kann eine Schitzung der Allelfrequenzen,
da die homozygot rezessiven Genotypen fehlen, nicht nach der iiblichen Formel erfolgen.
Vielmehr muss hilfsweise auf eine andere Formel zuriickgegriffen werden, fiir deren Giiltigkeit
aber eigentlich die Annahme eines Gleichgewichtes nach HARDY und WEINBERG Vorausset-
zung ist. Genau dieses Gleichgewicht kann fiir einen Erbdefekt mit dominant/rezessivem Erb-
gang aber nur schwer angenommen werden.

Fiir die Frequenz des Schadallels von CVM und die einbezogenen Jahrgénge 1995 bis 2000
ergibt sich eine Frequenz des Defektallels von 9,7 %. Fiir Brachyspina betréigt die Frequenz des
Schadallels 2,6 %. Die beiden Werte legen zunichst nahe, dass CVM das deutlich bedeutendere
Problem in der deutschen Holsteinzucht ist bzw. war. Es ist aber zu beriicksichtigen, dass die
Mutante des CVM-verursachenden Gens erst relativ spit gefunden wurde und mithin eine be-
triachtliche Zeit verstrich, in der immer mehr Bullen, welche Nachkommen der heute bekannten
Anlagetriger waren, zur Zucht erwihlt wurden. Eigentlich waren die Bullen der Bell-Linie in
Deutschland gar nicht sehr gefragt, durch den Zeitverzug wurde trotzdem eine vergleichsweise
hohe Streuung erreicht. Umgekehrt verhilt es sich mit dem Erbdefekt Brachyspina. Die kausale
Ursache wurde relativ schnell geklért, viele in Deutschland hdufig eingesetzte Bullen und
insbesondere auch der deutsche Ausnahmebulle Ramos waren zwar betroffen, betroffene Nach-
kommen wurden allerdings schnell von der Zucht ausgeschlossen. Es ist in diesem Zusammen-
hang anzumerken, dass keine Daten verfiigbar sind, welche die Schitzung der Frequenzen der
Anlagetrdger unter allen potenziell selektierten Bullenkilbern erlauben wiirden. Noch wichtiger
wire aber eine Schitzung der Allelfrequenzen in der Kuhpopulation.

4.4 Die Ergebnisse der Kontrastschdtzung im Kontext der Allelfrequenzen

Wie oben erldutert, ergeben sich fiir die Schitzung der Kontraste zwischen homozygot gesunden
Bullen und Anlagetrigern erhebliche Werte gerade fiir die Merkmale der Konzeption der T6ch-
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ter. Vordergriindig konnte man diese damit erklédren, dass bei der Anpaarung mit Anlagetridgern
unter den Tochtern mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % Anlagetriger entstehen (Abb. 1).

Bulle Population
Aa
50 % /\ 50 % p q
"4 N
A a A a
\ 2
Tochter Tochter Nachkomme

AA Aa letal

aa
p/2 1/2 q/2

Abb. I Erwartete Genotypfrequenzen bei der Anpaarung mit einem Anlagetriger in Abhéngigkeit von der Frequenz
des Wildtyp-Allels (p) und des mutierten Allels (q)

Die Wahrscheinlichkeit fiir einen homozygot betroffenen Genotyp betrigt q/2, im Fall von
Brachyspina, unter der Annahme, die Frequenz des Schadallels sei wie in der Bullenpopula-
tion, also 1,3 %. Diese Genotypen nehmen aber am weiteren Zuchtgeschehen nicht mehr teil.
Die Zuchtwertschitzung der Tochter des Bullen fiir die Tochterfruchtbarkeit kann nur durch
die 50 % seiner Tochter, welche heterozygote Tochter sind, beeinflusst sein. Unter diesen, bei
Anpaarung an einen zufélligen Bullen, welcher selbst mit einer Wahrscheinlichkeit von 2pq
Anlagetréger ist, betrigt die Wahrscheinlichkeit fiir einen letalen Genotyp % (2pq), und die
Wahrscheinlichkeit fiir Anlagetridger unter den Nachkommen ist % (2pq). Die Wahrschein-
lichkeit, dass homozygot betroffene Nachkommen entstehen, die sich als (frithe) Aborte ma-
nifestieren und oft sogar unentdeckt bleiben, ist also sehr klein. Fiir die betroffenen
Anpaarungen ist eine verminderte Konzeptionsleistung zu beobachten, mehr Besamungen
sind fiir die ndchste Trichtigkeit notig. Der seltene Fall eines homozygot betroffenen Nach-
kommen diirfte aber kaum ausreichen, die Schitzung der Zuchtwerte eines Bullen fiir die
Fruchtbarkeit seiner Tochter in derartigen Groenordnungen zu beeinflussen, wie es nach den
Ergebnissen aus Tabelle 4 offenbar wird. Eher ist ein Effekt der verminderten Fruchtbarkeit
bei den Tochtern zu vermuten, welche Anlagetriger sind.

Fiir eine genauere Berechnung hinsichtlich des Effektes der homozygot betroffenen Nach-
kommen der Tochter miissten Annahmen getroffen werden, welche die konkreten Auswirkungen
eines Abortes auf die Fruchtbarkeitskennzahlen (Verzogerungszeit, Non-Return-Rate) einer Kuh
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beinhalten wiirden. Da in der vorliegenden Betrachtung ohnehin schon Annahmen zu den Al-
lelfrequenzen enthalten sind, wiirde eine derartige Berechnung auf einer Kette von Annahmen
beruhen, so dass dieser Weg hier nicht beschritten werden soll. Als Ergebnis sollte aber festge-
halten werden, dass die Anpaarung mit Anlagetrigern zumindest im Fall von Brachyspina auch
Konsequenzen in einer verminderten Fruchtbarkeit heterozygoter Tochter zu haben scheint.

5. Schlussfolgerungen

Der Umgang der deutschen Holsteinzucht mit auftretenden Erbdefekten kann exemplarisch fiir
die drei Defekte BLAD, CVM und Brachyspina als verantwortungsbewusst bezeichnet werden.
Nach Verfiigbarkeit eines Gentests finden sich in spéteren Geburtsjahrgéingen nur extrem wenige
bzw. keine Bullen mehr, welche als Testbullen in den Einsatz gegkommen sind. Durch den mehr
oder weniger starken Einsatz von Anlagetrdgern vor der Verfiigbarkeit des jeweiligen Gentests
bzw. auch durch den Einsatz von Anlagetrigern, welche sich zum Zeitpunkt der Verfiigbarkeit
des Gentests schon als iliberragende Wiedereinsatzbullen qualifiziert hatten und deshalb nicht
von der Zucht ausgeschlossen wurden, sind die Schadallele fiir die drei genannten Defekte aber
dennoch in der Population verbreitet worden. Die hierdurch vorhandenen Anlagetriger treffen
in den Verpaarungen aber nicht auf neue Anlagetriiger in spiteren Generationen, so dass die
weitere Entstehung von homozygot betroffenen Individuen verhindert worden ist bzw. wird.

Das Ausmal der Verbreitung von Schadallelen kann hinsichtlich der Kuhpopulation kaum
quantifiziert werden. Nur durch die Schitzung der Allelfrequenz in der Kuhpopulation kénnte
das Ausmalf} des Schadens, welchen Schadallele anrichten, tatsdchlich abgeschitzt werden.
Hilfsweise wird herkdmmlich angenommen, dass fiir die Kuhpopulation dhnliche Frequenzen
gelten wie fiir die Bullenpopulation. Dies muss aber, gerade bei selektiver Testung in der Bul-
lenpopulation, nicht immer richtig sein. Schitzungen der Allelfrequenz fiir Schadallele in der
Kuhpopulation sind derzeit noch mit grolen Unsicherheiten behaftet. Dies diirfte sich aber in
Kiirze dndern, wenn mit jetzt sinkenden Kosten in groBem Umfang auch weibliche Tiere mit-
hilfe hochdichter SNP-Arrays genotypisiert werden.

Derartige Daten erlauben dann nicht nur exakte Allelfrequenzschidtzungen, sondern auch
Analysen zur Leistung und Gesundheit heterozygoter Individuen. Vermehrt werden in der
deutschen Holsteinzucht sogenannte Testherden etabliert, in denen eine umfangreiche Phéno-
typisierung und auch Genotypisierung vorgenommen wird. Derartige Herden eignen sich in
idealer Weise auch zur Aufdeckung von Erbdefekten und fiir die Entwicklung von Bekdmp-
fungsstrategien.

Beziiglich des erst kiirzlich aufgetretenen Erbdefektes Brachyspina ergeben sich Hinweise,
dass auch heterozygote Tochter (Anlagetridger) von Vitern, welche Anlagetriger sind, offen-
sichtlich eine verminderte Konzeptionsleistung zeigen. Diesem Phédnomen sollte durch weitere
Untersuchungen nachgegangen werden.
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Wie soll die Zucht mit Erbfehlern umgehen?
Konzepte und Perspektiven
(Zusammenfassung)

Georg THALLER (Kiel)

Erbfehler treten bei allen Tierarten und Rassen auf und kénnen als immanente Gegebenheit
in Zuchtpopulationen betrachtet werden. Eine systematische Erforschung der Erbfehler per
se, insbesondere deren genetischer Hintergrund, sowie eine diesbeziigliche Bewertung der
Population gestalteten sich in der Vergangenheit relativ schwierig. Hinweise auf Trigertiere
ergaben sich nur iiber die Beobachtungen von betroffenen Nachkommen, wobei diese nicht
systematisch in der Population erfasst und diagnostiziert wurden. Da einzelne Erbfehler in der
Regel relativ selten vorkommen, sind selbst die aus der Nachkommenpriifung beim Rind vor-
liegenden Stichproben fiir flichendeckendes Screening von Erbfehlern ungeeignet. Geringe
Inzidenzen bewirken zudem, dass Erbfehler, die sich z. B. auf die Fruchtbarkeit oder das Kal-
beverhalten auswirken, kaum iiber Zuchtwertunterschiede von Tréigertieren identifiziert wer-
den konnen.

Bedeutende Erbfehler in der Rinderzucht wie die Bovine Leukozyten-Adhésionsdefizienz
(BLAD), die Komplexe Vertebrale Malformation (CVM) oder die Spinnengliedrigkeit konnten
iber Pedigreeanalysen auf Mutationen in wichtigen Leistungsvererbern zuriickgefiihrt werden.
Allerdings ist es im Umkehrschluss nicht zulédssig, daraus unmittelbar die Zucht auf hohe Leis-
tung fiir die Erbfehlerproblematik verantwortlich zu machen. Die rapide fortschreitende Ent-
wicklung in der Molekulargenetik ermoglicht die umfassende Aufklidrung vieler Pridis-
positionen und Erbfehler, und die Zucht ist gefordert, neue Konzepte fiir den Umgang damit
in Populationen zu entwickeln.

Es ist davon auszugehen, dass kaum vollkommen erbfehlerfreie Zuchttiere existieren und
ein Ausschluss von Trédgertieren aus der Zucht nicht in allen Féllen méglich und sinnvoll ist.
Am Beispiel von Scrapie beim Schaf zeigte sich, dass der anfillige Haplotyp in einzelnen
Rassen eine hohe Hiufigkeit aufwies und die geforderte Keulung dieser Tiere die Populationen
in ihrem Bestand stark gefdhrdet hitten. Es gilt daher zuallererst, sich einen Uberblick iiber
die Frequenzen der Defektallele und deren Auswirkungen auf alle relevanten Merkmale zu
verschaffen. Die Methode des Imputings erlaubt es im Zeitalter der genomischen Selektion,
ausgehend von bekannten Triger- und betroffenen Tieren, den Genotypstatus der gesamten
minnlichen und zunehmend auch der weiblichen Population individuell zu bestimmen. Mit
diesem Wissen konnen auch die Konsequenzen auf die Zuchtwerte aller relevanten Merkmale
belastbar untersucht werden. In aktuellen Beispielen wurde gefunden, dass dies iiber Popula-
tionen hinweg differenziert zu betrachten ist.

Neue Ansitze zum Umgang mit den Erbfehlern sollten auf verschiedenen Stufen entwickelt
und in der Praxis implementiert werden. Auf der Ebene des Einzeltiers konnte eine Gesamt-
bewertung der Beeintrichtigung iiber einen Erbfehlerindex erfolgen. In diesen sollten der re-
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lative 6konomische Schaden und die gegenwiirtige Wahrscheinlichkeit des Auftretens betrof-
fener Nachkommen einflieen. Im Weiteren sollten die bereits in der Planung befindlichen
genomischen Anpaarungsprogramme um bekannte Erbfehler erweitert werden. So konnte si-
chergestellt werden, dass keine Tiere, die jeweils am gleichen Erbfehler heterozygot sind, mit-
einander verpaart werden. Auf Populationsebene ist ein kontinuierliches Monitoring der
Erbfehler anzustreben, und mit Hilfe eines optimierten Einsatzes von Zuchttieren sollte eine
noch zu tolerierende Allelfrequenz sichergestellt werden. Die zukiinftige Nutzung von gesex-
tem Sperma wiirde die Optionen der Selektion auf der weiblichen Seite deutlich verbessern.
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Aufklirung erblicher Merkmale beim Pferd:
Auch monogen vererbte Merkmale konnen sich
als schwierig herausstellen!

(Zusammenfassung)

Tosso LEeB ML (Bern, Schweiz)

Die Aufkldrung monogen vererbter Merkmale bei Haustieren hat sich mit der Einfiihrung von
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) und der Moglichkeit zur schnellen Re-Sequenzie-
rung ganzer Genome in den letzten Jahren stark vereinfacht. Dennoch gibt es auch heute noch
Erbfehler, deren Aufkldrung uns vor grofle Herausforderungen stellt. Beim Freiberger Pferd
kommt die erbliche Leberfibrose (CLF) vor, die aufgrund der volligen Zerstérung der Leber
bei betroffenen Fohlen im Alter von 2 bis 12 Monaten zum Tod fiihrt. CLF wird monogen au-
tosomal rezessiv vererbt, und wir konnten die ursdchliche Mutation auf ein ca. 2 Mb grof3es
Intervall kartieren, in dem sich auch ein gutes funktionelles Kandidatengen befindet. Wir konn-
ten allerdings bis heute keine nicht-synonyme Mutation in diesem Gen finden, welche CLF
erkldren konnte. Wir folgern daraus, dass CLF entweder durch eine regulatorische Mutation
oder durch eine Mutation in einem bisher unbekannten Exon verursacht wird. Im Vortrag wur-
den Losungsansitze fiir dieses Projekt diskutiert und die Strategie des Zuchtverbands zur Era-
dikation des Defekts vorgestellt.
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Nachhaltigkeit in der Wissenschaft

Leopoldina-Workshop
am 12. November 2012 in Berlin

Nova Acta Leopoldina N. F. Bd. 7177, Nr. 398
Herausgegeben von Jorg HACKER (Halle/Saale, Berlin)
(2013, 128 Seiten, 20 Abbildungen, 1 Tabelle, 21,95 Euro,
ISBN: 978-3-8047-3188-2)

Im Mittelpunkt der weltweiten Uberlegungen zur Bewiltigung zentraler Herausforde-
rungen des 21. Jahrhunderts steht das Konzept der Nachhaltigkeit. Damit dieses Prinzip
sich in konkreten Handlungsvorschldgen widerspiegeln kann, bedarf es der Prizisierung.
Der Band untersucht daher die Nachhaltigkeit in der Wissenschaft, der wichtigsten In-
formationsquelle der Gesellschaft. Dabei wird Nachhaltigkeit sowohl der Strukturen als
auch der Aktivititen in Forschung und Lehre betrachtet. Behandelt werden die ,,Erfor-
schung von Nachhaltigkeit”, die Strategien zum besseren Verstindnis liefern soll, der
Komplex ,,nachhaltig forschen®, der Voraussetzungen, Verldufe und Folgen von For-
schung gemil den Kriterien der Nachhaltigkeit analysiert, und die ,,Nachhaltigkeit von
Forschung®, die Wesensprinzipien der Wissenschaft — etwa die Falsifizierbarkeit ihrer
Resultate — im Lichte der Idee der Nachhaltigkeit untersucht. Schwerpunkte der Analyse
bilden in allen Bereichen einerseits das Spannungsverhéltnis zwischen Freiheit und Nach-
haltigkeit der Wissenschaft sowie andererseits die Auswirkungen der Debatte auf die
Strukturen des Wissenschaftssystems.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Rasches Auffinden von kausalen Mutationen
bei rezessiven Erbfehlern durch Homozygotie-
Kartierung und Sequenzierung
(Zusammenfassung)

Johann SOLKNER,' Cord DROGEMULLER,” Simone MULLER,’
Mathias MULLER ML’ Birgit GREDLER" und Tosso LEEs ML’

Durch kiinstliche Besamung und die extreme Nutzung des Spermas von Top-Bullen hat sich
die Rate von rezessiven Erbfehlern, die oft zu Totgeburten oder verkriippelten Kélbern fiihren,
in den letzten Jahrzehnten beim Rind dramatisch erhoht. Manche Ahnen kommen vielfach in
den Pedigrees einzelner Tiere vor, und die Wahrscheinlichkeit, dass die von einem wichtigen
Ahnen weitergegebene rezessive Mutation an ein Individuum viterlicherseits und miitterli-
cherseits vererbt wird, ist relativ hoch.

Wegen der beschrinkten Anzahl von Rekombinationen und der damit bei der Meiose intakt
weitergegebenen grofien Stiicke elterlicher Chromosomen ist es relativ einfach, bei von Erbfeh-
lern behafteten Fillen iiberlappende homozygote Segmente (Runs of Homozygosity) aufzufinden.
Es ist sehr wahrscheinlich, durch Sequenzierung des involvierten Chromosomensegments die
kausale Mutation aufzufinden.

Hier wird der Fall des Demetz-Syndroms beim Tiroler Grauvieh beschrieben, einer neu-
ronalen Erkrankung im frithen Jugendstadium. Nach SNP-Chip-Genotypisierung von 15 Fil-
len, 15 Eltern anderer Fille und 8 unverwandten Tieren wurde ein 1,9 Mb langes Segment auf
Chromosom 16 gefunden, das bei allen Féllen homozygot war. Sequenzierung der Kandida-
tengene in dieser Region fiihrte zur Auffindung einer Mutation in MFN2, dem Gen, das beim
Menschen fiir Morbus Charcot-Marie-Tooth verantwortlich ist. Die Einzelbasenmutation im
kodierenden Bereich des Gens ist ungewohnlich, weil sie nicht zur Anderung der Aminosiu-
resequenz fiihrt (synonyme Mutation), aber gleichzeitig eine regulatorische Funktion hat.

Der Weg vom Entschluss zur Suche nach der den Erbfehler verursachenden Mutation bis zum
Vorliegen eines funktionierenden Marker-Tests war mit 6 Monaten extrem kurz und erlaubte den
Verantwortlichen der Rasse Tiroler Grauvieh eine sehr rasche Anderung der Zuchtstrategie.

Univ.-Prof. Dr. Dipl.-Ing. Johann SOLKNER
Universitt fiir Bodenkultur Wien
Institut fiir Nutztierwissenschaften (NUWI)

Augasse 2-6
1090 Wien Tel.:  +43 1476543271
Osterreich E-Mail: johann.soelkner@boku.ac.at

Universitit fiir Bodenkultur Wien, Institut fiir Nutztierwissenschaften (NUWI).

Universitit Bern, Institut fiir Genetik.

Veterindrmedizinische Universitit Wien, Abteilung fiir molekulare Genetik, Institut fiir Tierzucht und Genetik.
Qualitas AG, Zug.

B W =

127



Rolle der Wissenschaft im Globalen Wandel

Vortriage anldsslich der Jahresversammlung
vom 22. bis 24. September 2012 in Berlin

Nova Acta Leopoldina N. F. Bd. /78, Nr. 400
Herausgegeben von Detlev DRENCKHAHN (Wiirzburg) und
Jorg HACKER (Halle/Saale, Berlin)

(2013, 396 Seiten, 123 Abbildungen, 27 Tabellen, 29,95 Euro,
ISBN: 978-3-8047-3210-0)

Gesellschaftliche Probleme verlangen heute sehr hiufig eine Widerspiegelung im Bereich
der Wissenschaften. Als Nationale Akademie der Wissenschaften ist die Leopoldina in
zunehmendem Mafe gefordert, auch Beratung bei Fragen zu liefern, die {iber Linder und
Kontinentgrenzen hinausgreifen: Klimawandel, der Einsatz erneuerbarer Energien, Fra-
gen der Gesundheitsversorgung, die Einrichtung einer effektiveren Landwirtschaft zur
Bekdmpfung von Hunger in Krisengebieten und die sich wandelnde Altersstruktur von
Bevolkerungen in vielen Staaten sind nur einige Beispiele fiir entsprechende Gebiete mit
dringendem Forschungsbedarf. Sie bilden Herausforderungen fiir die Gesellschaften, die
nur in internationaler, oft globaler Zusammenarbeit zu bewiltigen sein werden. Daher
wiihlte die Leopoldina 2012 das Thema ,,Rolle der Wissenschaft im Globalen Wandel*
fiir ihre Jahresversammlung. Der Band umfasst Beitrige zu den Themenkomplexen ,,Die
Erde im Globalen Wandel*, ,,Herausforderungen des Globalen Wandels* und ,,L.osungs-
wege von Problemen des Globalen Wandels* sowie zu den gesellschaftlichen und poli-
tischen Implikationen der mit dem globalen Wandel verbundenen Prozesse.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Phénotyp-basierte Erstellung von
Krankheitsmodellen in chemisch
induzierten Mausmutanten

Bernhard AIGNER (Miinchen)

Mit 2 Abbildungen und 2 Tabellen

Zusammenfassung

Eine mogliche Strategie zur Erstellung neuer Mausmodelle fiir die biomedizinische Forschung besteht in der zufilligen
Mutagenese einer groien Anzahl von Tieren und der nachfolgenden systematischen Untersuchung auf klinisch relevante
phénotypische Verdnderungen. Im Phinotyp-basierten Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt wurden Méuse des
Inzuchtstammes C3H mit der Chemikalie Ethylnitrosourea (ENU) behandelt, wodurch vor allem Punktmutationen in-
duziert werden. Die Nachkommen der mutagenisierten Tiere wurden systematisch auf phinotypische Verdnderungen un-
tersucht. Auffillige Tiere wurden auf die Vererbbarkeit des interessierenden Phinotyps getestet, um mutante Mauslinien
zu ziichten. Anschlieend wurde die urséchliche Mutation in den Linien identifiziert und die detaillierte funktionale Un-
tersuchung der Mutation durchgefiihrt. Im Rahmen der klinisch-chemischen und himatologischen Untersuchung haben
wir eine Vielzahl mutanter Mauslinien mit dominanter oder rezessiver Mutation erstellt, die vererbbare Verdnderungen
in verschiedenen Blutparametern zeigen. Die erstellten Linien wurden mit Hilfe tiefgefrorener Spermien konserviert und
stehen zur Rederivation bereit. Um neue Mausmodelle fiir den Diabetes und fiir Nierenerkrankungen beim Menschen zu
etablieren, fokussierte sich unsere Arbeit auf die Erstellung und Untersuchung mutanter Linien mit erhdhten Blutgluko-
sewerten bzw. erhohten Blutharnstoffwerten. Eine umfassende und standardisierte phinotypische Untersuchung neuer
Mausmutanten wurde in der ,,German Mouse Clinic* mit der Analyse von mehreren hundert Parametern durchgefiihrt.

Abstract

Animal models are required for studying the pathobiology of diseases as well as for the development and evaluation
of therapeutic strategies. A strategy for the establishment of novel mouse models for biomedical research consists of
random mutagenesis of a large number of animals and the subsequent systematic analysis of relevant phenotypic pa-
rameters. In the phenotype-based Munich ENU mouse mutagenesis project, C3H inbred mice were treated with the
chemical ethylnitrosourea (ENU) which mainly generates point mutations. The offspring of the mutagenized mice
were phenotypically examined, and animals with interesting phenotypes were analysed for the transmission of the
altered phenotype to subsequent generations, thereby revealing a mutation as cause for the aberrant phenotype. In
the established mutant lines, the underlying mutations were then identified by forward genetic strategies. This led to
the identification of genes and/or alleles which may have counterparts relevant for human diseases. Use of clinical
chemical and haematological phenotyping parameters led to the establishment of a great number of mutant lines har-
bouring dominant or recessive mutations and showing deviations in various blood parameters. The established mutant
lines were cryo-preserved for their further analysis. We further concentrated on the genotypic and phenotypic analysis
of mutant lines showing altered blood levels of glucose or urea to establish novel models for the biomedical research
in the fields of diabetes and nephropathies, respectively. Novel mutants underwent a systemic, standardized pheno-
typical analysis in the “German Mouse Clinic” by using several hundred phenotyping parameters.

1. Einleitung

Miuse werden in der biomedizinischen Forschung genutzt, um genetische Faktoren zu erkennen,
die pradisponierend oder protektiv fiir spezifische Erkrankungen wirken. Nach den aktuellen An-
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gaben der MGI-Datenbank (http://www.informatics.jax.org) wurde bisher etwa fiir die Hilfte
aller Sdugergene mindestens ein mutantes Mausmodell publiziert. Neue Tiermodelle fiir die bio-
medizinische Forschung konnen durch zwei komplementire Strategien erzeugt werden, den Gen-
basierten Ansatz und den Phénotyp-basierten Ansatz. Der Gen-basierte Ansatz stellt die
Untersuchung eines Gens entweder durch additiven Gentransfer oder durch Mutation des Gens
im tierischen Organismus dar. Der in den genetisch verédnderten Tieren zu beobachtende Phinotyp
ist grundsitzlich wenig vorhersehbar, was die Erstellung von Tiermodellen fiir definierte mensch-
liche Erkrankungen erschweren kann. Hier kann der Phinotyp-basierte Ansatz zur Erstellung
neuer Tiermodelle Abhilfe schaffen, dem keine Annahmen zur genetischen Ursache von Phéno-
typen zugrunde liegen. Somit konnen auch Gene und/oder Allele entdeckt werden, deren Einfluss
auf interessierende Phinotypparameter bisher unbekannt ist. Der Phinotyp-basierte Ansatz besteht
in der zufdlligen Mutagenese einer grolen Anzahl von Tieren und der nachfolgenden systemati-
schen Untersuchung auf klinisch relevante phinotypische Verdnderungen. In mehreren Mutage-
neseprojekten wurden in verschiedenen Inzuchtstimmen ménnliche Miduse mit der Chemikalie
N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (N-ethyl-N-nitrosourea, ENU) behandelt, die in den Spermatogonien
effektiv und zufillig hauptsichlich Punktmutationen auslost. Nach der Etablierung mutanter Li-
nien mit phinotypischen Veridnderungen wird die ursdchliche Mutation mit Hilfe von ,,forward
genetics“-Techniken identifiziert, womit ein neues mutantes Tiermodell etabliert ist.

In den meisten etablierten mutanten Linien fiihrt die Punktmutation zum Austausch einer
Aminosdure im betroffenen Protein (,,missense mutation), wodurch der beobachtete patho-
logische Phénotyp ausgelost wird. In verschiedenen Linien konnen zufillig im gleichen Gen
verschiedene mutante Allele auftreten, was zur Bildung und Untersuchung von Allelserien
eines Gens fiihren kann. Die nachfolgende Auszucht der ursidchlichen Mutation auf den ent-
sprechenden Wildtypmiusestamm fiihrt zum Verlust der tibrigen nichtursichlichen ENU-Mu-
tationen, die nicht mit der urséchlichen Mutation gekoppelt sind. Verschiedene ENU-Mutanten
eines Gens sowie ENU-Mutanten und Knockout-Tiere desselben Gens konnen verschiedene
phénotypische Veridnderungen zeigen und damit verschiedene Einsichten in die Funktion des
betreffenden Gens geben (HRABE DE ANGELIS et al. 2007, ACEVEDO-AROZENA et al. 2008).

2. Das Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt

Im Phénotyp-basierten Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt wurden minnliche Tiere
des Inzuchtstammes C3HeB/Fel] (C3H) intraperitoneal mit der Chemikalie ENU behandelt,
wodurch vor allem Punktmutationen induziert werden. Die mutagenisierten Minnchen (Ge-
neration GO) wurden an weibliche Wildtyp-C3H-Tiere angepaart. Ihre Nachkommen wurden
systematisch auf eine Vielzahl von phénotypischen Verdnderungen untersucht. Auffillige Tiere
wurden auf die Vererbbarkeit des interessierenden Phidnotyps getestet, um mutante Mauslinien
zu ziichten. Die physiologischen Werte wurden dabei zuvor bei C3H-Wildtyptieren erhoben.
Im Allgemeinen wurde der 95%-Bereich der erhobenen Kontrollwerte als physiologisch de-
finiert (HRABE DE ANGELIS et al. 2000).

Die Untersuchung auf dominante Mutationen wurde in Tieren der Generation 1 (G1) durch-
gefiihrt, die durch die Anpaarung der mutagenisierten GO-Minnchen an weibliche C3H-Wildtyp-
tiere entstanden. Bei der Beobachtung eines abnormen Phénotyps in der G1-Generation wurde
dessen Vererbbarkeit an G2-Nachkommen getestet, die durch die Anpaarung des auffilligen G1-
Tieres an C3H-Wildtypmause erstellt wurden. Bei einer vollstidndigen Penetranz des abnormen
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Phénotyps zeigte die Hilfte der Nachkommen wieder den auffélligen Phénotyp, womit eine neue
mutante Linie etabliert war. Die Untersuchung des Phinotyps der homozygot mutanten Tiere sol-
cher Linien wurde in der Regel nach der Identifizierung der ursidchlichen Mutation durchgefiihrt.
Die Untersuchung auf rezessive Mutationen wurde in G3-Tieren durchgefiihrt, die in einem
zweistufigen Zuchtschema mit G1-Tieren erstellt wurden, bei denen keine phinotypischen An-
zeichen fiir das Vorliegen einer dominanten Mutation festgestellt wurden. Solche Tiere wurden
an C3H-Wildtypméiuse angepaart, und die G2-Nachkommen entweder miteinander verpaart oder
an das G1-Elterntier zuriickgekreuzt. Die G3-Tiere wurden dann auf Verdnderungen des Phéno-
typs untersucht. Bei der Beobachtung eines abnormen Phénotyps wurde dessen Vererbbarkeit in
G5-Nachkommen untersucht, die aus einem G4-,,Intercross‘‘-Zuchtschema oder einem G4xG3-
Backcross“-Zuchtschema stammten. Bei Auftreten des auffilligen Phianotyps in den G5-Nach-
kommen war eine neue mutante Linie erstellt (HRABE DE ANGELIS et al. 2007) (Abb. 1).

o L2 Es

Q” % — Dominante Mutation
c ﬁ“ =3
i /é @ — Rezessive Mutation

Abb. 1 Zuchtschema zur Erstellung von dominanten und rezessiven Varianten in einem ENU-Mausmutagenese-Pro-
jekt. Dreiecke auf den Balken zeigen die durch ENU zufillig induzierten Mutationen im Genom an (helle Dreiecke:
Mutationen ohne erkennbare Konsequenzen fiir den Phinotyp; dunkles Dreieck: ursdchliche Mutation fiir den auf-
filligen Phinotyp). Mit Kreisen markierte Tiere zeigen phénotypisch auffillige Tiere (dominante Variante, rezessive
Variante), die durch weitere Zucht auf die Vererbbarkeit des betreffenden Phénotyps zu testen sind.

Zur systematischen phinotypischen Untersuchung wurden klinische Routinetests verwendet,
die die effiziente Analyse einer grolen Anzahl von Tieren auf ein breites Parameterspektrum
erlaubten (http://www.mouseclinic.de). Das klinisch-chemische und hidmatologische Unter-
suchungsprofil des Projektes umfasste eine grole Anzahl von Blutparametern, wie Elektrolyte,
Enzymaktivititen, Proteine und Substrate, sowie hdmatologische Parameter des roten und
weilen Blutbildes zur Erkennung von Defekten in verschiedenen Organsystemen und Stoff-
wechselwegen. Die Messung der Untersuchungsparameter erfolgte an drei Monate alten Tieren
mindestens zweimal im Abstand von drei Wochen. Nach der entsprechenden Zucht der phi-
notypisch verdnderten Tiere zeigte das Auftreten des veridnderten Phidnotyps bei den Nach-
kommen an, dass die Erstellung einer neuen mutanten Linie erfolgreich war und eine durch
ENU induzierte Mutation die Ursache des spezifischen Phidnotyps war (RATHKOLB et al. 2000,
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KLEMPT et al. 2006). Fiir die Suche nach dominanten und rezessiven Mutationen wurden im
Hauptprojekt mehr als 15000 G1-Miuse und 500 G3-Familien untersucht.

Nach der Etablierung und Zucht von mutanten Mauselinien mit pathologischem Phédnotyp
iiber mehrere Generationen erfolgten die chromosomale Lokalisierung und die anschlieBende
Identifizierung der fiir die Stérung ursdchlichen Mutation durch molekulargenetische Stan-
dardtechniken. Die chromosomale Lokalisierung der ursichlichen Mutation erfolgte in einer
Kopplungsanalyse mit Tieren, die unter Verwendung eines zweistufigen Zuchtschemas und
eines zweiten Inzuchtstammes geziichtet wurden. Die Auswahl des zweiten Inzuchtstammes
richtete sich nach dem auffilligen Phidnotypparameter, wobei in der Regel C57BL/6 als zweiter
Inzuchtstamm verwendet wurde. Fiir unsere Arbeit zur Erstellung und Untersuchung mutanter
Linien mit erhohten Blutharnstoffwerten wurde jedoch BALB/c als zweiter Inzuchtstamm
verwendet, da C57BL/6-Mdiuse relativ hohe Plasmaharnstoffwerte aufweisen und damit die
eindeutige phinotypische Zuordnung der Nachkommen in phénotypisch mutante Tiere und
phénotypische Wildtyptiere erschwert ist.

Zur Kopplungsanalyse wurden fiir Linien mit dominanter Mutation phénotypisch heterozygot
mutante Tiere des Inzuchtstammes C3H mit Tieren des zweiten Inzuchtstammes verpaart, die
Nachkommen (F1-Hybride) auf den betreffenden Parameter untersucht und phénotypisch hete-
rozygot mutante Tiere ein zweites Mal mit Tieren des zweiten Inzuchtstammes verpaart. Fiir Li-
nien mit rezessiver Mutation wurden phéinotypisch homozygot mutante Tiere des Inzuchtstammes
C3H mit Tieren des zweiten Inzuchtstammes verpaart, und die heterozygot mutanten Nachkom-
men (F1-Hybride) — die keinen auffilligen Phénotyp zeigten — miteinander verpaart (Abb. 2).

,Outcross-backcross“-Verpaarung

Abb. 2 Kopplungsanalyse zur Identifizierung der chromosomalen Lokalisation der den auffilligen Phinotyp auslo-
senden Mutation eines Phinotyp-basierten Ansatzes. Oben: Zucht fiir Linien mit dominanter Mutation; unten: Zucht
fiir Linien mit rezessiver Mutation. Hell schraffiertes Tier: Phinotypisch mutantes Tier auf dem genetischen Hinter-
grund des Inzuchtstammes C3H; schwarz schraffiertes Tier: Tier des zweiten Inzuchtstammes. Nachkommen der ers-
ten Anpaarung: Fl-Hybride. Die Nachkommen der zweiten Verpaarung werden anhand des betreffenden
Phinotypparameters in die zwei Gruppen der phiinotypisch mutanten und phénotypisch nichtmutanten Tiere aufgeteilt
und molekulargenetisch mit einem genomweiten Panel an polymorphen DNA-Markern untersucht.
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Nachkommen der zweiten Verpaarung wurden anhand des betreffenden Untersuchungspara-
meters in die zwei Gruppen der phéinotypisch mutanten und phénotypisch nichtmutanten
Tiere aufgeteilt und molekulargenetisch mit einem genomweiten Panel an polymorphen
DNA-Markern untersucht. Dies fiihrte zur Identifizierung der chromosomalen Lokalisation
der fiir die Stérung ursidchlichen Mutation. Die Identifizierung der ursdchlichen Mutation er-
folgte anschlieend durch weitere Feinkartierung mit zusétzlichen polymorphen DNA-Mar-
kern und Kandidatengenanalyse (SILVER 1995, KEAYs et al. 2006). Seit einiger Zeit werden
hierfiir auch genomweite Exom- und/oder Transkriptomuntersuchungen eingesetzt (BOLES
et al. 2009). Der Beweis, dass die identifizierte Mutation die ursichliche Mutation fiir den
verdnderten Phénotyp ist, ist durch funktionelle Untersuchungen zu fiihren. Im Anschluss
wurde die detaillierte funktionale Untersuchung der Mutation in den Mauslinien durchge-
fiihrt.

2.1 Klinisch-chemische und hdamatologische Untersuchungsparameter

Im Rahmen der klinisch-chemischen (Elektrolyte, Enzymaktivititen, Proteine, Substrate)
und hdmatologischen Untersuchung haben wir im Miinchener ENU-Mausmutagenese-Pro-
jekt eine Vielzahl mutanter Mauslinien mit dominanter oder rezessiver Mutation erstellt, die
vererbbare Veridnderungen in bestimmten Blutparametern zeigen (Tab. 1). Die erstellten Li-
nien wurden mit Hilfe tiefgefrorener Spermien konserviert und stehen zur Rederivation be-
reit.

Tab. 1 In der klinisch-chemischen und hidmatologischen Blutuntersuchung des Miinchener ENU-Mausmutagenese-
Projektes etablierte mutante Mauslinien

Parameter Linien (n)" Referenz
Elektrolyte 5 AIGNER et al. 2009b
Enzymaktivititen 15 AIGNER et al. 2009a
Substrate
Cholesterin 1 9 MOHR et al. 2004
Cholesterin | 14 AIGNER et al. 2007b
Glukose 1 4 (+5) AIGNER et al. 2008
Harnstoff 1 5(+2) AIGNER et al. 2007a
Eisenmetabolismus 3 In Bearbeitung
Hiamatologie 17 AIGNER et al. 2011

[1] Linienzahlen in Klammern: Zusétzlich erstellte mutante Linien, die in der angegebenen Referenz nicht beriick-
sichtigt sind.

So fiihrte die Verwendung von Plasmacholesterin als Untersuchungsparameter zur Etablie-
rung einer Anzahl an mutanten ENU-Linien mit erh6hten oder erniedrigten Gesamtcholeste-
rinwerten im Blut (MOHR et al. 2004, AIGNER et al. 2007b). Eine Erhohung oder verdnderte
Zusammensetzung der Blutfette (Hyper- und Dyslipoproteindmie) tritt in den meisten Fillen
als multifaktorielle und polygenetisch bedingte Storung auf und spielt fiir die Entstehung und
den Verlauf von verschiedenen multifaktoriellen Krankheiten des Menschen wie Herz- und
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Kreislauferkrankungen und Alzheimer eine wichtige Rolle. Aufgrund artspezifischer Beson-
derheiten dieser Erkrankungen stellt die Maus kein optimales Modell zur Untersuchung der
pathophysiologischen Konsequenzen der Dyslipoproteindmie dar, ist aber das Modelltier der
Wahl, um nach noch unbekannten genetischen Faktoren zu suchen, die die Blutfettwerte be-
einflussen.

Die Bestimmung der physiologischen Gesamtcholesterinwerte im Blutplasma ergab
Werte von 132+15 mg/dl (Mittelwert + Standardabweichung) in ménnlichen C3H-Kontroll-
tieren und 109+17 mg/dl in weiblichen C3H-Kontrolltieren. Gesamtcholesterinwerte auf3er-
halb des 95%-Referenzbereiches der Kontrollgruppen (100-160 mg/dl bei ménnlichen und
75—-140 mg/dl bei weiblichen C3H-Miusen) wurden als Hypo- bzw. Hypercholesterinimie
definiert. Es wurden neun mutante Linien mit dem pathologischen Phinotyp der Hypercho-
lesterindmie etabliert. Sechs der Linien wiesen eine dominante Vererbung des auffilligen
Phénotyps auf, und die iibrigen drei Linien zeigten eine rezessive Vererbung. Die Durch-
schnittswerte des Gesamtcholesterins fiir die ménnlichen und weiblichen Mutanten der neun
Linien lagen bei 170-230 mg/dl und 150-200 mg/dl. In fiinf der neun Linien wurde eine
hohe phénotypische Penetranz der Hypercholesterindmie beobachtet, wihrend die iibrigen
vier Linien eine unvollstindige phédnotypische Penetranz verschiedenen Grades zeigten
(MOHR et al. 2004). Weiterhin wurden 14 unabhingige mutante Linien mit dem pathologi-
schen Phinotyp der Hypocholesterinimie etabliert. Zwolf der Linien wiesen eine dominante
Vererbung des auffilligen Phinotyps auf, und die {ibrigen zwei Linien zeigten eine rezessive
Vererbung. Die Durchschnittswerte des Gesamtcholesterins fiir die ménnlichen und weibli-
chen Mutanten der 14 Linien lagen bei 62-95 mg/dl und 53—-68 mg/dl. In zwolf der 14 Linien
wurde eine hohe phinotypische Penetranz der Hypocholesterinimie beobachtet. Die Mehr-
zahl der etablierten mutanten Mauslinien mit Hypo- bzw. Hypercholesterindmie zeigten
keine offensichtlichen Verdnderungen in den weiteren, gemessenen klinisch-chemischen
Blutparametern und erschienen unauffillig in der allgemeinen klinischen Untersuchung.
Damit ist davon auszugehen, dass diese Linien Mutationen tragen, die primir die Homdos-
tase der Blutcholesterinwerte beeinflussen (AIGNER et al. 2007b).

Ein Fokus unserer Arbeit besteht in der Erstellung und Untersuchung mutanter Linien aus
dem Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt, die erhohte Blutglukosewerte bzw. erhohte
Blutharnstoffwerte aufweisen, um neue Mausmodelle fiir den Diabetes und fiir Nierenerkran-
kungen zu etablieren.

2.2 Blutglukose als Untersuchungsparameter

Die Bestimmung der physiologischen Glukosewerte im Blutplasma ergab Werte von 128+47
mg/dl (Mittelwert = Standardabweichung) in ménnlichen C3H-Kontrolltieren und 123+47
mg/dl in weiblichen C3H-Kontrolltieren. Im Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt
wurde zur Bestimmung einer Hyperglykidmie ein Schwellenwert von 200 mg/dl nach zwei-
maliger Messung bei médnnlichen und weiblichen Tieren verwendet (AIGNER et al. 2008). Die
Verwendung des Parameters Plasmaglukose fiihrte zur Etablierung von neun mutanten Linien.
Drei der neun Linien zeigten die ursédchliche Mutation im Gen Insulin 2 (/ns2), und weitere
fiinf Linien im Gen Glukokinase (Gck). Dabei wurden die Linien teilweise ohne die Durch-
fiihrung einer Kopplungsanalyse auf die Kandidatengene Gck und Ins2 untersucht. Eine wei-
tere Linie mit unverinderter kodierender Region fiir Gek und Ins2 ist aktuell weiter in
Untersuchung (Tab. 2).
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Tab. 2 Mutante Mauslinien des Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projektes mit erhohten Blutglukosewerten

Linie (interne Bezeichnung)"! Kopplungsanalyse' Mutation
GLS004 ja Ins2°”S (HERBACH et al. 2007)
GLSO015 - Ins2"*"
GLS001 ja Gk % (van BURCK et al. 2010)
GLS006 ja GckP*”Y (VAN BURCK et al. 2012)
GLS007 - Gek?"*?
GLS008 - Gk %
GLSO013 - Gck: nt 1 des Intron 2: G — A
GLS014 - kodierende Sequenz von Gck und Ins2: ok

[1] Eine mutante Linie mit der urséchlichen Mutation im Gen Ins2 ist nicht aufgefiihrt.
[2] Linien wurden teilweise ohne Kopplungsanalyse auf die Kandidatengene Gck und Ins2 untersucht.
nt, Nukleotid.

Insulin (INS) codiert ein Protein, das aus zwei Polypeptiden (A- und B-Kette) besteht, die
durch zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Zusitzlich besitzt die A-Kette eine
weitere Disulfidbindung innerhalb der Kette. Mause besitzen zwei Insulingene (Ins/ und Ins2).
Fiir das Gen Ins2 ist als Mausmodell bereits die Mutante Ins2*" (,,Akita*) publiziert, bei der
durch den Aminosédureaustausch eine Disulfidbindung zwischen A- und B-Kette nicht ausge-
bildet werden kann. Die mutanten Tiere entwickeln einen Diabetes aufgrund einer Betazell-
dysfunktion. Das mutierte Insulinmolekiil bewirkt dabei einen dominant negativen Effekt auf
die Betazellen des Pankreas (YOsHIOKA et al. 1997). Unsere drei erstellten Mauslinien zeigen
Punktmutationen im /ns2-Gen, die zum Austausch einer Aminoséure an verschiedenen Stellen
des reifen Proteins fiihren.

Wir haben eine unserer drei Linien niiher untersucht. Die dominant mutante Linie Ins2“**
wurde mit Hilfe der G1-Maus Nr. 20016135 mit starker Hyperglykdmie (276 und 335 mg/dl)
erstellt. Die mutante Linie wurde {iber mehr als zehn Generationen geziichtet, ohne den spe-
zifischen Phénotyp zu verlieren. Nach Lokalisierung der ursichlichen Mutation mit Hilfe einer
Kopplungsanalyse in der Nihe des DNA-Markers rs13479566 auf Chromosom 7 wurde bei
der Sequenzierung von Ins2 als Kandidatengen im Exon 3 bei Nukleotid 1903 eine T—A-
Transversion detektiert, die zum Aminosdureaustausch C95S fiihrt, was mit dem Verlust der
A6-All-Intrakettendisulfidbindung des Insulinproteins verbunden ist (HERBACH et al. 2007).
In-vitro-Studien mit solchen mutanten Insulinproteinen zeigten, dass die fehlgefalteten Mo-
lekiile nur mit geringer Effizienz aus den Betazellen des Pankreas sezerniert werden konnen.
Damit kommt es zu einer Storung der Funktion des endoplasmatischen Retikulums (ER-
Stress), die schlieBlich zum Zelltod fiihren kann (L1u et al. 2005).

In der klinischen Untersuchung wiesen die heterozygot mutanten Tiere der Linie Ins2“**
im Vergleich zu Kontrolltieren ab einem Alter von einem Monat signifikant erhohte Blutzu-
ckerspiegel sowie Storungen der Glukosetoleranz und der glukose-induzierten Insulinsekretion
auf. Ménnliche heterozygote Mutanten entwickelten ab dem zweiten Lebensmonat einen of-
fensichtlichen und progressiven Diabetes mellitus. Diese starke Progression war bei weiblichen
heterozygoten Mutanten nicht festzustellen. In der morphologischen Untersuchung wurde bei
sechs Monate alten ménnlichen heterozygoten Mutanten eine stark ausgeprigte Reduktion
des Gesamtinsel- und Gesamtbetazellvolumens festgestellt. Elektronenmikroskopische Un-
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tersuchungen offenbarten schwere Strukturverdnderungen der Betazellen. Das mutierte Insu-
linmolekiil zeigte somit einen dominant negativen Effekt auf die Betazellen des Pankreas
(HERBACH et al. 2007). Damit entwickelten die Tiere einen dhnlichen Diabetesphidnotyp wie
die publizierte mutante Linie Ins2*" (,,Akita“). Dies ist auch fiir unsere zwei weiteren er-
stellten Mauslinien mit einer Mutation im Gen Ins2 zu erwarten.

Das Enzym Glukokinase (GCK) katalysiert den ersten Schritt der Glykolyse und wird des-
halb als ,,Glukosesensor® bezeichnet. Beim Menschen sind heterozygote Mutationen im Gen
Glukokinase (GCK), die zu einer verminderten Enzymaktivitit fiihren, Ursache einer spezifi-
schen Form des Diabetes, der als ,,maturity-onset diabetes of the young type 2 (MODY 2)
bezeichnet wird. Es sind mehrere hundert verschiedene Mutationen in der kodierenden Region
des Gens beschrieben. Die Erstellung und Untersuchung von Gek-mutanten Mauslinien zur
Verwendung als Tiermodell fiir MODY 2 wurde sowohl im Rahmen weiterer ENU-Mausmu-
tagenese-Projekte als auch in anderen Projekten beschrieben (http://www.informatics.jax.org;
AIGNER et al. 2008).

Im Rahmen unseres Projektes wurden zwei der fiinf erstellten Gek-mutanten ENU-Linien
— Linie Gck™"*® und Linie Gek™'”Y — klinisch und pathomorphologisch untersucht. Adulte
mutante Tiere der Linie Gek™'’® zeigten eine signifikante Reduktion der hepatischen GCK-
Enzymaktivitit, aber eine unverinderte mRNA- und Proteinexpression des Gens. Homozygot
mutante Tiere zeigten eine hochgradige Hyperglykidmie und Wachstumsstérungen und starben
kurz nach der Geburt. Heterozygot mutante Tiere wiesen von Geburt an leicht erhohte Plas-
maglukosewerte auf und entwickelten Stérungen in der Glukosetoleranz und der glukose-in-
duzierten Insulinsekretion. In sieben Monate alten médnnlichen heterozygoten Mutanten war
eine signifikante Verringerung des Gesamtinsel- und Betazellvolumens sowie des Gesamtvo-
lumens der isolierten Betazellen zu finden. Weibliche heterozygote Mutanten waren davon
nicht betroffen. Die mutante Linie Gek”'” — wie auch die mutante Linie Gek™'”" — entwi-
ckelte somit einen Phénotyp, der den Phédnotypen dhnlich war, die in anderen Gck-mutanten
Mauslinien und bei MODY 2 des Menschen beobachtet wurden (VAN BURCK et al. 2010,
20012).

Insgesamt zeigte die Verwendung von Plasmaglukose als Untersuchungsparameter — wie
auch fiir andere ENU-Mausmutagenese-Projekte beschrieben — einen begrenzten Wert fiir die
Erstellung neuer mutanter Mauslinien, die die ursichliche Mutation in Genen aufweisen, deren
Einfluss auf die Ausbildung von Diabetes bisher unbekannt war. Jedoch kénnen grundsétzlich
verschiedene ENU-Mutanten desselben Gens verschiedene phinotypische Veridnderungen zei-
gen und damit verschiedene Einsichten in die Funktion des betreffenden Gens geben. So wur-
den auch im Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt fiir die Gene Gck und Ins2 neue
Allelvarianten etabliert und mit den mutanten Linien neue pathomorphologische Erkenntnisse
gewonnen. Die diabetischen Mausmodelle mit den neuen Allelvarianten bieten die Moglich-
keit, sowohl die Verdnderungen des endokrinen Pankreas zu charakterisieren und die Ursachen
des Betazellverlustes zu untersuchen als auch neue therapeutische Interventionsstrategien zu
entwickeln.

2.3 Blutharnstoff als Untersuchungsparameter

Die Bestimmung der physiologischen Harnstoffwerte im Blutplasma ergab Werte von 48«11
mg/dl (Mittelwert + Standardabweichung) in ménnlichen C3H-Kontrolltieren und 4111 mg/dl
in weiblichen C3H-Kontrolltieren. Zur Bestimmung erhdhter Plasmaharnstoffwerte wurde ein
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Schwellenwert von 70 mg/dl nach zweimaliger Messung bei médnnlichen und weiblichen Tie-
ren verwendet (AIGNER et al. 2007a). Die Verwendung des Parameters Plasmaharnstoff fiihrte
bisher zur Etablierung von sieben mutanten Linien. Bei sechs dieser Linien wurde die urséich-
liche Mutation bereits identifiziert. Zwei dieser sechs ENU-Linien zeigten eine Mutation im
Gen Uromodulin (Umod) (KEMTER et al. 2009, 2013), und zwei weitere Linien zeigten eine
Mutation in Genen (z. B. Slc12al, KEMTER et al. 2010)), fiir die bereits Knockout-Mausmodelle
beschrieben sind, die jedoch im homozygoten Zustand eine perinatale Letalitit aufwiesen. Die
beiden iibrigen Linien zeigten eine Mutation in Genen, fiir die bisher noch kein Mausmodell
publiziert ist. Insgesamt wurden somit durch die Verwendung von Plasmaharnstoff als Unter-
suchungsparameter neue mutante Mauslinien fiir die biomedizinische Forschung erstellt. In
anderen ENU-Mausmutagenese-Projekten ist die Verwendung von Plasmaharnstoff als Un-
tersuchungsparameter nicht publiziert.

2.4 Zwei ENU-Linien mit Mutationen im Gen Umod

Uromodulin (UMOD) codiert ein Glykoprotein, das vor mehr als 60 Jahren als Tamm-Hors-
fall-Glykoprotein (THP) identifiziert wurde und das das mengenmifig am hdufigsten im
Harn von Sidugern vorkommende Protein darstellt. Es wird ausschlieBlich in Zellen des dicken
aufsteigenden Teils der Henleschen Schleife synthetisiert (TALH-Zellen). Nach der Synthese
wird das Uromodulin-Vorlduferprotein innerhalb des endoplasmatischen Retikulums und des
Golgi-Apparates zum reifen Glykoprotein prozessiert, zur luminalen Membran transportiert
und mit dem Harn ausgeschieden. Uber die genaue Funktion von UMOD ist wenig bekannt.

Beim Menschen sind vor allem heterozygote UMOD-Mutationen bekannt, die zu einem
dominant vererblichen Krankheitssyndrom fiihren, das als Uromodulin-assoziierte Nierener-
krankung (UAKD, Uromodulin-Associated Kidney Disease) oder ,,Uromodulin Storage
Disease** zusammengefasst wird. Die Erkrankung ist charakterisiert durch eine Storung der
TALH-Zellen, die durch die gestorte Prozessierung des mutanten Uromodulins ausgeldst wird.
Dies fiihrt zu einer Storung der Ausscheidung von Harnsdure (meist mit Ausbildung von
Gicht), zu geringen Defekten der Harnkonzentrierungsfihigkeit und zu variablen Ausbildun-
gen des Krankheitsverlaufes, wobei auch Nierenversagen auftreten kann. Histologische Un-
tersuchungen der Nieren zeigen dabei das Auftreten einer tubulointerstitiellen Fibrose mit
moderaten Entziindungszellinfiltraten und Zysten. Die klinischen Aspekte der UAKD beim
Menschen sind heterogen, auch innerhalb der betroffenen Familien, und unabhiingig vom Typ
und der Lage der Mutation. Nierendefekte stellen somit das Hauptsymptom bei UMOD-Mu-
tationen des Menschen dar (BLEYER und HART 2011, BLEYER et al. 2011).

Im Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt zeigten zwei mutante Linien auf dem gene-
tischen Hintergrund des Inzuchtstammes C3H eine Punktmutation im Gen Uromodulin (Umod).
Daraus resultierte der Austausch einer Aminosdure an verschiedenen Stellen des Proteins
(Umod“”" [KEMTER et al. 2013] und Umod***”" [KEMTER et al. 2009]). Analog zu den funktio-
nellen Nierendefekten der UAKD des Menschen zeigten diese beiden mutanten Mauslinien
ebenfalls erhohte Plasmawerte fiir Harnstoff und Kreatinin als Marker fiir das Vorliegen eines
Nierendefektes. Das mutante Uromodulin fiihrte zur Dysfunktion der TALH-Zellen (,,gain-of-
toxic function®) aufgrund der gestorten Prozessierung des mutanten Uromodulins. Dabei be-
einflussten der Typ der Mutation und der Allelstatus den Beginn, den Schweregrad und den
Verlauf der Krankheitssymptome. So war der Schweregrad der Nierenverinderungen in hete-
rozygoten Umod“***-Mutanten und homozygoten Umod***”’-Mutanten #hnlich ausgeprigt.
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Bisher sind verschiedene weitere Umod-mutante Mausmodelle publiziert. Zwei funktionelle
Knockout-Modelle wurden auf dem genetischen Hintergrund des Inzuchtstammes 129/Sv
und/oder C57BL/6 etabliert. Im Vergleich zu Wildtypméusen wiesen die homozygoten Knock-
out-Tiere beider Linien keine Veridnderungen in Entwicklung und Wachstum sowie in Verhal-
ten und Fertilitdt auf. Die histologische Untersuchung der Nieren zeigte auch keine
offensichtlichen Verdnderungen, und es waren nur geringe Veridnderungen in der Nierenfunk-
tion auszumachen. Insgesamt offenbarten die publizierten Knockout-Mausmodelle fiir Umod
kaum Verdnderungen, die auf einen Nierendefekt schlielen lassen. Dies weist darauf hin, dass
der Verlust der Expression von UMOD nicht ausreicht, um UAKD auszuldsen (BATEs et al.
2004, Mo et al. 2004).

Des Weiteren wurden zwei transgene Mauslinien publiziert, die zusétzlich zum endogenen
Umod-Gen durch additiven Gentransfer eine mutante Form des UMOD exprimieren. Die erste
transgene Linie exprimierte das humane Uromodulin mit der Mutation C148W — die als eine
ursdchliche UMOD-Mutation fiir UAKD des Menschen bekannt ist — unter der Kontrolle des
murinen Umod-Promotors in C57BL/6-Inzuchtméusen. In den transgenen Tieren wurde eine
Anreicherung von Uromodulin in den TALH-Zellen beobachtet. Jedoch war die Ausscheidung
von murinem Uromodulin im Harn nicht verringert, und es wurden auch in &lteren Tieren
keine klinischen Anhaltspunkte fiir eine gestorte Nierenfunktion gefunden (TAKIUE et al. 2008).
Die zweite transgene Linie exprimierte das murine Uromodulin mit der korrespondierenden
Mutation C147W auf dem genetischen Hintergrund von FVB/N-Inzuchtmiusen. Diese trans-
genen Tiere zeigten in einem Alter von sechs Monaten klinische Symptome einer stark aus-
geprigten UAKD und Nierendefekte mit Tubulusnekrosen (BERNASCONE et al. 2010).

Zusammenfassend wiesen die beiden im Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt eta-
blierten Linien mit einer Punktmutation im Gen Umod den Austausch einer Aminosidure an
verschiedenen Stellen des Proteins auf (Umod“”*" [KEMTER et al. 2013] und Umod"*’" [KEMTER
et al. 2009]). Die publizierten Knockout-Mausmodelle fiir Umod zeigen kaum Verdnderungen,
die auf einen Nierendefekt schlielen lassen, wihrend hingegen Nierendefekte das Hauptsymp-
tom bei UMOD-Mutationen des Menschen darstellen. Ausgeprigte Nierendefekte mit Vermin-
derung der Urinkonzentrierungsfihigkeit, starker Verminderung der Harnsdureausscheidung,
verdndertem Metabolismus der divalenten Kationen und progressiven morphologischen Nie-
renverdnderungen sind auch bei unseren beiden Umod-mutanten ENU-Linien zu finden, womit
diese Linien als neue Tiermodelle fiir die entsprechenden menschlichen Erkrankungen dienen
konnen.

2.5 Systematische und standardisierte phdnotypische Untersuchung in der ,,German Mouse
Clinic*“
AuBer der Funktion von UMOD in der Niere ist bisher wenig iiber dieses Gen bekannt. Dies
war der Anlass, unsere beiden Umod-mutanten ENU-Linien in der ,,German Mouse Clinic*
(Institut fiir Experimentelle Genetik, Helmholtz-Zentrum Miinchen) zu untersuchen, wobei
die systematische, umfassende und standardisierte phanotypische Untersuchung mehrere hun-
dert Parameter umfasst und dazu dient, in mutanten Médusen unbekannte priméire und/oder se-
kunddre Veridnderungen aufzudecken. Die grundlegende Analyse umfasst die Bereiche
Allergie, Verhalten, kardiovaskuldre Untersuchung, klinische Chemie, Dysmorphologie, ein-
schlieBlich Knochen- und Knorpeluntersuchung, Energiemetabolismus, Augenuntersuchung,
Immunologie, Lungenfunktion, molekulare Phinotypisierung mittels RNA-Expressionsun-
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tersuchung, Neurologie, Nozizeption, Steroidmetabolismus und Pathologie. Entsprechend den
Ergebnissen konnen weiterfithrende Untersuchungen in ausgewéhlten Gebieten durchgefiihrt
werden. Die standardisierten Untersuchungsprotokolle sind online einzusehen
(http://www.mouseclinic.de; GAILUS-DURNER et al. 2009, Fucss et al. 2011, 2012). Die pha-
notypische Untersuchung mutanter Méuse in der ,,German Mouse Clinic* dient auch der
Sammlung und unbeschrinkten Verbreitung von systematisch erhobenen, umfassenden Phi-
notypdaten einer grolen Anzahl an mutanten Miusemodellen. Deshalb sind die Berichte der
Untersuchungen online einzusehen (http://146.107.35.38/phenomap/jsp/annotation/public/phe-
nomap.jsf).

Fiir die Untersuchung in der ,,German Mouse Clinic* wurden heterozygot mutante und
homozygot mutante Tiere der Linie Umod"*”’" in einem Alter von 2 bis 4 Monaten sowie he-
terozygot mutante Tiere der Linie Umod“”" im Alter von 7 bis 10 Monaten im Vergleich zu
den entsprechenden Kontrolltieren beiderlei Geschlechts untersucht. Die Untersuchung be-
stitigte den Nierendefekt.

Morphologisch war bei beiden mutanten Linien ein deutlich reduziertes Korpergewicht
(10 % und 13 % in minnlichen und weiblichen heterozygoten Mutanten der Linie Unod"*”",
15% und 24 % in ménnlichen und weiblichen homozygoten Mutanten der Linie Umod**’"
sowie 20-29% und 27-35% in ménnlichen und weiblichen heterozygoten Mutanten der Linie
Umod“”") auffillig. Die Dual-Réntgen-Absorptiometrie (DXA)-Untersuchung zur Analyse
der Korperzusammensetzung erbrachte als Ursache eine hochgradige Reduktion der Fettmasse
und des Fettgehaltes (Prozent Korperfett) in diesen Tieren. Der Beginn des Auftretens des ver-
ringerten Korpergewichts wurde in der Linie Umod“”" etwa zur gleichen Zeit wie der Beginn
der klinischen Nierenverinderungen beobachtet. Somit ist zumindest der Beginn des Auftre-
tens des verringerten Korpergewichts nicht die Folge einer chronischen Niereninsuffizienz,
da die Jungtiere nur milde Symptome einer Nierendysfunktion aufwiesen. Die Untersuchung
des Energiemetabolismus offenbarte, dass die mutanten Tiere trotz geringerem Korpergewicht
eine hohere Futteraufnahme als die Kontrolltiere zeigten. Zusitzlich war die K&rpertemperatur
der mutanten Tiere vermindert (KEMTER et al. 2009, 2013). Der Grund dafiir ist in weiteren
Studien abzukldren. Offensichtliche metabolische Verdnderungen wurden in den bisher pu-
blizierten Umod-mutanten Mausmodellen nicht beschrieben, was sowohl die beiden Knock-
out-Modelle (BATES et al. 2004, Mo et al. 2004) als auch die beiden transgenen Linien mit
additivem Gentransfer (TAKIUE et al. 2008, BERNASCONE et al. 2010) einschlief3t. Dieser Pha-
notyp wurde auch bei UMOD-Mutationen des Menschen bisher nicht untersucht.

Daneben wurden in den mutanten Tieren der beiden Linien Unod™”" und Umod***’" er-
hohte Plasmakalziumwerte und erhohte Plasmaaktivitéiten der alkalischen Phosphatase (ALP)
gemessen. Die Analyse des Skeletts mittels DXA ergab einen Effekt der Mutationen auf Ske-
lettparameter in Form einer Verminderung der Knochendichte und des Knochenmineralge-
haltes. Dies ist als sekundire Verinderung in Folge des Nierendefektes zu erklidren (KEMTER
et al. 2009, 2013). Auch dieser Phinotyp wurde bisher weder bei den {ibrigen Umod-mutanten
Mausmodellen noch bei UMOD-Mutationen des Menschen untersucht.

Zusammenfassend erbrachte die systematische, umfassende und standardisierte Untersu-
chung der beiden mutanten Mauslinien Umod“” und Umod***’" auf dem genetischen Hinter-
grund des Inzuchtstammes C3H neben der Bestiitigung des primir untersuchten Nieren-
defektes eine Anzahl weiterer Verdnderungen, wie Verdnderungen im Korpergewicht, der Kor-
perzusammensetzung, des Knochenstoffwechsels, des Energiemetabolismus sowie der hima-
tologischen Parameter. Diese Effekte wurden bisher weder bei den iibrigen publizierten
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Umod-mutanten Mausmodellen noch bei UMOD-Mutationen des Menschen beschrieben bzw.
untersucht.

2.6 Eine ENU-Linie mit der Mutation im Gen Slcl12al

Eine weitere im Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt etablierte mutante Linie mit er-
hohten Blutharnstoffwerten als Parameter zur Erstellung neuer Mausmodelle fiir Nieren-
erkrankungen stellt die Linie Slc/2a1”*" dar. Das Gen Sic12al (Solute Carrier Family 12
Member 1) codiert den Bumetanid-sensitiven Na*-K*-2Cl -Ionentransporter NKCC2. Auch in
der Linie Slc12al™" fiihrt die durch ENU induzierte Punktmutation zum Austausch einer
Aminosidure im Protein SLC12A1. Die betroffene Aminosédure sowie die gesamte betroffene
Region des Proteins sind in Wirbeltieren hochkonserviert. Das Protein ist im dicken aufstei-
genden Teil der Henleschen Schleife lokalisiert, wo es eine essenzielle Rolle in der Salzreab-
sorption und der Harnkonzentrierungsfihigkeit und damit im Salz- und Wasserhaushalt des
Korpers einnimmt. Es ist verantwortlich fiir den Salztransport in der Niere (KEMTER et al.
2010 und darin zitierte Literatur).

Beim Menschen verursacht der durch Mutationen ausgeloste Funktionsverlust von
SLC12A1 das Bartter-Syndrom Typ I, das durch hochgradige Polyurie, Tubulopathie mit star-
kem Salzverlust, niedrigem Blutdruck und Hyperrenindmie charakterisiert ist und bereits pré-
natal auftritt. Knockout-Mausmodelle mit dem vollstindigen Fehlen von NKCC2 werden
normal geboren, zeigen die Ausbildung einer hochgradigen Hydronephrose und sterben peri-
natal innerhalb der ersten beiden Lebenswochen aufgrund eines massiven Nierenversagens
und der damit verbundenen metabolischen Konsequenzen (TAKAHASHI et al. 2000). Knock-
out-Miuse mit der funktionellen Ausschaltung nur einer der beiden Isoformen A oder B des
Proteins zeigen nur geringgradige phidnotypische Verdnderungen (OPPERMANN et al. 2006,
2007).

Die Mutation Slc12al™" ist lokalisiert in einem Bereich des Proteins, der in allen funk-
tionellen Isoformen vorkommt und fiir die Ionenbindung zustindig ist. Homozygot mutante
Tiere der Linie Slc12a1”*" sind lebensfihig und zeigen keine offensichtlichen Verinderungen
in Wachstum, Verhalten und Reproduktion. Das Korpergewicht von drei Monate alten homo-
zygoten Mutanten wies keine signifikanten Veridnderungen im Vergleich zu Kontrolltieren auf.
Die Plasmaharnstoffwerte sind stark erhoht, wihrend die Plasmakreatininwerte nur leicht er-
hoht sind, wobei die Ausscheidung von Kreatinin sogar hoher ist als in Wildtyp-Kontrolltieren.
Homozygot mutante Tiere zeigen eine massive Storung der Harnkonzentrierungsfahigkeit,
was zu starker Polydipsie und Polyurie fiihrt. Zusitzlich ist die Ausscheidung von Kalzium
und Magnesium mit dem Harn erhoht, wihrend die Ausscheidung von Harnsdure mit dem
Harn verringert ist. Die morphologische und histologische Untersuchung erbrachte hiufig uni-
oder bilaterale Nierenbeckendilatationen unterschiedlichen Schweregrades gepaart mit einer
Atrophie der Nierenpapillen. Gelegentlich wurde eine Nephrokalzinose festgestellt. Die La-
sionen verschlimmerten sich mit dem Alter und schienen in ménnlichen Tieren hdufiger zu
sein. Heterozygot mutante Tiere zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren kaum mor-
phologische oder klinische Verdnderungen.

Auch die Linie Slc/2a1”*" wurde in der ,,German Mouse Clinic* einer systematischen
und standardisierten phinotypischen Untersuchung unterzogen. Homozygot mutante Tiere
wiesen eine signifikante Erniedrigung des mittleren arteriellen Blutdrucks sowie des systoli-
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schen und diastolischen Blutdrucks auf. Die Herzfrequenz war nicht veridndert. Um den Lang-
zeiteffekt der vermehrten Ausscheidung von Kalzium im Harn zu untersuchen, wurde eine
periphere quantitative Computertomographie (pQCT)-Analyse des Skelettes durchgefiihrt.
Die kortikale Knochenmineraldichte, gemessen am Oberschenkelknochen, war in neun
Monate alten homozygot mutanten Tieren signifikant verringert. Der Phanotyp der Osteopenie
wies zusammen mit den erhohten Plasmakalziumwerten und der erhohten Plasmaaktivitiit fiir
die alkalische Phosphatase (ALP) auf einen erhohten Knochenumsatz und/oder auf Stérungen
der Knochenmineralisation bei den homozygoten Mutanten hin (KEMTER et al. 2010).

Zusammenfassend zeigte die mutante Linie Slc/2al die meisten Merkmale des Bartter-
Syndroms Typ I mit einer spit auftretenden Manifestation der Symptome und ermoglicht als
neue Allelvariante die weitere funktionelle Untersuchung eines Gens in vivo, das in homozy-
goten Knockout-Miusen zur perinatalen Letalitit fiihrt.

3. Schlussfolgerung

Die Untersuchung einer grolen Anzahl an G1- und G3-Nachkommen mutagenisierter Tiere
im Phénotyp-basierten Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt mit Hilfe der beiden Un-
tersuchungsparameter Blutglukose und Blutharnstoff fiihrte zur Erstellung von Tiermodellen
fiir den Diabetes und fiir Nierenerkrankungen beim Menschen. Fiir die erstellten Diabetesmo-
delle sind schon dhnliche Mausmodelle publiziert. Jedoch wurden auch mit Blutglukose als
Untersuchungsparameter neue Allelvarianten etabliert und mit den mutanten Linien neue pa-
thomorphologische Erkenntnisse gewonnen. Die etablierten ENU-Linien fiir Nierenerkran-
kungen stellen neue Mausmodelle dar, deren weitere genetische und phéinotypische Analyse
neue Erkenntnisse fiir die entsprechenden Erkrankungen beim Menschen erbringt. Hierbei
wurden mutante Linien mit neuen Allelvarianten fiir Gene etabliert, fiir die entweder noch
kein mutantes Mausmodell beschrieben ist oder fiir die bereits Knockout-Mausmodelle be-
schrieben sind, die jedoch im homozygoten Zustand eine perinatale Letalitét zeigen, oder fiir
die bereits Knockout-Mausmodelle und transgene Linien mit additivem Gentransfer beschrie-
ben sind, die die entsprechende humane Erkrankung jedoch weniger gut abbilden als die neuen
ENU-Linien.
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Zusammenfassung

Im Rahmen des Miinchener ENU (N-ethyl-N-nitrosourea)-Mausmutagenese-Projekts sind in grolem Mafistab durch
chemisch induzierte Zufallsmutagenese zahlreiche mutante Mauslinien generiert worden, die neuartige Tiermodelle
fiir verschiedene Krankheiten des Menschen reprisentieren. Auf der Grundlage von Ergebnissen des klinisch-chemi-
schen Screenings konnten unter anderem mehrere mutante Mauslinien etabliert werden, die sich durch erhohte Harn-
stoffkonzentrationen im Plasma auszeichnen und daher von Interesse fiir die nephrologische Forschung sind. Eine
dieser mutanten Linien besitzt Modellcharakter fiir das humane Bartter-Syndrom Typ 1. Die bei homozygoten Mu-
tanten einer weiteren Mauslinie regelmiflig auftretenden nephropathologischen Alterationen bieten ein Modell fiir
die renale thrombotische Mikroangiopathie. Dieser Artikel konzentriert sich auf die Beschreibung von zwei weiteren,
durch erhohte Plasmaharnstoffspiegel gekennzeichneten mutanten Mauslinien, die jeweils unterschiedliche Punkt-
mutationen im Uromodulin (Tamm-Horsfall-Protein)-Gen (Umod) aufweisen. Die Resultate eingehender klinischer,
klinisch-chemischer und pathomorphologischer Untersuchungen dokumentieren, dass die beiden Umod-mutanten
Mauslinien geeignete Modelle fiir die Uromodulin-assoziierten Nephropathien (Uromodulin-Associated Kidney Dis-
eases, UAKD) des Menschen darstellen und sich damit fiir weiterfithrende Studien zur Klérung der Pathogenese der
UAKD sowie zur Erprobung neuartiger therapeutischer Ansitze anbieten.

Abstract

In the Munich ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) mouse mutagenesis project numerous mutant mouse lines providing
novel animal models for various human diseases have been generated on a large scale via chemically induced random
mutagenesis. Based on results of the clinical-chemical screen several mutant mouse lines exhibiting increased plasma
urea levels were established, and represent interesting models for nephrological research. One of these mutant mouse
lines represents a model for the human type 1 Bartter syndrome. Kidney alterations consistently occurring in ho-
mozygous mutants of a further mouse line provide a model for renal thrombotic microangiopathy. This article focuses
on two further mutant mouse lines harbouring two different point mutations in the uromodulin (Tamm-Horsfall pro-
tein) gene (Umod). Detailed clinical, clinical-chemical and pathomorphological analyses revealed that these Umod-
mutant mice represent suitable models for human uromodulin-associated kidney diseases (UAKD) and, thus, may
serve to clarify the pathogenesis of UAKD and to evaluate novel therapeutic approaches.

1. Einleitung

Im Rahmen des Miinchener ENU (N-ethyl-N-nitrosourea)-Mausmutagenese-Projekts wurden
in grolem MaBstab zahlreiche Mausmutanten erzeugt und damit die Aufkldrung der biologi-
schen Funktionen von Genen sowie die Generierung von neuartigen Tiermodellen fiir mensch-
liche Krankheiten angestrebt (HRABE DE ANGELIS et al. 2000). Dem Phinotyp-basierten Ansatz
des Projekts entsprechend wurde ein die Bestimmung von zahlreichen Laborparametern ein-
schlieBendes klinisch-chemisches Screening durchgefiihrt (RATHKOLB et al. 2000). Mit dessen
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Hilfe gelang es unter anderem, Mausmutanten mit erhohten Plasmaharnstoffspiegeln zu iden-
tifizieren und schlieBlich mehrere, durch dieses Merkmal gekennzeichnete mutante Mauslinien
zu etablieren (AIGNER et al. 2007), die zum Gegenstand eingehender Untersuchungen gewor-
den sind. Bei einer dieser mutanten Linien konnte eine Missense-Mutation des fiir den renalen
Na'-K*-2Cl -Kotransporter NKCC2 kodierenden Sic12al (Solute Carrier Family 12 Member
1)-Gens als ursichlich fiir den Phéinotyp identifiziert werden, und der Modellcharakter fiir das
menschliche Bartter-Syndrom Typ 1 wurde unter vergleichenden Aspekten detailliert dargelegt
(KEMTER et al. 2010).

Eine weitere mutante Mauslinie zeichnet sich durch eine Mutation in einem funktionell
bislang noch nicht charakterisierten Gen aus. Bei homozygoten Trigern dieser Mutation ent-
wickelt sich eine rasch fortschreitende Nephropathie, die Modellcharakter fiir die renale throm-
botische Mikroangiopathie (TMA, BARBOUR et al. 2012) besitzt (AIGNER et al. 2007). Die bei
den homozygoten Mutationstrigern dieser Mauslinie auftretenden pathomorphologischen Al-
terationen betreffen initial selektiv die Glomerula, weshalb diese Mausmutanten als hervor-
ragend geeignetes Modell fiir die Entschliisselung der an der Glomerulumschidigung bei TMA
beteiligten molekularen Mechanismen erachtet werden. Die folgenden Ausfiihrungen beziehen
sich auf zwei weitere mutante Mauslinien mit erhohten Plasmaharnstoffkonzentrationen, bei
denen die kausale Mutation identifiziert werden konnte und der daraus resultierende Phénotyp
bereits so weit charakterisiert worden ist, dass Aussagen iiber deren Eignung als Modelle fiir
korrespondierende menschliche Krankheiten getroffen werden konnen.

2. Mausmutanten mit Modellcharakter fiir die Uromodulin-assoziierten
Nephropathien

Igor TAMM und Frank HORSFALL berichteten im Jahre 1950 iiber ein aus humanem Urin iso-
liertes, die virusbedingte Himagglutination hemmendes Mukoprotein (TAMM und HORSFALL
1950), welches nach diesen beiden Virologen benannt und als Tamm-Horsfall-Protein bekannt
wurde. 35 Jahre spiter beschrieben MUCHMORE und DECKER ein aus dem Urin schwangerer
Frauen isoliertes Glykoprotein, fiir das in vitro inhibitorische Effekte auf Lymphozyten und
Monozyten nachgewiesen werden konnten. Aufgrund seines Ursprungs und seiner immun-
modulatorischen Eigenschaften wurde fiir dieses Glykoprotein die Bezeichnung ,,Uromodulin®
gewihlt (MUCHMORE und DECKER 1985). Wenige Jahre spiter konnte mittels molekularbiolo-
gischer Methoden gezeigt werden, dass Tamm-Horsfall-Protein und Uromodulin identisch
sind (PENNICA et al. 1987).

Uromodulin wird ausschlieBlich in der Niere von den Epithelzellen des dicken aufsteigen-
den Schenkels der Henleschen Schleife (Thick Ascending Limb of the Loop of Henle, TALH)
produziert und stellt bei Sdugetieren das mengenméBig vorherrschende Harnprotein dar. Die
Biosynthese von Uromodulin ist komplex und umfasst zunéchst die Bildung eines Vorldufer-
proteins, welches in das endoplasmatische Retikulum (ER) importiert wird. Dort erfolgen die
Abspaltung der fiir die Aufnahme in das ER notwendigen Signalsequenz, die Verkniipfung
mit dem GPI (Glykosylphosphatidylinositol)-Anker und die ersten Glykosilierungen. Nach
weiterer Glykosilierung und Modifikation der Glykanketten im Golgi-Apparat gelangt das
noch nicht polymerisationsfihige Uromodulin zur luminalen Zellmembran, wird dort via GPI
verankert und schlieBlich nach Abspaltung der hydrophoben Peptidketten in das Tubuluslumen
freigesetzt (RampoLDI et al. 2011). Das in das Tubuluslumen abgegebene Uromodulin enthilt
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neueren Studien zufolge 563 Aminosiduren (VYLETAL et al. 2010), darunter 48 Cysteinreste,
die 24 Disulfidbriicken bilden konnen, und weist einen hohen Kohlenhydratanteil auf, der
etwa 30 % der Molekularmasse von ca. 80-90 kDa ausmacht. Im Urin liegt Uromodulin vor-
wiegend als makromolekulares Polymer (10°~10” Da) vor (SERAFINI-CEsSI et al. 2003, RAM-
poLDI et al. 2011).

Die biologischen Funktionen von Uromodulin sind bislang nur unzureichend geklért. Pos-
tuliert werden unter anderem eine Schutzfunktion von Uromodulin gegeniiber aufsteigenden
Harnwegsinfekten und der Entwicklung einer Urolithiasis sowie eine Beteiligung von Uro-
modulin am Ionentransport im TALH und dem Harnkonzentrierungsmechanismus (Ubersich-
ten bei BLEYER et al. 2011, RAmMpPoLDI et al. 2011). Ein verstirktes Interesse an Uromodulin
wurde durch in der letzten Dekade publizierte Studien ausgeldst, in denen Mutationen des
Uromodulin-Gens (UMOD) als ursédchlich fiir bestimmte, autosomal-dominant vererbte Nie-
renkrankheiten des Menschen identifiziert wurden (HART et al. 2002, RAMPOLDI et al. 2003).
Unter dem Oberbegriff ,,Uromodulin-assoziierte Nierenerkrankungen® (Uromodulin-Associa-
ted Kidney Diseases, UAKD) subsummiert werden die medullére zystische Nierenerkrankung
Typ 2 (Medullary Cystic Kidney Disease Type 2, MCKD2, OMIM #603860), die familiire ju-
venile hyperurikdmische Nephropathie (Familial Juvenile Hyperuricemic Nephropathy, FTHN,
OMIM #162000) sowie die autosomal dominante glomerulozystische Nephropathie (autoso-
mal dominant Glomerulocystic Kidney Disease, GCKD, OMIM #609886) (LENSs et al. 2005).
Beim Menschen wurden bislang mehr als 70 unterschiedliche, UAKD verursachende UMOD-
Mutationen beschrieben (KEMTER et al. 2013 und dortige Referenzen). Das klinische Bild der
UAKD ist heterogen. Hinweisend auf eine UAKD konnen sein: Eine bereits im Kindesalter
auftretende Hyperurikdmie und die Entwicklung einer Gicht in einem ungewohnlich frithen
Lebensalter ohne vorliegende fortgeschrittene renale Insuffizienz, Anzeichen einer leichten
Harnkonzentrierungsstérung mit daraus eventuell resultierender Polyurie, eine langsam fort-
schreitende Funktionsverschlechterung der Nieren bei minimaler oder fehlender Proteinurie
sowie eine positive Familienanamnese (NASR et al. 2008, BLEYER et al. 2011, RAMPOLDI et al.
2011).

Die Auswertung publizierter Daten von mehr als 200 UAKD-Patienten ergab, dass etwa
70 % dieser Patienten an einem chronischen Nierenversagen litten. Hinsichtlich der Haufigkeit
einer Hyperurikimie mit Gicht wurde ein vergleichbar hoher Prozentsatz ermittelt (SCOLARI
et al. 2004). Die Geschwindigkeit der Progression des chronischen Nierenversagens ist bei
UAKD-Patienten und selbst bei Mitgliedern derselben Familie sehr unterschiedlich. So ergab
eine mehr als 100 UAKD-Patienten beriicksichtigende Studie bei liber 40 % der Patienten ein
terminales Nierenversagen in einem Alter von 25 bis iiber 70 Jahren (BOLLEE et al. 2011). Die
morphologischen Aspekte der UAKD umfassen eine tubulointerstitielle Fibrose und entziind-
liche Zellinfiltrate sowie eine Tubulusatrophie. Die urspriinglich namensgebenden zystischen
Alterationen der Niere werden inzwischen nicht mehr als vordergriindig gesehen (NASR et al.
2008, RampoLpl et al. 2011). Eine spezifische Therapie der UAKD ist bislang nicht verfiigbar.
Als symptomatische Therapie wird zur Vermeidung respektive Behandlung der Gicht die Gabe
von Allopurinol empfohlen (BLEYER at al. 2011).

Beziiglich der Pathogenese der UAKD sowie etwaiger therapeutischer Strategien bestehen
zahlreiche offene Fragen, zu deren Klidrung Studien an geeigneten Tiermodellen einen ent-
scheidenden Beitrag leisten konnen. Vor diesem Hintergrund wurden zwei, unterschiedliche
Mutationen des Uromodulin-Gens (Umod) aufweisende Mauslinien eingehend untersucht, die
im Rahmen des Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekts auf dem genetischen Hintergrund
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des Inzuchtstammes C3H etabliert worden sind. Die bei einer dieser Linien identifizierte
Punktmutation des Umod-Gens fiihrt zur Substitution der Aminosédure Alanin durch Threonin
an Position 227 des Uromodulin-Proteins (Umod"**'"). Diese Punktmutation liegt in einer spe-
ziesiibergreifend hochkonservierten Region, in der auch beim Menschen mehrere UMOD-
Mutationen detektiert wurden (KEMTER et al. 2009). Bei der zweiten Mauslinie liegt eine
Umod-Punktmutation vor, die zu einem Austausch von Cystein gegen Phenylalanin an der
Aminosiureposition 93 des Uromodulins fiihrt (Umod“**"). Dies bedingt, dass eine der Disul-
fidbriicken (C93—C105) des Uromodulinmolekiils nicht mehr gebildet werden kann. Bei Pa-
tienten mit UAKD wurde eine hinsichtlich der betroffenen Disulfidbriicke korrespondierende
UMOD-Mutation identifiziert (KEMTER et al. 2013, ZAUCKE et al. 2010).

Klinisch-chemische Untersuchungen ergaben einen altersabhiingig fortschreitenden An-
stieg der Plasmaharnstoffkonzentrationen bei beiden Umod-mutanten Mauslinien. Homozy-
gote Umod“*"-mutante Miuse wiesen im Vergleich zu jeweils altersgleichen Wildtyp-
Kontrolltieren bereits im Alter von zwei Wochen signifikant erhShte und im Alter von drei
Monaten im Durchschnitt um den Faktor 3 hohere Harnstoffspiegel auf. Bei heterozy-
goten Umod“**-mutanten Miusen war eine Erhohung dieses Parameters erst ab der 7. Le-
benswoche (weibliche Tiere) respektive dem 3. Lebensmonat (ménnliche Tiere) feststellbar.
Die Harnstoffspiegel homozygoter Umod"**""-mutanter Miuse unterschieden sich im Alter
von zwei Wochen nicht von denen der Kontrolltiere und waren gegeniiber diesen ab der
7. Lebenswoche signifikant erhoht. Bei heterozygoten Umod***'"-mutanten Miusen waren
gegeniiber Kontrollen signifikant hohere Harnstoffspiegel erst ab dem 4. Lebensmonat nach-
weisbar.

Als weiterer Parameter zur Beurteilung der Nierenfunktion diente die Cystatin C-Konzen-
tration im Plasma. Homozygote Mutanten beider Linien zeigten bereits im Alter von vier Mo-
naten signifikant hohere Cystatin C-Spiegel als die Kontrolltiere. Diese Unterschiede waren
im Alter von 20 Monaten noch erheblich deutlicher ausgeprigt, wobei homozygote Umod“** -
Mutanten signifikant hohere Cystatin C-Konzentrationen im Plasma aufwiesen als homozy-
gote Umod"**’"-Mutanten. Diese Befunde belegen die Entwicklung einer renalen Insuffizienz
und deren altersabhiingige Progression bei beiden Umod-mutanten Mauslinien. Sowohl die
Art der Mutation als auch der allele Status des Tieres beeinflussten den Schweregrad der Nie-
renfunktionsstdrung. Umod-Mutanten beider Mauslinien zeichneten sich gegeniiber den Kon-
trolltieren aus durch gesteigerten Trinkwasserkonsum, gesteigertes tigliches Harnvolumen
sowie Hypoosmolalitit des ausgeschiedenen Urins (KEMTER et al. 2009, 2013). Diese Befunde
stehen in Einklang mit der fiir die UAKD des Menschen beschriebenen milden Harnkonzen-
trierungsstorung (BLEYER et al. 2011). Ferner fanden sich bei den Umod-mutanten Tieren im
Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant reduzierte fraktionelle Exkretion von Harnsdure
sowie ein hochgradig verminderter Uromodulingehalt im Urin und damit ebenfalls eine Uber-
einstimmung mit Untersuchungsergebnissen menschlicher UAKD-Patienten. Eine Reduktion
der Uromodulinausscheidung im Urin stellt allerdings keinen fiir die UAKD spezifischen Be-
fund dar (VYLETAL et al. 2010).

Eingehende morphologische Untersuchungen der Nieren erfolgten bei hetero- und homo-
zygoten Umod"*""- sowie Umod™**-mutanten Miusen und Wildtyp-Kontrolltieren unter-
schiedlicher Altersstufen. Zu den bei den Umod-Mutanten bereits friith zu erhebenden
morphologischen Befunden gehorten intrazytoplasmatische, in der Trichromfédrbung nach
MASSON graublau bis mittelblau tingierende Inklusionen in Epithelzellen des dicken aufstei-
genden Schenkels der Henleschen Schleife (TALH) (Abb. 1).
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Abb. 1 Intrazytoplasmatische Inklusionen (davon einzelne durch Pfeile markiert) in Epithelzellen des dicken auf-
steigenden Schenkels der Henleschen Schleife, heterozygote Umod“** -mutante Maus, miinnlich, Alter 3 Monate,
Trichromféirbung nach MASSON.

Elektronenoptisch erwiesen sich diese Inklusionen als hochgradig hyperplastisches endoplas-

Abb. 2 Epithelzellen des dicken aufsteigenden Schenkels der Henleschen Schleife mit hyperplastischem endoplas-
matischem Retikulum (durch Sterne markiert), homozygote Umod**""-mutante Maus, ménnlich, Alter 20 Monate,
transmissionselektronenmikroskopische Ubersicht (A) und Detailaufnahme (B).
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Die immunhistochemische Darstellung von Uromodulin in Nieren von Wildtyp-Kontrolltieren
ergab eine zytoplasmatische und an der luminalen Membran deutlich akzentuierte Markierung
der TALH-Zellen. Im Unterschied dazu ergab der immunhistochemische Nachweis von Uro-
modulin in Nieren Umod-mutanter Tiere eine intensive zytoplasmatische, teils grobschollige
und bevorzugt perinukledre Markierung der TALH-Zellen bei fehlender oder nur dezent aus-
geprigter Markierung der apikalen Zellmembran (Abb. 3). Mittels konfokaler Laser-Scan-
ning-Mikroskopie wurde das endoplasmatische Retikulum als Lokalisation des akkumulierten
Uromodulins nachgewiesen (KEMTER et al. 2013). Qualitativ gleichartige histologische, im-
munhistochemische und elektronenmikroskopische renale Befunde sind bei menschlichen
UAKD-Patienten erhoben worden (DEVUYST et al. 2005, NASR et al. 2008).

A
RN ¢

Abb. 3 Immunhistochemische Darstellung von Uromodulin: Diffuse zytoplasmatische und an der luminalen Zell-
membran akzentuierte Markierung der Epithelzellen des dicken aufsteigenden Schenkels der Henleschen Schleife
(TALH) bei einem Wildtypkontrolltier (A), ménnlich, Alter 3 Monate. Intensive, granulire bis grobschollige zyto-
plasmatische und insbesondere perinukleiire Markierung der TALH-Zellen bei einer homozygoten Umod"**""-mu-
tanten Maus (B), méinnlich, Alter 3 Monate. Indirektes Immunperoxidase-Verfahren mit DAB als Chromogen.

Unter pathogenetischen Gesichtspunkten sind zwei Effekte der Mutation des Uromodulin-
Gens als entscheidend fiir die Entwicklung einer UAKD in Betracht gezogen worden: Zum
einen der mit dem Schwund von korrekt gefaltetem Uromodulin an der apikalen Membran
der TALH-Zellen einhergehende Verlust der potenziellen Funktionen von Uromodulin mit
einer daraus resultierenden Beeintrichtigung des Harnkonzentrierungsvermégens und kom-
pensatorisch gesteigerter Reabsorption von Harnsédure im proximalen Tubulus. Zum anderen
eine aufgrund der verdnderten Tertidrstruktur gestorte Prozessierung und dadurch bedingte
Akkumulation des mutierten Uromodulins im endoplasmatischen Retikulum (ER) mit resul-
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tierender Schidigung und gegebenenfalls dem Untergang von TALH-Zellen via ER-Stress-
bedingter Apoptose (BLEYER et al. 2011).

Das Spektrum der bei den Umod-mutanten Tieren auftretenden nephropathologischen Al-
terationen umfasst eine interstitielle Fibrose, Tubulusatrophie und entziindliche Zellinfiltrate
im Interstitium (Abb. 4). Diese Veridnderungen konnten bei 20-22 Monate alten Umod-Mu-
tanten beider Linien regelméfig nachgewiesen werden und wurden bei einem Teil dieser Tiere
durch glomerulosklerotische sowie glomerulo- und tubulozystische Alterationen ergiinzt. Der
Schweregrad der vordergriindigen renalen Verdnderungen (interstitielle Fibrose, Tubulusatro-
phie, Entziindungszellinfiltrate) wurde durch quantitativ-stereologische Untersuchungen ob-
jektiv erfasst und zeigte eine Abhingigkeit vom Alter, dem Genotyp und dem Allelstatus.

< lpge OB o 54

Abb. 4 Tubulointerstitielle Fibrose und fokales Infiltrat mononukledrer Entziindungszellen (Pfeil), homozygote
Umod“** -mutante Maus, ménnlich, Alter 20 Monate, Trichromférbung nach MASSON.

Der Verlauf der UAKD des Menschen ist individuell sehr unterschiedlich, wobei die hierfiir
verantwortlichen Ursachen bislang ungeklirt sind. In einer 37 UAKD-verursachende UMOD-
Mutationen beriicksichtigenden Studie konnte keine Beziehung zwischen dem Zeitpunkt des
Auftretens und der Geschwindigkeit der Progression der Nephropathie ermittelt werden (BoOL-
LEE et al. 2011). Mit den im Rahmen der Analyse der beiden Umod-mutanten Mauslinien er-
zielten Ergebnissen konnte erstmals in vivo ein Zusammenhang zwischen Entwicklungs-
zeitpunkt sowie Progressionsgeschwindigkeit der renalen Alterationen und der Art der Umod-
Mutation sowie dem Allelstatus aufgezeigt werden (KEMTER et al. 2013). Bei vergleichender
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Betrachtung sind groBe Ahnlichkeiten zwischen den bei Umo sowie Umo -mutanten
Miusen und den bei menschlichen UAKD-Patienten erhobenen Befunden festzustellen. Fiir
die bei den menschlichen Patienten hédufig auftretende Hyperurikdmie mit Gicht bieten die
murinen Umod-Mutanten allerdings kein Pendant. Dieser Unterschied kann mit der bei der
Maus gegebenen und beim Menschen fehlenden Urikase (Uratoxidase)-Aktivitdt erklért
werden.

Wihrend die Generierung der beiden hier betrachteten Umod-mutanten Mauslinien auf
einer chemisch induzierten Zufallsmutagenese beruht, wurden mittels transgener Technologie
gezielt genetisch modifizierte Miuse zum Zwecke der Generierung muriner UAKD-Modelle
erzeugt. So wurde durch additiven Gentransfer eine transgene Mauslinie erstellt, bei der, neben
der Expression des endogenen Umod-Gens, die Expression einer mutanten Form des mensch-
lichen UMOD-Gens unter der transkriptionellen Kontrolle des murinen Umod-Promotors er-
folgt. Dabei wurde eine beim Menschen bekanntermallen UAKD verursachende
UMOD-Mutation (C148W) gewihlt. Die UMODC”sW-transgenen Tiere wiesen zwar eine An-
reicherung von Uromodulin in TALH-Zellen auf, entwickelten jedoch keine Alterationen, die
sie als Modell fiir die UAKD des Menschen auszeichnen wiirden (TAKIUE et al. 2008a, b, Vy-
LETAL et al. 2010).

Bei einer weiteren, ebenfalls durch additiven Gentransfer generierten transgenen Mauslinie
erfolgt die Expression einer der menschlichen UMOD®'"**"-Mutation entsprechenden mutanten
Form des murinen Unmod-Gens (C147W). Zu den bei Umod“'*""-transgenen Miusen erhobenen
Befunden gehoren Anzeichen einer Harnkonzentrierungsstorung, eine drastisch reduzierte Aus-
scheidung sowohl des Transgen-codierten wie des endogenen Uromodulins, TALH-Zellen mit
Akkumulation von Uromodulin und ER-Hyperplasie sowie die Entwicklung einer mit Erhhung
der Plasmaharnstoffspiegel einhergehenden progressiven Nephropathie mit tubulointerstitieller
Fibrose, entziindlichen Zellinfiltraten, Tubulusatrophie und tubulozystischen Veridnderungen.
Umod®"*""-transgene Miuse rekapitulieren damit zahlreiche Aspekte der humanen UAKD. Be-
merkenswerterweise fanden sich bei diesen transgenen Miusen tubulonekrotische Veridnderun-
gen, wohingegen ein durch Apoptose bedingter Untergang von Tubulusepithelzellen nicht
nachgewiesen werden konnte (BERNASCONE et al. 2010, RAMPOLDI et al. 2011).

3. Schlussfolgerung

In der Gesamtschau ist festzustellen, dass die im Rahmen des Miinchener ENU-Mausmuta-
genese-Projekts unter Verwendung der Plasmaharnstoffspiegel als Screeningparameter eta-
blierten mutanten Mauslinien geeignete Modelle fiir verschiedene seltene und bislang
unzureichend erforschte Nierenkrankheiten des Menschen darstellen. Diese neuartigen muri-
nen Nephropathiemodelle kénnen und sollten genutzt werden, um zu einem besseren Ver-
stindnis der Pathogenese dieser Krankheiten zu gelangen und bieten sich an zur Uberpriifung
therapeutischer Ansitze.
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Zusammenfassung

Schweinemodelle eignen sich in besonderem Mafe fiir die translationale biomedizinische Forschung, da sie dem
Menschen in vielen anatomischen und physiologischen Charakteristika dhnlich sind. Durch effiziente Methoden der
gezielten genetischen Modifikation ist es moglich, die Ursachen menschlicher Erkrankungen im Modelltier Schwein
auf molekularer Ebene zu reproduzieren. Solche gezielt fiir bestimmte Fragestellungen konzipierten Modelle lassen
im Vergleich zu konventionellen Tiermodellen Ergebnisse hoherer Aussagekraft erwarten und entsprechen in hohem
MaBe dem dritten ,R* der ,3R‘-Maxime tierexperimenteller Forschung (Replace, Reduce, Refine). Dies wird am Bei-
spiel eines neuen Schweinemodells fiir die Duchenne-Muskeldystrophie (DMD) erldutert. DMD wird durch Muta-
tionen im X-chromosomalen Dystrophin (DMD)-Gen verursacht, die in einer meist vollstindigen Abwesenheit des
essentiellen Muskelproteins Dystrophin resultieren. Dies fiihrt zur Degeneration von Muskelzellen, zu progressiver
Muskelschwiche und schlieflich zum Tod meist in der dritten bis vierten Lebensdekade. Derzeit verfiigbare Dystro-
phin-defiziente Maus- und Hundemodelle unterscheiden sich im klinischen bzw. pathologischen Phinotyp sowie in
der Art der Dmd/DMD-Mutationen von den bei DMD-Patienten am héufigsten vorkommenden Veridnderungen. Daher
haben wir Schweine generiert, in denen Exon 52 des DMD-Gens deletiert ist. Dieses Modell spiegelt eine hiufige
DMD-Mutation beim Menschen wider und sollte fiir die Erprobung zielgerichteter Therapien, wie Exon-Skipping
zur Herstellung eines intakten Leserahmens, geeignet sein. Die Analyse des DMD-Schweinemodells zeigte wichtige
biochemische, klinische und pathologische Ubereinstimmungen mit der humanen DMD. Es ist somit gelungen, ein
vielversprechendes neues Tiermodell fiir Pathogenesestudien sowie fiir die Entwicklung und Evaluierung zielgerich-
teter Therapien der Duchenne-Muskeldystrophie zu etablieren.

Abstract

Pigs are particularly suitable animal models for translational biomedical research as they reflect many anatomical
and physiological characteristics of humans. Efficient methods for targeted genetic modification of pigs allow repro-
ducing the causes of human genetic diseases at the molecular level. Such large animal models, genetically tailored
for addressing specific scientific problems, should yield more relevant results as compared to conventional animal
models. Thus, genetically engineered pig models are highly compatible with the third ‘R’ of the ‘3R’ rule (Replace,
Reduce, Refine) of ethical animal experimentation. This is exemplified by a new pig model of Duchenne muscular
dystrophy (DMD). DMD is caused by mutations in the X-linked dystrophin (DMD) gene. The absence of the essential
muscle protein dystrophin leads to degeneration of muscle fibres, progressive muscle weakness and wasting, disability
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and death in the third to fourth decade of life. Currently available dystrophin-deficient mouse and dog models differ
in their clinical/pathological phenotype and/or in the type of Dmd/DMD mutation from the most frequently occurring
alterations in DMD patients. Therefore, we generated pigs in which exon 52 of the DMD gene is deleted. This animal
model reflects a frequent mutation of human DMD patients and should be suitable for testing targeted therapies such
as exon skipping to restore an intact reading frame. The analysis of DMD pigs revealed biochemical, clinical, and
pathological resemblance of the human disease. Thus, we established a promising large animal model for studying
disease mechanisms and for the development and evaluation of targeted therapies of Duchenne muscular dystrophy.

1. Einleitung

Die Duchenne-Muskeldystrophie (DMD) ist eine schwere X-chromosomal vererbte Erkran-
kung, die etwa einen von 3500 Buben betrifft. DMD entsteht durch Mutationen im DMD-
Gen, das mit einer Gesamtlidnge von ca. 2,5 Mega-Basenpaaren und 79 Exons das grofite
bekannte Gen des Menschen ist (HOFFMAN et al. 1987). Die meisten Mutationen treten im Be-
reich der Exons 3—7 und der Exons 45-55 auf (KOENIG et al. 1989). Charakteristisch sind Mu-
tationen, die zu einer Verschiebung des Leserahmens und zum Verlust des essentiellen
Muskelproteins Dystrophin fiihren. Dystrophin verbindet iiber einen Komplex Dystrophin-
assoziierter Proteine das Aktinzytoskelett mit der extrazelluliren Matrix. Wenn Dystrophin
fehlt, kommt es zur Degeneration der Muskelzellen, zu einer progressiven Muskelschwéche
und einem Verlust von Muskelgewebe. Die Patienten zeigen erste Symptome, bevor sie 5 Jahre
alt werden, verlieren die Fahigkeit zu gehen etwa im Alter von 12 Jahren, und sterben aufgrund
von Atem- und/oder Herzversagen in der Regel in der dritten bis vierten Lebensdekade (SPUR-
NEY 2011).

Zum Verstindnis der DMD-Pathogenese und zur Entwicklung von Therapieansétzen sind
geeignete Tiermodelle unverzichtbar (Ubersicht in NAKAMURA und TAKEDA 2011). Das ur-
spriingliche DMD-Mausmodell (mdx) entstand spontan im Maus-Inzuchtstamm C57BL/10
und hat eine Nonsense-Mutation im Exon 23 des Dmd-Gens. Inzwischen wurden vier weitere
mdx-Mausmutanten identifiziert. Dariiber hinaus wurde auch eine Dmd-Exon-52-defiziente
Mausmutante iiber gezielte Mutagenese generiert. Die mdx-Mausmodelle entwickeln jedoch
nur einen moderaten klinischen Phinotyp und haben eine annihernd normale Lebenserwartung
(BULFIELD et al. 1984, Im et al. 1996, ARAKI et al. 1997). Mutationen im DMD-Gen wurden
auch in einigen Hunderassen, wie dem Golden Retriever, dem Rottweiler, dem Deutsch Kurz-
haar und dem Cavalier King Charles Spaniel, identifiziert (Ubersicht in NAKAMURA und Ta-
KEDA 2011), wobei die Muskeldystrophie des Golden Retriever (GRMD) am besten
charakterisiert ist (SHARP et al. 1992).

Die GRMD wird durch eine Punktmutation in der Splei3-Akzeptor-Stelle von Intron 6 des
DMD-Gens verursacht, was zum Skipping von Exon 7 und zu einem vorzeitigen Stopp-Codon
in Exon 8 fiihrt. Dystrophin-defiziente GRMD-Hunde sind klinisch und pathologisch stirker
betroffen als die mdx-Mausmutanten, sie zeigen jedoch einen variablen Phénotyp und sind
schwierig zu ziichten. Zudem unterscheidet sich die DMD-Mutation bei der GRMD von der
Mehrheit der DMD-Mutationen bei humanen Patienten, bei denen es einen Hotspot fiir Dele-
tionen im Bereich der Exons 45 bis 55 gibt. Dies ist insbesondere dann relevant, wenn im
Tiermodell gezielte therapeutische Ansitze, wie z. B. Exon-Skipping, getestet werden sollen.
Das Prinzip des Exon-Skipping ist, dass zusétzlich zu dem genetisch deletierten Exon durch
alternatives Spleifien der RNA ein weiteres Exon entfernt wird, um einen intakten Leserahmen
herzustellen. Das alternative Spleifien kann durch Behandlung mit einem Antisense-Oligonu-
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kleotid (AON) gegen das zu entfernende Exon forciert werden. Dieser Ansatz befindet sich
bereits in der klinischen Testung (Ubersicht in FAIRCLOUGH et al. 2013), allerdings sind viele
Fragen nach wie vor offen, die nur schwer in klinischen Studien an DMD-Patienten beant-
wortet werden konnen. Diese Fragen betreffen insbesondere den besten zeitlichen Ablauf der
AON:-Therapie, die beste Route der systemischen Applikation, Parameter fiir die Bewertung
der Wirksamkeit der Behandlung sowie den Zusammenhang zwischen Dystrophin-Abundanz
und Muskelfunktion.

Zur Kldrung dieser Fragen wird ein Tiermodell benétigt, das eine DMD-Mutation trigt,
die beim Menschen vorkommt und durch Exon-Skipping behandelt werden kann. Zudem
sollte der biochemische, klinische und pathologische Phénotyp des Modells der humanen
DMD entsprechen, um die therapeutische Wirkung des Exon-Skippings bewerten zu kon-
nen.

Das Schwein ist ein etabliertes Modelltier fiir die biomedizinische Forschung, das wichtige
anatomische und physiologische Charakteristika des Menschen widerspiegelt (Ubersicht in
AIGNER et al. 2010). Zudem ist inzwischen das Methodenspektrum der reversen Genetik fiir
das Schwein sehr gut etabliert, so dass die Ursachen genetisch bedingter Krankheiten im
Schwein auf molekularer Ebene nachgeahmt werden kénnen. Nach diesem Prinzip wurden
beispielsweise Schweinemodelle fiir die Mukoviszidose (ROGERS et al. 2008, KLYMIUK et al.
2012), fiir den erblichen Darmkrebs (FLISIKOWSKA et al. 2012) sowie fiir den permanenten
neonatalen Diabetes mellitus (RENNER et al. 2013) generiert.

Mittels homologer Rekombination in somatischen Zellen und anschlieBendem Kerntransfer
haben wir ein Schweinemodell etabliert, in dem Exon 52 des DMD-Gens deletiert und somit
eine hiufige Mutation bei der humanen DMD (MUNTONI et al. 2003) nachgebildet ist. Dieses
Modell stimmt in wichtigen biochemischen, klinischen und pathologischen Verdnderungen
mit der DMD des Menschen iiberein. Allerdings zeigt das DMD-Schwein einen akzelerierten
Krankheitsverlauf, so dass die Wirksamkeit von therapeutischen Ansétzen in tiberschaubaren
Zeitrdumen gepriift werden kann. Zudem lieferten Transkriptom-Studien der Skelettmusku-
latur von 2 Tage alten und 3 Monate alten DMD-Schweinen und altersentsprechenden Kon-
trolltieren neue Einblicke in die Hierarchie pathophysiologischer Veridnderungen bei der
Duchenne-Muskeldystrophie (KLyMmIUK et al. 2013).

2. Generierung eines DMD-Exon 52-defizienten Schweinemodells

In einem kiinstlichen Bakterienchromosom (BAC; CH242-9G11) mit dem relevanten Teil des
porzinen DMD-Gens wurde die dem Exon 52 des humanen DMD-Gens entsprechende Region
mittels ,,Recombineering* (COPELAND et al. 2001) durch ein Neomycin-Resistenzgen (neo®™)
ersetzt (Abb. 1A), was zu einer Verschiebung des Leserahmens im Transkript fiihrt (MUNTONI
et al. 2003). Die so modifizierten BACs wurden in primire Nierenzellen eines 3 Monate alten
méannlichen Schweins (RICHTER et al. 2012) transfiziert, und die nach Selektion erhaltenen
Zellklone mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf den Verlust von DMD-Exon 52 ge-
screent. Acht von 381 untersuchten Zellklonen (2,1 %) trugen die gezielte DMD-Mutation,
und zwei Zellklone wurden fiir den Kerntransfer eingesetzt, um DMD-mutante Nachkommen
zu erzeugen. In diesen wurde der Verlust des DMD-Exons 52 durch PCR bestitigt (Abb. 1B).
Die ersten beiden lebend geborenen DMD-Ferkel (#1263, #1264) sind in Abbildung 1C ge-
zeigt.
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Abb. 1 Zielgerichtete Deletion von Exon 52 des porzinen DMD-Gens und Auswirkungen auf die Dystrophin-Ex-
pression und Muskelfunktion. (A) Ersatz von DMD-Exon 52 im Targeting-BAC durch eine Neomycin-Resistenz
(neo”™)-Kassette. Die Positionen der Primer zum Nachweis des Verlustes von Exon 52 in den transfizierten Zellen
durch PCR sind durch Pfeile markiert. (B) Genomische PCR-Analyse, die den Verlust von DMD-Exon 52 in geklonten
Ferkeln zeigt; WT = Wildtyp; ACTB = -Aktin-Gen. (C) 10 Tage alte DMD-mutante Ferkel. (D) Immunfluoreszenz-
Analyse zum Nachweis der Absenz von Dystrophin im Musculus biceps femoris eines DMD-Schweins. Anti-Spek-
trin-Antikorper wurden zur Membranfirbung verwendet; Originalvergroferung x400; Balken = 50 ym. (E)
Western-Blot-Analyse, welche das Fehlen von Dystrophin in der Muskulatur von DMD-Schweinen und DMD-Pa-
tienten bestitigt. Anti-Dysferlin-Antikorper wurden verwendet, um die gleiche Beladung der Spuren des Gels inner-
halb einer Spezies zu zeigen. (F) Unfihigkeit eines 9 Wochen alten DMD-Schweins auf eine 25 cm hohe Plattform
zu springen (modifiziert nach KLYMIUK et al. 2013, mit Erlaubnis von Oxford University Press).
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2.1 Dystrophindefizienz und reduzierte Expression Dystrophin-assoziierter Proteine

Mit monoklonalen Antikdrpern gegen verschiedene Doménen des humanen Dystrophin-Pro-
teins konnten wir mittels Immunfluoreszenz-Analysen die Expression von Dystrophin im Be-
reich der Muskelfaser-Membranen von Wildtyp (WT)-Ferkeln zeigen, wihrend bei DMD-
Ferkeln kein Dystrophin nachweisbar war (Abb. 1D), was der Situation bei der Mehrheit der
DMD-Patienten entspricht (KERR et al. 2001). Das Fehlen von Dystrophin wurde zudem in
einer Western-Blot-Analyse bestitigt (Abb. 1E). Da die Abundanz Dystrophin-assoziierter
Proteine (DAPs) in der Muskulatur von DMD-Patienten reduziert ist (Ubersicht in ERVASTI
2007), wurde die Expression von a-Sarcoglycan und $-Dystroglycan in der Skelettmuskulatur
von DMD-Ferkeln mittels Inmunfluoreszenz evaluiert. Beide DAPs waren — wie auch beim
DMD-Patienten — im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Kontrollen in ihrer Abundanz
reduziert (KLyMIUK et al. 2013).

2.2 Dystrophindefizienz im Schwein resultiert in hochgradiger Muskelschwdiche

Die DMD-Ferkel #1263 und #1264 zeigten im Vergleich zu WT-Kontrollen gleichen Alters
eine reduzierte Mobilitét, konnten sich jedoch selbststindig bewegen und Nahrung aufneh-
men. Die im Alter von 3 Tagen gemessenen Serum-Kreatinkinase-Werte waren deutlich
erhoht (1649 und 2117 U/l im Vergleich zu 210 + 112 U/1 bei fiinf gleichaltrigen WT-Kon-
trollen).

Eine Bewegungsanalyse, die bei DMD-Schwein #1263 im Alter von 9 Wochen durchge-
fiihrt wurde, zeigte, dass die Bewegungsablidufe aller drei Gangarten (Schritt, Trab, Galopp)
im Vergleich zu einem WT-Schwein entsprechender Korpermasse veridndert waren. Auffillig
waren vor allem die verkiirzte Schrittlinge und die steifen Bewegungen.

Die hochgradige Muskelschwiiche des DMD-Schweins zeigte sich bei dem Versuch, eine
Plattform (Hohe 25 cm) zu besteigen. Wihrend die WT-Kontrolle problemlos wiederholt auf
die Plattform und wieder herunter springen konnte, war es DMD-Schwein #1263 nicht mog-
lich, diese auch nur ein einziges Mal zu besteigen.

2.3 Der Schweregrad des DMD-Phdnotyps korreliert mit dem Geburtsgewicht

Um die phénotypischen Konsequenzen der DMD-Defizienz im Schwein systematisch zu cha-
rakterisieren, wurden insgesamt 22 weitere DMD-Ferkel durch Kerntransfer generiert. Die
neugeborenen DMD-Ferkel wiesen eine grofle Streuung ihrer Geburtsgewichte auf, was eine
bekannte Nebenwirkung der Kerntransfertechnologie beim Schwein darstellt (ESTRADA et al.
2007) und vermutlich in keinem Zusammenhang mit der DMD-Mutation steht. Interessanter-
weise konnten wir eine negative Korrelation zwischen Geburtsgewicht und Lebenserwartung
der DMD-Schweine feststellen (Abb. 2A). Tiere mit einem Geburtsgewicht, das iiber 1200 g
lag, starben innerhalb der ersten Lebenstage. Die klinischen Symptome lieBen auf eine Mus-
kelschwiche und Atemprobleme als primire Todesursachen schliefen. DMD-Ferkel mit einem
relativ geringen Geburtsgewicht wurden hingegen bis zu 3 Monate alt. Im Alter von 4 Wochen
lagen ihre Serum-Kreatinkinase-Werte zwischen 21000 und 63000 U/l und waren damit mas-
siv erhoht. Zusitzlich durchgefiihrte Bewegungsanalysen von zwei 10 Wochen alten DMD-
Schweinen bestitigten die am Tier #1263 beobachteten Bewegungsstorungen und eine
ausgeprigte Muskelschwiche.
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Abb. 2 Geburtsgewichte, Lebenserwartung und pathologische Veridnderungen von DMD-Schweinen. (A) Bei den
DMD-Schweinen zeigte sich eine signifikante negative Korrelation zwischen Geburtsgewicht und Lebenserwartung.
Das Foto zeigt eine reprisentative Gruppe von neugeborenen DMD-Ferkeln. Die Tiere mit den hochsten Geburtsge-
wichten (1820 und 1980 g; markiert durch Sterne) verstarben innerhalb weniger Stunden nach der Geburt. (B) Al-
tersabhingige Progression der strukturellen Veridnderungen der Skelettmuskulatur von DMD-Schweinen. Gezeigt ist
die Paraffinhistologie des Musculus biceps femoris nach Firbung mit Himatoxylin und Eosin (H&E). Inset: Nachweis
der interstitiellen Fibrose mittels Massons Trichrom-Firbung (blau). Kurze Pfeile zeigen auf grofe, abgerundete
Muskelfasern mit zentralen Kernen, lange Pfeile markieren Muskelfasernekrosen. Balken = 10 gm. (C) Histopatho-
logie der Muskeln eines 3 Monate alten DMD-Schweins (a—g) und eines Kontrollschweins entsprechenden Alters
(h). Paraffinschnitte, H&E-Firbung (a—e, g—h) bzw. Massons Trichrom-Férbung (f). Balken = 50 ym, Balken im
Inset von e = 10 ym. Querschnitte aus dem Musculus triceps brachii (a, /), dem Diaphragma (linker Pfeil, b), dem
Musculus thyreohyoideus (c), und dem Musculus longissimus dorsi (d) zeigen eine starke Variation der Faserdurch-
messer mit hypertrophen, abgerundeten Fasern und zentralstindigen Kernen (kurze Pfeile), Regeneration von Mus-
kelfasern (Pfeilspitze im Inset von a) und Muskelfasernekrosen (lange Pfeile) mit peri- und endomysialer
mononukledrer Zellinfiltration (b). e (Musculus triceps brachii, Longitudinalschnitt; Inset: Musculus biceps femoris,
Querschnitt): Verzweigung/Splitting von Muskelfasern. f (Zwerchfell, Lingsschnitt): Interstitielle Fibrose (blaue Fir-
bung). g (Herzmuskulatur, linker Ventrikel, Lingsschnitt): Unauffillige Histomorphologie (modifiziert nach KLymiuk
et al. 2013, mit Erlaubnis von Oxford University Press).
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2.4 DMD-Schweine zeigen einen fulminanten Verlauf der Muskeldystrophie

DMD-Schweine verschiedener Altersstufen und jeweils gleichaltrige WT-Kontrollen wurden
systematischen pathologischen Analysen unterzogen. Dabei zeigten die DMD-Schweine
eine blasse feuchte Skelettmuskulatur mit multifokalen, vor allem im Zwerchfell und in der
Interkostalmuskulatur vorkommenden, beige-aufgehellten Arealen. AuBlerdem wurden bei
der histologischen Untersuchung typische myopathologische Befunde, dhnlich den Befunden
bei der humanen Duchenne-Muskeldystrophie, erhoben. Sowohl Schweregrad als auch Aus-
mal der Verdnderungen nahmen mit steigendem Alter zu (Abb. 2B), wobei Zwerchfell, Kehl-
kopf- und Interkostalmuskulatur besonders schwer betroffen waren. Es gab jedoch keine
histopathologischen Befunde, die auf eine Involvierung des Myokards/Herzmuskels deute-
ten. Insgesamt sprechen die klinischen und pathologischen Untersuchungen fiir eine, im Ver-
gleich zur DMD des Menschen, beschleunigte progressive Muskeldystrophie bei DMD-
Schweinen.

2.5 Altersabhdingige Transkriptomverdnderungen in der Skelettmuskulatur
von DMD-Schweinen

Um einen Einblick in die molekularen Verinderungen der DMD beim Schwein zu gewinnen,
fiihrten wir Transkriptom-Untersuchungen der Skelettmuskulatur von 2 Tage alten (n = 4) und
3 Monate alten DMD-Schweinen (n = 3) sowie altersentsprechenden WT-Kontrollen (jeweils
n = 3) durch. Die Transkriptomverinderungen bei 3 Monate alten DMD-Schweinen stimmten
sehr gut mit den Befunden von Genexpressionsstudien humaner DMD-Muskulatur iiberein.
Eine Gen-Ontologie-Analyse der Transkripte mit vermehrter Abundanz bei 3 Monate alten
DMD-Schweinen wies auf degenerative und regenerative Prozesse, eine Entziindungsreaktion
sowie auf eine Umbildung der extrazelluldren Matrix und eine Fibrose hin. Dagegen war die
Abundanz von Transkripten stoffwechselrelevanter Gene in der Skelettmuskulatur der DMD-
Schweine vermindert. Die Transkriptomveridnderungen der Skelettmuskulatur von 2 Tage alten
DMD-Ferkeln wiesen dagegen Ahnlichkeiten mit denen einer Uberlastungsmyopathie auf.
Dieser Befund steht im Einklang mit einer bereits frither formulierten Hypothese, dass me-
chanische Schidigungen der Muskelzellen in Friihstadien der Duchenne-Muskeldystrophie
eine wichtige Rolle spielen (Ubersicht in BLAKE et al. 2002). Beim Schwein kommt dies mog-
licherweise stirker zum Tragen als bei anderen Spezies, da neugeborene Ferkel als Nestfliichter
kurz nach der Geburt einen Grofiteil ihrer Muskeln mechanisch belasten. Ein weiterer Faktor,
der fiir den fulminanten Verlauf der Muskeldystrophie des DMD-Schweins eine Rolle spielen
konnte, ist das schnelle Muskelwachstum durch Hypertrophie der Muskelfasern.

3. Schlussfolgerungen und Ausblick

Das DMD-Exon 52-defiziente Schwein (KLYMIUK et al. 2013) erscheint als Bona-fide-Modell
fiir die humane Duchenne-Muskeldystrophie. Das vollstindige Fehlen von Dystrophin ent-
spricht der Situation beim GroBteil der DMD-Patienten (KERR et al. 2001). Weitere Uberein-
stimmungen sind das reduzierte Vorkommen Dystrophin-assoziierter Proteine, die erhohten
Serum-Kreatinkinase-Werte und die progressive Muskeldystrophie, die sich sowohl klinisch
als auch bei den pathologischen wie auch histologischen Untersuchungen bestitigen lief3. Im
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Vergleich zu DMD-Patienten ist der Verlauf der Muskeldystrophie bei den DMD-Schweinen
jedoch stark beschleunigt. Dies bietet die hervorragende Moglichkeit bereits friithzeitig die Ef-
fizienz von Therapieansitzen zu priifen. Da ménnliche DMD-Schweine vor Erreichen der
Zuchtreife sterben und daher nicht durch Zucht vermehrt werden konnen, arbeiten wir derzeit
an der Generierung heterozygoter (DMD"****"**) weiblicher Tiere. Die Hilfte ihrer Nachkom-
men sollte die DMD-Mutation erben, von denen die ménnlichen Tiere fiir Behandlungsstudien
und die weiblichen Tiere fiir die Propagation der Linie iiber Zucht verwendet werden konnen.
Damit sollte es mittelfristig moglich sein, ausreichend viele DMD-Schweine fiir die Entwick-
lung und Testung neuer Therapien fiir die Duchenne-Muskeldystrophie, wie Exon-Skipping,
Gen- und Stammzelltherapien, bereitzustellen.
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Die Frage ,,Wie wurde ich zu der Person, die ich bin?* betrifft jeden ganz unmittelbar.
Der Band zeigt die Bedingungen, Prozesse und Einflussfaktoren auf, die uns in der In-
teraktion mit unserer Umwelt zu einzigartigen Individuen werden lassen. Er behandelt
unser gegenwértiges Wissen iiber die natiirlichen und kulturellen Wurzeln menschlicher
Individualitédt aus verschiedenen Perspektiven, die von der Humangenetik und Neuro-
biologie iiber die Psychologie und die Verhaltens- bzw. Kognitionswissenschaften bis
hin zu Philosophie, Wissenschaftsgeschichte und Ethik reichen. In der Sicht der klassi-
schen Bio- und Gesellschaftswissenschaften determiniert die im Genom des Menschen
gespeicherte Information im Laufe der friithen Ontogenese den Aufbau des Gehirns, das
so entstandene Gehirn schafft den Geist, und durch die Interaktion von Individuen ent-
stehen gesellschaftliche Strukturen. Diese lineare Kausalititskette ist aber nach unseren
heutigen Erkenntnissen keineswegs vollstandig. Gesellschaftliche Strukturen wirken auf
das Denken von Individuen zuriick, sodass sich Geist und Gesellschaft reziprok beein-
flussen. Unser Denken beeinflusst auch unser Gehirn. Neuronale Prozesse wirken auf
die Aktivitidtsmuster des Genoms zuriick. Genom und Gesellschaft interagieren. Geist
und Genom stehen ebenfalls in einem Wechselspiel. Der Komplexitét dieses Netzwerks
aus Geist — Gehirn — Genom — Gesellschaft spiirt der Band in vielen Facetten auf aktu-
ellem Wissensstand nach.
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Konsequenzen artifizieller mitochondrialer
Heteroplasmie im Tiermodell

Jorg BURGSTALLER und Gottfried BREM ML, WM OAW (Wien, Osterreich)

Mit 2 Abbildungen und 1 Tabelle

Zusammenfassung

Erkrankungen, denen Mutationen der mitochondrialen DNA (mtDNA) zugrunde liegen, spielen beim Menschen mit
einer Hdufigkeit von bis zu 1 in 5000 eine wichtige Rolle. Bei (Haus-) Tieren gibt es dagegen, wahrscheinlich weil
die Diagnose schwierig ist und daher selten gestellt wird, nur sehr wenige Fille. Die mtDNA befindet sich in jeder
kernhaltigen Zelle in einigen hundert bis tausend Kopien. mtDNA wird nur maternal vererbt, wodurch sich in jeder
Zelle normalerweise nur ein Typ von mtDNA befindet (Homoplasmie). Kommt es zu pathologischen Mutationen,
fiihren diese ab einem Schwellenwert von ca. 70 % mutierter DNA (Heteroplasmie; Wildtyp und mutierte mtDNA
gemeinsam in einer Zelle) zu Erkrankungen. Betroffen sind meist post-mitotische Gewebe wie das Zentralnerven-
system und die Muskulatur. Da diese Erkrankungen nur palliativ behandelt werden konnen, spielen Tiermodelle bei
der Erforschung priklinischer Therapieversuche eine grofe Rolle. Da die mtDNA noch nicht gezielt gentechnisch
verdndert werden kann, resultieren bei der Erstellung von Tiermodellen grole Probleme. /n vivo wird systematisch
hauptsidchlich an Mdusen geforscht, doch bisher gibt es nur wenige Mausmodelle, die eine humane Erkrankung exakt
modellieren.

Abstract

Mitochondrial DNA (mtDNA) based diseases are relatively common in human medicine, with an incidence of 1 in
5000. However, in domestic and farm animals very few cases are reported, most likely because diagnostic procedures
are demanding and difficult, and, therefore, these diseases are prone to be missed by routine diagnosis. mtDNA is
present in every nucleated cell in several hundred to several thousand copies. mtDNA is strictly maternally inherited,
which leads to homoplasmy, i.e. only one type of mtDNA existing in a cell. mtDNA shows a high mutation rate, and
once a threshold of 70 % mutated mtDNA is reached (heteroplasmy, i.e. wild-type and mutated mtDNA are simulta-
neously present in the cell) the disease manifests itself. Typically post-mitotic tissues like central nervous system or
muscle are affected. As these diseases can currently only be treated palliatively, animal models play an important
role for testing new preclinical treatments. Currently the creation of new animal models is hampered by the impos-
sibility of genetic engineering of mtDNA. Systematic in vivo studies are mainly performed with mouse models, how-
ever only few models exactly mirror human diseases.

1. Die mitochondriale DNA

Jede hohere eukaryotische Zelle besitzt neben dem Kerngenom auch mitochondriale DNA
(mtDNA), welche in den Mitochondrien lokalisiert ist und in einigen hundert bis einigen tau-
send Kopien pro Zelle vorkommt. Eizellen enthalten bis zu einigen 100 000 mtDNAs (WAl et
al. 2010). Die mtDNA codiert fiir 13 Schliisselproteine der Atmungskette sowie fiir eigene ri-
bosomale und Transfer-RNAs (SHOUBRIDGE 2000). In den Mitochondrien ist die mtDNA in
der mitochondrialen Matrix lokalisiert, wo sie an der inneren Membran befestigt ist und durch
spezielle Proteine dicht gepackt und vor Sauerstoffradikalen geschiitzt wird. In diesen soge-
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nannten Nukleoiden befinden sich nach neuesten Erkenntnissen nur ein bis zwei (KUKAT et
al. 2011), anstatt wie bisher angenommen bis zu zehn mtDNAs (GILKERSON 2009). Den Nu-
kleoiden kommt eine wichtige Rolle wihrend der stindig stattfindenden Teilungen und Fu-
sionen von Mitochondrien zu. In jedem neu gebildeten Teil eines Mitochondriums muss sich
mindestens ein Nukleoid befinden (GILKERSON 2009).

Die mtDNA wird bei Sdugetieren rein maternal vererbt, die Mitochondrien im Mittelstiick
der Spermien sind ubiquitiniert (SUTOVSKY et al. 1999, 2000) und damit zum Abbau markiert
(AL Rawi et al. 2011, CumMINs et al. 1998, DELuUcA und O’FARRELL 2012, SATO und SATO
2011, SHITARA et al. 2000), sobald die Befruchtung stattgefunden hat. Paternale mtDNA findet
man nur in abnormalen Embryos oder in Interspezies-Kreuzungen (GYLLENSTEN et al. 1991,
St JouN et al. 2000). Moglicherweise wird die mtDNA im Spermium sogar schon vor der Be-
fruchtung abgebaut (Luo et al. 2013). Ein einzelner Fall von paternaler Vererbung von mtDNA
beim Menschen ist bekannt (SCHWARTZ und VISSING 2002).

Die streng maternale Vererbung der mtDNA fiihrt dazu, dass in jeder Zelle normalerweise
nur identische mtDNAs vorkommen. Dieser Zustand wird als Homoplasmie bezeichnet.

2. mtDNA-Heteroplasmie

Wiihrend mtDNA-Homoplasmie der ,,Normalzustand* eines Sdugetiers ist, kommt es aber
trotzdem vor, dass Zellen zwei unterschiedliche Populationen von mtDNA beinhalten. Dieser
Zustand wird ,,Heteroplasmie* genannt. Die Griinde dafiir sind physiologischerweise stindig
auftretende Spontanmutationen. Ihre Beteiligung am Alterungsprozess ist noch unklar
(SONDHEIMER et al. 2011). Allerdings konnen solche Mutationen auch in der Keimbahn auf-
treten, so dass Heteroplasmie auch ,,geerbt” werden kann. Es wird geschitzt, dass jeder
Mensch im Gewebe ein geringes Maf} (0,2 bis 2 %) an Heteroplasmie aufweist (PAYNE et
al.2013). In dieser Studie wurde auch gezeigt, dass viele dieser Mutationen vererbt werden
(ca. 40 %).

Heteroplasmie entsteht auch bei assistierten reproduktionsmedizinischen Methoden: Bei
Tieren wird wihrend des Klonierens zusammen mit dem Zellkern auch Zytoplasma und damit
mtDNA in die Eizelle iibertragen (STEINBORN et al. 2000). Beim Menschen wurde versucht,
mittels Ubertragung von 5 bis 15 % des Ooplasmas einer fertilen Eizelle die Entwicklungsfi-
higkeit einer nicht-fertilen zu steigern, was in den Nachkommen zu Heteroplasmie fiihrte
(BARRITT et al. 2001).

3. Mitochondriale Erkrankungen bei Mensch und Tier

Es wird angenommen, dass unterschiedliche mtDNA-Haplotypen sowohl beim Menschen als
auch beim Tier Anpassungen an bestimmte Lebensrdume darstellen (NING et al. 2010, WAL-
LACE und CHALKIA 2013). Nicht alle Mutationen sind (zumindest in bestimmten Lebensréiu-
men) von Vorteil oder neutral, es gibt auch viele, die sich negativ auswirken. Obwohl die
meisten schon in der Keimbahn durch einen ,,Reinigungsmechanismus* eliminiert zu werden
scheinen (STEWART et al. 2008), kommt es immer wieder zu Erkrankungen, die auf Mutationen
der mtDNA basieren. Diese konnen de novo entstehen und/oder vererbbar werden (PAYNE et
al. 2013).
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Wiihrend solche Erkrankungen beim Menschen relativ hidufig sind (PouLtoN et al. 2010), gibt es
bei Tieren nur wenige Berichte. Das liegt vermutlich nicht daran, dass diese Erkrankungen bei
Tieren nicht auftreten, sondern an der schwierigen und aufwéndigen Diagnostik. Obwohl alle
mtDNA-Mutationen auf irgendeine Art die Atmungskette beeinflussen und man daher auf ein
einheitliches klinisches Bild schliefen kdnnte, zeichnen sich mitochondriale Erkrankungen durch
eine Vielfalt von Symptomen aus. Prinzipiell sind durch die Storung der Atmungskette meist
jene Organe, die einen erhohten Energiebedarf aufweisen, wie das zentrale und periphere Ner-
vensystem und die Muskulatur (HOLMGREN et al. 2003, WALLACE 1999), am stéirksten betroffen.
Doch auch Leber, Niere, Darm und Sehnerv werden oft primér oder sekundir geschadigt.

Dariiber hinaus treten mtDNA-basierte Erkrankungen meist nicht homoplasmatisch auf,
sondern auch bei einer Mischung aus mutierter- und nicht-mutierter mtDNA in den Zellen.
Erst ab einem Schwellenwert von ca. 70 % mutierter mtDNA treten klinische Symptome auf
(JEPPESEN et al. 2006). Dieser Dosiseffekt des (organspezifischen) Grades der Heteroplasmie
erschwert eine zuverldssige Diagnose weiter. Es ist auch ein Fall einer dominanten mtDNA-
Mutation mit einem Schwellenwert von nur ca. 4 % mutierter mtDNA bekannt (SACCONI et
al. 2008).

Beim Tier werden mtDNA-basierte Erkrankungen sehr selten beobachtet. Sie wurden bei
Ratten (MATHEWS et al. 1995), Shetland Sheepdogs und Australian Cattle Dogs (L1 et al. 2006)
und Golden Retriever (BARANOWSKA et al. 2009) beschrieben. Im Gegensatz dazu treten diese
Erkrankungen beim Menschen — je nach Quelle — mit einer Inzidenz von 1 in 300 (MANWARING
etal.2007) bis 1 in 14000 (CHINNERY et al. 2000) auf. Die Mehrheit dieser Erkrankungen tritt
heteroplasmatisch auf, weshalb sich viele Forscher auf Methoden konzentrieren, die mutierte
mtDNA zugunsten der nicht-mutierten in vivo zuriickzudringen (PouLTON et al. 2010).

4. Heteroplasmatische Tiermodelle

Da es sehr wenige spontan entstandene Tiermodelle mitochondrialer Erkrankungen gibt, wird
versucht, diese kiinstlich herzustellen — hauptséchlich als Modelle fiir humane Erkrankungen
und in der Grundlagenforschung (FARRAR et al. 2013, TYYNISMAA und SUOMALAINEN 2009).
Leider gibt es bei der mtDNA derzeit keine Moglichkeit des ,,genetic engineerings*, d. h., in
die mtDNA konnen keine gezielten Mutationen eingefiihrt werden (FARRAR et al. 2013). Es
gibt prinzipiell nur zwei ,,Typen* von mtDNA-Modellen:

— natiirliche mtDNA-Haplotypen, die sich je nach genetischer Verwandtschaft in einer un-
terschiedlichen Anzahl von Einzelbasenaustauschen (SNPs) unterscheiden; und

— mtDNA, die auf irgendeine Weise (in vivo in somatischen Zellen oder in vitro in Zellkultur)
zufdllig mutiert ist.

Das bekannteste Beispiel fiir ein heteroplasmatisches Tiermodell mit zwei physiologischen
mtDNAs ist das ,,New Zealand Black (NZB)/Common Inbred Strain (CIS)“-Modell, das erst-
mal 1996 publiziert wurde (JENUTH et al. 1996). Wihrend die meisten Laborméuse fast idente
mtDNAs haben, da sie von wenigen Muttertieren abstammen (Goios et al. 2007), ist der NZB-
Stamm eine Ausnahme. Deshalb wurde die NZB-mtDNA in mehreren Modellen mit CIS-
mtDNA gemischt, um die Grundziige der mtDNA-Vererbung zu erforschen. Ein Grofiteil des
heutigen Wissens iiber mtDNA-Segregation wurde mit diesem Modell erarbeitet. Einen Uber-
blick iiber die verwendeten Modelle gibt Tabelle 1.
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Tab. 1 Heteroplasmatische Tiermodelle mit physiologischer mtDNA

Spezies mtDNA- Spezies Methode Gewebe Physiologie Referenz

Maus NZB + BALB/cBy]  Zytoplasten-  Leber, Niere, nicht analysiert ~ JENUTH et al. 1997
M. m. domesticus fusion Blut, Milz

Maus NZB +129S6 Zytoplasten- ~ Leber, Niere, verindertes SHARPLEY et al.
M. m. domesticus fusion Milz, Pankreas Verhalten 2012

Maus NZB + BALB/cBy]  Zytoplasten-  nicht analysiert Blutwerte ACTON et al. 2007
M. m. domesticus fusion verindert,

Bluthochdruck

Maus Hausmiuse aus Ooplasma- 12 verschiedene nicht analysiert ~ BURGSTALLER et al.
Wildfingen transfer Organe (mit ver- 2014
+ C57/BL6N schiedenen Segre-
3xM. m. domesticus gationsmechanis-
1xM. m. musculus men)

Maus RR + C57BL/6 Blastomer- alle, verglichen nicht analysiert ~ TAKEDA et al. 2000
M. m. molossinus/ fusion mit post-mitoti-
M. m. domesticus schem Gewebe

Maus JF1+ C57BL/6 Kerntransfer ~ Leber; verglichen nicht analysiert ~ INOUE et al. 2004
M. m. molossinus/ mit Gehirn
M. m. domesticus

Schwein Meishan + Kerntransfer ~ Leber; verglichen nicht analysiert ~ TAKEDA et al. 2006
Landrasse mit Milz, Ohr,
S. vittatus Blut
S. scrofa

Rind Zebu + Ooplasma- Fetus (B. p. indicu- nicht analysiert ~ FERREIRA et al.
Taurines Rind transfer mtDNA wiihrend 2010
B. p.indicus/ der Trichtigkeit
B. p. taurus reduziert)

Wihrend mtDNA nicht gerichtet genetisch verindert werden kann, ist es moglich, mutierte
mtDNA von z. B. Kérperzellen oder Zellkulturzellen fiir In-vivo-Modelle zu nutzen. Dazu wer-
den die Zellen entkernt und mit Zellkulturzellen oder embryonalen Stammzellen, aus denen vor-
her ebenfalls die mtDNASs entfernt wurden, z. B. mit Rhodamine-6G (LIN et al. 2012), fusioniert.
Aus diesen Zelllinien, die nun die gewiinschte mtDNA enthalten, kann dann tiber die Generie-
rung von Chimdren (LIN et al. 2012) oder direkt iiber Aggregation mit Embryonen (INOUE et al.
2000) wieder eine Mauslinie erstellt werden. Diese enthilt die gewiinschte (mutierte) mtDNA
dann homoplasmatisch oder heteroplasmatisch. Eine interessante Alternative dazu sind Méuse
mit einer mutierten mitochondrialen Polymerase (,,Mutator-M&use*), die dazu fiihrt, dass in die-
sen Méusen die mtDNA stiindig mutiert. Durch Riickkreuzung mit Wildtyp-Méiusen entstehen
Mauslinien, die einerseits mutierte mtDNA aufweisen, andererseits aber wieder genetisch stabil
sind. Die zufilligen Mutationen konnen dann untersucht werden (FREYER et al. 2012).

5. Segregation der mtDNA in heteroplasmatischen Tiermodellen

Sind in einer Zelle zwei mtDNA-Typen vorhanden, kann das Verhiltnis zwischen den beiden
Typen iiber lange Zeit konstant bleiben oder aber sich dramatisch dndern. Prinzipiell unterliegen
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Mitochondrien bzw. die mtDNA einem gewissen ,,Umsatz*, d.h., sie werden, je nach Gewebe,
innerhalb von Tagen bis Wochen (oder sogar Jahren) erneuert. Es ist unklar, ob dieser Umbau
zufillig erfolgt oder bevorzugt geschiddigte Mitochondrien abgebaut werden. In der Keimbahn
scheint es eine gewisse ,,Reinigungsfunktion® gegen mutierte mtDNAS zu geben, wobei unklar
ist, ob diese auf zelluldrer oder mitochondrialer Ebene funktioniert. Bei Mausen, die eine
schwere heteroplasmatische ND6-Mutation aufwiesen, wurde beobachtet, dass diese innerhalb
von vier Generationen verschwand, wihrend eine mildere COI-Mutation vererbt wurde (FAN
et al. 2008). Kiirzlich wurde bei heteroplasmatischen Drosophila melanogaster, die eine tem-
peratur-sensitive COI-Mutation hatten, gezeigt, dass die Auswahl der ,.fitten* Mitochondrien
vermutlich auf bevorzugter Vermehrung nicht-mutierter mtDNA beruht, also innerhalb der
Zelle, was einen wichtigen Befund zum Verstindnis der Segregation darstellt (HILL et al. 2014).

Das Auftreten von mtDNA-basierten Erkrankungen zeigt jedenfalls, dass dieser Reini-
gungsmechanismus nicht zu vollstdndig funktioniert. Deshalb wird versucht, zur Therapie he-
teroplasmatischer Erkrankungen das Verhiltnis zwischen mutierter und nicht-mutierter DNA
zugunsten der gesunden mtDNA zu verschieben. Leider ist liber die Mechanismen der mito-
chondrialen ,,Segregation®, also der Verschiebung im Verhéltnis zweier mtDNA-Typen, sehr
wenig bekannt. Prinzipiell erzeugt ein zufilliger Umbau der mtDNA in der Zelle eine be-
stimmte Fluktuation im Verhiltnis zweier mtDNAs, wobei zufillige ,,Drift* ausreicht, um in
einer Zelle nach einer bestimmten Zeit einen der beiden mtDNA-Typen zu fixieren.

Bei vielen heteroplasmatischen mtDNA-Erkrankungen und auch bei heteroplasmatischen
Tiermodellen, gibt es einen gerichtete Drift, bei der sich (oft nur in bestimmten Geweben) ein
Typ von mtDNA durchsetzt. Das bekannteste Beispiel ist das bereits erwihnte NZB-Maus-
modell, bei dem sich die NZB-mtDNA gegeniiber der CIS-mtDNA in der Leber durchsetzt,
aber im Blut zuriickgeht. Da dhnliche Effekte auch bei anderen Tierarten beobachtet wurden
(Tab. 1), ist wahrscheinlich, dass sie auch beim Menschen auftreten konnen. Deshalb wird
derzeit versucht, durch gezielte Belastung (Sport), spezielle Erndhrung oder durch Gabe von
Medikamenten das Verhiltnis der mtDNASs in diesen Modellen zu verschieben, um so Einbli-
cke in die zugrunde liegenden Mechanismen zu bekommen und um Therapieansitze fiir die
Medizin zu finden.

6. Eigene experimentelle Ansétze

Die stirksten Segregationseffekte treten beim schon erwidhnten NZB-Mausmodell auf. Inner-
halb einiger Wochen bis Monate setzt sich in der Leber und Niere dieser Mause die NZB-
mtDNA und im Blut und der Milz die CIS-mtDNA durch (JENUTH et al. 1997). Dies passiert
fast unabhéngig vom Kerngenom. Durch Kreuzung und Riickkreuzung mit einer anderen Sub-
spezies (Mus musculus castaneus) konnte der Effekt im hdmatopoietischen Gewebe auf ein
Protein, Gimap3, zuriickgefiihrt werden (JOKINEN et al. 2010). Wihrend also im Blut der Me-
chanismus ansatzweise bekannt ist, ist dies in der Leber und Niere nicht der Fall.

Da dieses Modell das einzig gut Untersuchte war, war unsicher, ob diese Segregations-
effekte eine Ausnahme sind, oder sie bei einer Vermischung von ,,physiologischen®, also
nicht pathologisch mutierten, aber genetisch unterschiedlichen mtDNAs immer auftreten.
Das Hauptproblem war die geringe mtDNA-Variabilitit bei Laborméusen, da sie von nur
sehr wenigen Muttertieren abstammen. Um dieses Problem zu umgehen, haben wir in Zu-
sammenarbeit mit Prof. Jaroslav PIALEK (Tschechische Akademie der Wissenschaften) die
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mtDNA von wildlebenden Hausmaiusen in Osterreich, Deutschland, der Schweiz und Frank-
reich untersucht. Dabei konnten wir zeigen, dass in der wildlebenden Mauspopulation, wie
vermutet, eine gro3e Variabilitit unter den mtDNAs herrscht, und sie, wie in Abbildung 1A
zu sehen, genetisch in drei Gruppenclustern (mit der mtDNA der Subspezies M. m. musculus
als viertem Cluster) vorkommen.

Mittels Ooplasmatransfer wurden Mitochondrien (Ooplasma) von jeweils einem Cluster
in jeweils eine Eizelle der Labormaus C57BL/6N (B6) gebracht. Die vier daraus resultierenden
Modelle besitzen also den Kern der B6-Maus, sind aber heteroplasmatisch ein Mix aus B6
und jeweils einer Wildmaus-mtDNA (Abb. 1B).
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Abb. 1 Verwendung der natiirlichen mtDNA-Variabilitit fiir Mausmodelle. (A) Phylogenetische Analyse von 22 neu
sequenzierten Mitogenomen. Die mtDNA von Mausstimmen, deren Ursprungstiere aus Osterreich, Deutschland, der
Schweiz und Frankreich stammen, wurden vollstindig sequenziert. Die Genome teilen sich in vier Cluster, wobei
das vierte einer anderen Subspezies (Mus musculus musculus) angehort. Die vier Linien, die zur Herstellung der
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Diese Modelle wurden iiber zwei Jahre beobachtet. Es zeigte sich, dass in allen vier Mo-
dellen gewebsspezifische Segregationseffekte @hnlich denen im NZB-Modell auftraten. In-
teressanterweise waren diese Effekte stirker, je groB3er der genetische Unterschied zwischen
den beiden mtDNA-Haplotypen war. Diese Daten machen es, zusammen mit dem NZB-
Modell und Beobachtungen beim Rind und Schwein (Tab. 1), sehr wahrscheinlich, dass
diese Effekte eher die Regel als die Ausnahme darstellen, und — da sie bei mehreren Sduge-
tieren beobachtet wurden — auch beim Menschen auftreten konnten. Da bei verschiedenen
assistierten Reproduktionstechniken im Humanbereich Ooplasma- bzw. Karyoplasttransfer
eingesetzt wird, sollten diese Effekte in Zukunft beriicksichtigt werden (BURGSTALLER
et al.2014).

Eine genaue Untersuchung der vier Mausmodelle zeigte unterschiedliche Segrega-
tionsmechanismen. Wihrend sich im ST-Modell (ST) die Wildmaus-mtDNA in fast allen
untersuchten Geweben durchsetzte, passierte das im BG-Modell (BG) nur in Geweben mit
hohem Zellumsatz wie z. B. Darmschleimhaut, Haut und Blut. Interessanterweise wurde
auch Segregation in post-mitotischem Gewebe wie Herz (HB) und Muskel (HB und ST) ge-
funden. Dieser Befund ist deshalb wichtig, da sich mitochondriale Erkrankungen hauptsich-
lich in diesen Organen zeigen und diese Effekte dadurch fiir die Humanmedizin relevant
sind.

Noch am wenigsten untersucht ist die Kinetik mitochondrialer Segregation. Prinzipiell
geht man davon aus, dass sich das Verhiltnis zweier mtDNA-Typen konstant iiber die Zeit
dndert, wie das z. B. beim humanen MELAS (Mitochondrial Myopathy, Encephalomyopathy,
Lactic Acidosis, Stroke-like Episodes)-Syndrom (GoTo et al. 1990) der Fall ist. Allerdings ist
kontraintuitiv, dass Entwicklungsfaktoren wie Organwachstum, Stoffwechseldnderungen oder
Seneszenz keinen Einfluss auf Zell- oder mtDNA-Umsatz und damit auf die Segregationsrate
haben sollten.

Tatséchlich finden sich in unseren Modellen drei verschiedene Segregationskinetiken. In-
teressanterweise alle in der Leber (Abb. 2). In den meisten Organen kam es, wie in Abbildung
2B zu sehen, zu einer konstanten Veridnderung. Dies entspricht dem derzeitigen Wissensstand.
Doch wurden auch zwei Kinetiken beobachtet, die, wie vermutet, mit dem Alter, genauer ge-
sagt der Entwicklungsstufe, korrelierten. In der ersten kommt es bis zum postnatalen (P) Tag
51 (+26) zu einem starken Anstieg der Wildmaus-mtDNA, danach flacht der Anstieg ab (Abb.
20C). Das entspricht der Organogenese der Leber, in der die Zellzahl rasch bis zum P 30 zu-
nimmt und am P 60 ein Plateau erreicht (EPSTEIN 1967, SAKATA et al. 1996). Eine dhnliche
Ubereinstimmung wurde auch fiir den Herzmuskel gefunden. In der zweiten Segregations-
kinetik kommt es ebenfalls zu einem starken initialen Anstieg der Wildmaus-mtDNA, jedoch
flacht dieser viel spiter, erst um den 8. Lebensmonat, ab und wird also nicht vom Wachstum
beeinflusst (Abb. 2D).

Mausmodelle verwendet wurden, sind rot markiert. Die Anzahl der Basenaustausche bzw. Aminosiuresubstitutionen
im Vergleich zu C57BL/6N ist unter der Linienabkiirzung (LE, BG, HB, ST) angegeben. Blau: Labormausstimme.
(B) Herstellung der heteroplasmatischen Mausmodelle. Mitochondrien (Ooplasma) von jeweils einer Maus jeden
Clusters (siehe A, rot markiert) wurden in eine Eizelle der Labormaus C57BL/6N gebracht. Die daraus resultierenden
vier Foundertiere (eines ist exemplarisch dargestellt) beinhalten dadurch den Zellkern von C57BL/6N und sind he-
teroplasmatisch mit C57BL/6N und jeweils einer Wildmaus (LE, BG, HB oder ST)-mtDNA. Die weiblichen Foun-
dertiere vererben die Heteroplasmie auf ihre Jungtiere.
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Abb. 2 Abhiingigkeit der mtDNA-Segregation von Haplotyp und Alter des Tieres. Exemplarische Anderung des Ver-
hiltnisses zweier mtDNA-Haplotypen iiber die Zeit in der Leber der vier Mausmodelle (BG, LE, HB, ST). Die x-
Achse zeigt das Alter der Maus (beginnend mit der Befruchtung), die y-Achse die mtDNA-Heteroplasmie. Jeder
Punkt entspricht dem Wert einer Maus. Ein positiver Wert bedeutet Zunahme der Wildmaus-mtDNA, ein negativer
Wert Zunahme der C57BL/6N-mtDNA. Wihrend bei zwei zueinander neutralen mtDNA-Haplotypen keine Anderung
iber die Zeit sichtbar wird (A), nimmt bei drei Modellen die Wildmaus-mtDNA stark zu (B-D). Bei (B) ist dieser
Anstieg konstant, bei (C) und (D) erfolgt er unterschiedlich lange, zuerst stark und flacht dann ab. Diese altersabhin-
gige Anderung der Segregationsgeschwindigkeit (mit Pfeil markiert) wurde in dieser Studie erstmalig beobachtet.
Modifiziert nach BURGSTALLER et al. 2014.

Eine mogliche Erklirung dafiir wiren Anderungen im Metabolismus alter Miuse. Die
mtDNA-Kopienzahl pro Kerngenom in der Leber nimmt ab dem 2. bis 5. Lebensmonat
ab (MAsuYAMA et al. 2005), was durchaus mit diesem Ergebnis korrelieren konnte. Weitere
Untersuchungen sind aber notwendig, um den Mechanismus dieser Kinetiken aufzuklédren.

7. Ausblick

Derzeit wird in der Humanreproduktion geplant, die Vererbung mtDNA-basierter Erkrankun-
gen durch Kerntransfer (Karyoplast- oder Spindeltransfer) zu verhindern. Nach Klidrung heftig
diskutierter ethischer Bedenken (BAYLIS 2013, MiTALIPOV und WOLF 2014) stehen diese Me-
thoden kurz vor dem klinischen Testeinsatz. Da es dabei immer auch zu einem minimalen
Ooplasmatransfer kommt, sind Tiermodelle zu diesem Thema derzeit wieder in den Fokus des
Interesses geriickt. Weiterhin erleichtern die immensen Fortschritte in der Sequenziertechnik
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die Suche nach mtDNA-Mutationen und machen es damit (fast) moglich, maB3geschneiderte
Mutationen in vivo oder in vitro zu finden und so neue Tiermodelle herzustellen. Dadurch
wird es moglich, neue Therapieformen besser zu testen. Kombiniert man das NZB-Mausmo-
dell mit den von uns entwickelten Modellen, gibt es fiinf systematisch untersuchte, physiolo-
gische mtDNA-Kombinationen. Jede dieser Kombinationen zeigte unterschiedliche Segre-
gationsmuster. Um auf die zugrunde liegenden Mechanismen zu kommen, wird es notwendig
sein, bestimmte vermutete Einflussfaktoren, wie mtDNA-Umbau, -Metabolismus usw., gezielt
zu beeinflussen und die Auswirkungen zu beobachten. Weiterhin lassen sich aus den bis jetzt
verwendeten mtDNA-Haplotypen zehn neue Kombinationen herstellen, die weitere interes-
sante Ergebnisse zeigen und damit Hinweise auf den Einfluss von mtDNA-Haplotypen auf
die Segregation liefern wiirden.
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Intuitiv weil} ein jeder, was ein Risiko ist, aber man tut sich schwer, wenn man das Pha-
nomen genau fassen mochte, denn es hat sehr viele Facetten. Der Risikobegriff hat in
den letzten Jahrzehnten eine grofe Karriere gemacht. Das Thema ,,Risiko* ist jedoch so
alt wie die Menschheit selber. Es begleitet das Leben jedes Einzelnen wie auch das von
Gruppen oder ganzen Staatengemeinschaften. Der Band mit den Beitrdgen des Leopol-
dina-Meetings ,,Risiko: Erkundungen an den Grenzen des Wissens* offenbart die Spann-
breite und Komplexitit des Begriffs Risiko: Mag sich das Leben mit dem Risiko, mit
dem unbekannten Wagnis, mit der unbedachten Gefahr in den frithen Jiger- und Samm-
ler-Kulturen noch auf die Abhidngigkeit von einer nur bedingt einzuschétzenden natiirli-
chen Umwelt beschrinkt haben, so hat sich dies mit der zunehmenden zivilisatorischen
und technischen Entwicklung auBerordentlich erweitert: Der von Nobelpreistriger Paul
CRruUTZEN eingefiihrte Begriff des Anthropozdns fiir den gegenwirtigen, erdgeschichtlich
jlingsten Zeitraum beschreibt allzu deutlich, wie stark sich der Mensch als Gestalter und
Veridnderer seines regionalen wie globalen Lebensraumes von der Natur zu emanzipieren
versucht. Die Beitrdge vermitteln verschiedene Zugédnge zum Thema Risiko, die den Pro-
blemkreis der Politik- und Gesellschaftsberatung erschliefen.
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Mutante Modelle und Erbfehler —
das Janus-Gesicht der Signaliibertragung
(Zusammenfassung)

Mathias MULLER ML (Wien)

Jaks (Janus-Kinasen) und Stats (Signal Transducers and Activators of Transcription) bilden
ein schnell agierendes Zwei-Komponenten-Signaltransduktionsmodul zur Kommunikation
zwischen der Zelloberflidche und den Genen des Zellkerns. Diese lineare oder kanonische Jak-
Stat-Signaltransduktion wird von einem breiten Spektrum an Zytokin- und Wachstumsfaktor-
rezeptoren der Zelloberfldche verwendet. Dementsprechend besitzen Jaks und Stats besondere
Bedeutung hinsichtlich der korrekten Entwicklung und einwandfreien Funktion von Organis-
men. Teilweiser oder vollstindiger Verlust und Fehlfunktion von Jak-Stat-Aktivitéten fiihrt
zu ernsten Folgeerscheinungen wie z. B. Entwickungs- und Immundefekten, entziindlichen
Erkrankungen, metabolischen Storungen oder Krebsentstehung.

Der vom Wissenschaftsfonds FWF geforderte Sonderforschungsbereich (SFB) ,,JakStat*
vereint sechs Forschergruppen der Veterindrmedizinischen Universitit Wien, der Universitét
Wien, der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften und der Ludwig-Boltzmann-
Gesellschaft. Der Sonderforschungsbereich (SFB) ,,JakStat® ist in die drei Forschungsbe-
reiche

— Infektion und Immunitét,
— Hématopoietische Entartungen und Tumorimmuniiberwachung sowie
— Kanonische und Nicht-kanonische Mechanismen der Jak-Stat-Aktivitdt organisiert.

Gemeinsam untersucht der SFB Folgeerscheinungen von Jak-Stat-Defekten in vivo in mu-
tanten Mausmodellen im Vergleich zu Patientenproben und zeigt deren mechanistische
und/oder zelluldre Ursachen auf. Die Forschung konzentriert sich auf Statl und Tyk2 in In-
fektionserkrankungen, Tumoriiberwachung, Leukdmieentstehung und nicht-kanonischen
Mechanismen und auf Stat5 und Jak2 in himatopoietischen Entartungen. Die gemeinsamen
Forschungsziele werden durch eine iibergreifende SFB-Struktur zur Organisation zentraler
Plattformen fiir Versuchstierzucht und -haltung, anspruchsvolle Zellkulturtechniken, Bioin-
formatik und Next-Generation-Sequenzierung, externe und interne Kommunikation sowie
von Mafinahmen zur Férderung der Karrieren junger SFB-Mitarbeiterinnen und -Mitarbeiter
unterstiitzt.

Die Jak-Stat-Signaliibertragung ist evolutionédr hoch konserviert und spielt daher auch in
veterindr-relevanten Spezies eine zentrale Rolle. Daher ist forschungsgeleitete Lehre mit dem
Fokus Jak-Stat nachhaltig im Entwicklungsplan der Vetmeduni verankert und kann im Rahmen

179



Mathias Miiller

der Krankheitsbekdmpfung und des Leistungserhalts von Begleit- und Nutztieren studiert wer-
den.
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