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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

In der Nutztierhaltung besteht durch die meist hohe Besatzdichte und dem damit verbundenen
hohen Infektionsdruck permanent die Gefahr eines Krankheitsausbruchs. Tierverluste und
teure Behandlungs- und Medikamentenkosten verursachen hohe Ausgaben bei den
Landwirten.  Gleichzeitig  filhren eine reduzierte  Futterverwertung und die
Leistungsminderung erkrankter Tiere zu einem erhdhten finanziellen Aufwand und damit zu
weiteren finanziellen EinbuBlen. Auf Seiten der Tiere kommt es hervorgerufen durch die
Krankheitssymptome zu einem erhohten Leidensdruck, welcher auch unter dem Aspekt des

Tierschutzes relevant ist.

Bei Schweinen treten oftmals Andmien auf, die entweder priméres Krankheitssymptom sein
konnen oder mit anderen Krankheitssymptomen assoziiert sind. Ferkel entwickeln in
Intensivhaltung héufig eine Eisenmangelandmie, welcher mit speziellen Eisenpréparaten
vorgebeugt werden muss. Auch himorrhagische Erkrankungen, insbesondere des
Verdauungs- und Respirationstrakts sowie starker Parasitenbefall konnen zur Andmie fiihren.
Chronische Allgemeinerkrankungen bewirken iiber die Ausschiittung von Zytokinen eine
verminderte Erythropoese.

Anhand des roten Blutbildes beurteilt der Tierarzt Art und Grad der Andmie und gewinnt
wertvolle Hinweise liber deren Ursache. Dabei miissen auch bei gesunden Tieren genetische
Unterschiede beriicksichtigt werden. Kixmoller et al. (2004) konnten zeigen, dass fiir
verschiedene Parameter des roten Blutbildes bei gesunden Schweinen unterschiedlicher
Rassen verschiedene Referenzwerte angenommen werden miissen. Aber auch im Hinblick auf
den Schweregrad einer Andmie scheint es rasseabhidngige Divergenzen zu geben.
Vorversuche zu der hier vorliegenden Arbeit zeigten, dass Tiere der Rasse Meishan nach
Infektion mit dem Erreger S. miescheriana deutlich geringere Abweichungen im roten

Blutbild aufwiesen als die Vergleichsgruppe von Pietrain-Schweinen.

In der Schweinezucht sind bis heute nur wenige Marker im Zusammenhang mit
Krankheitsresistenz etabliert. Dabei ist es sowohl unter dem 6konomischen Aspekt als auch
aus Sicht der Verbraucher und des Tierschutzes ndtig, die Mdglichkeiten der Selektion auf
resistenz-assoziierte Merkmale voranzutreiben. Aufgrund des Einsatzes von Medikamenten

gerit die Nutztierhaltung immer wieder in den Fokus von Presse, Gesellschaft und Politik.
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Der Verbraucher wiinscht Lebensmittel von ,,gesunden und tiergerecht gehaltenen* Tieren.
Die Freiheit des Fleisches von pathogenen Keimen und Riickstinden bestimmt mehr und
mehr die Akzeptanz der Verbraucher. Um den Einsatz von Medikamenten in der Tiermedizin
senken zu konnen, wird neben der Verbesserung der Haltungsbedingungen auch die Zucht
von krankheitsresistenten Nutztieren als Option angesehen. Die meisten bisher etablierten
Marker assoziieren jedoch hauptsidchlich mit Produktionsmerkmalen. Fiir Merkmale der
Krankheitsresistenz sind bisher nur wenige Marker bekannt. Versuche von Reiner et al.
(2007) im Zusammenhang mit einer experimentellen Infektion mit S. miescheriana bei
Schweinen der Rassen Pietrain und Meishan konnten mehrere QTL identifizieren, die im
Zusammenhang mit der Blutbildung stehen. Gleichzeitig wurden die Gene EPO und EPOR
als Kandidatengene fiir die Blutbildung bestimmit.

Die hier vorliegende Arbeit soll nun einen Beitrag zur Detektion von genetischen Markern im
Hinblick auf die Resistenzen gegeniiber Andmien beim Schwein leisten und die von Reiner et

al. gefundenen QTL ndher eingrenzen.

Im Einzelnen sollen folgende Ziele verfolgt werden:
1. Die molekulare Charakterisierung des Erythropoetin-Gens (EPO) und des
Erythropoetinrezeptor-Gens (EPOR) beim Schwein im Hinblick auf die Variabilitét
im roten Blutbild.
2. Die Eingrenzung von QTLs fiir die Variabilitit im roten Blutbild unter
Beriicksichtigung von EPO und EPOR als Kandidatengene
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2 Literaturiibersicht

2.1 Animie beim Schwein

2.1.1 Definition Animie

Unter einer Andmie versteht man die Verminderung der Erythrozytenzahl,
Hamoglobinkonzentration und / oder des Hamatokrits (Pschyrembel 2002). Andmien kdnnen
bei einem tibermiBigen Blutverlust, bei einer verminderten Erythropoese oder aufgrund eines
verstiarkten Abbaus von Erythrozyten (himolytische Andmie) entstehen. Des Weiteren lassen
sie sich in regenerative und hypoplastische Andmien einteilen. Bei regenerativen Andmien
kommt es zu einem Verlust der reifen Erythrozyten; die Erythropoese durch die
Vorlduferzellen im Knochenmark ist jedoch nicht gestort. Sie wird durch das Vorkommen
einer vermehrten Zahl von Retikulozyten im peripheren Blut charakterisiert. Bei einer
hypoplastischen Andmie ist bereits die Bildung der Erythrozyten im Knochenmark
beeintrachtigt, so dass eine verminderte Zahl an roten Blutzellen heranreift. Eine Andmie

kann akut oder chronisch auftreten.

2.1.2 Diagnostik der Anamie beim Schwein

Bei dem Verdacht auf eine Andmie bei einem oder mehreren Schweinen eines Bestandes, ist
die Blutuntersuchung, insbesondere die Untersuchung des roten Blutbildes das wichtigste
Diagnostikum. Anhand der ermittelten Werte kann nicht nur die Schwere einer Andmie
abgeschdtzt werden, sondern diese auch charakterisiert werden. Evtl. konnen sogar erste
Hinweise auf die Ursache der Andmie gewonnen werden. Wichtige Parameter sind die
Gesamterythrozytenzahl, der Himatokrit, der Hamoglobingehalt und die Erythrozytenindizes
MCH, MCHC und MCV. Die Blutentnahme erfolgt beim Schwein aus der V. jugularis, bei

sehr jungen Tieren auch aus der V. cava cranialis.
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Tabelle 1 Referenzwerte des roten Blutbildes beim Schwein

Erythrozytenzahl 5,8-8,1T/1
Hk 0,33-0,45V1
Hb 6,7 — 9,2 mmol/l
MCHC 19 — 22 mmol/l
MCH 1,0 — 1.3 fmol
MCV 50 -65 fl

(Kraft und Diirr 2013)

2.1.3 Erythropoese

Die mittlere Lebenszeit eines Erythrozyten betrdgt ca. 120 Tage. In regelméfigen Abstédnden,
oder auch vermehrt nach einem groBBeren Blutverlust, werden neue Erythrozyten nachgebildet,
um einen addquaten Sauerstofftransport ins Gewebe zu gewdhrleisten. Die Bildung der
Erythrozyten erfolgt bei adulten Sdugetieren im Knochenmark. Bei Embryonen findet sie
zuerst im Dottersack, ab Mitte der Embryonalzeit hauptsidchlich in der fetalen Leber und zu
einem kleineren Teil auch in der Milz statt. Die Verlagerung der Erythropoese in das

Knochenmark erfolgt im letzten Trachtigkeitsdrittel (Schnorr und Kressin 2011).

Die Bildung der Erythrozyten erfolgt aus einem pluripotenten Stammzellpool. Diese
Stammzellen sind nicht teilungsfihig, sondern konnen sich entweder zu determinierten
lymphoiden Vorlduferzellen, aus denen die Lymphozyten hervorgehen, oder zu
nichtdeterminierten Stammzellen der anderen Blutzellen differenzieren (Abramson 1977).
Diese nichtdeterminierten Stammzellen reifen weiter und werden zu determinierten
myeloiden Vorlduferzellen. Daraus entstehen zu ca. 75 % Erythrozyten und zu ca. 25 %
Leukozyten (Schartl und Arand 2009).

Vorlauferzellen, die zu Erythrozyten heranreifen sollen, differenzieren sich liber das Stadium
der BFU-E (burst forming unit erythroid) und CFU-E (colony forming unit erythroid) zu
Proerythroblasten. Unter den BFU-E unterscheidet man zwischen zwei Subtypen: Einer dieser
Subtypen produziert in relativ kurzer Zeit (3 Tage bei der Maus, 8-10 Tage beim Menschen)
eine geringe Anzahl an Erythroblasten; der andere Subtyp braucht fiir die Produktion von
Erythroblasten ldnger, produziert aber mehrere hundert dieser Zellen (Gregory 1976),
(Gregory und Eaves 1977).
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BFU-E Zellen sind vor allem vom Wachstumsfaktor Interleukin-3 abhdngig; Epo spielt
dagegen nur eine untergeordnete Rolle. Fiir die Aktivierung der BFU-E vom langsamen Typ
wird im Gegensatz zur Aktivierung von CFU-E, die mehr als 100-fache Konzentration von
Epo bendtigt. Die Aktivierung der BFU-E vom schnellen Typ erfordert eine vierfach hohere
Epo-Konzentration als zur Aktivierung des langsamen Typs (Gregory 1976).

Die noch weiter entwickelten CFU-E sind entscheidend von Epo als Wachstumsfaktor
abhédngig. Die Anzahl der gebildeten CFU-E-Kolonien korreliert mit der Epo-Konzentration
(McLeod et al. 1974). Diese Zellen haben ihre Befihigung zur Zellteilung verloren, sind
jedoch in der Lage sich weiter zu differenzieren. Aus einem Cluster kdnnen so zwischen 8
und 60 Erythroblasten hervorgehen (Stephenson et al. 1971). Umemura et al. (1989) konnten
beweisen, dass gerade das Zusammenspiel von Epo und IL-3, im Gegensatz zur Anwesenheit
eines einzelnen dieser Wachstumsfaktoren, zur Bildung der gro3tmoglichen Menge von BFU-
E bzw. CFU-E fiihrt.

Eryhtroblasten sind ebenfalls nicht zu einer Teilung befdhigt. In ihnen findet die
Hamoglobinsynthese statt. Wenn sie reifen, kondensiert der Kern und die Zelle schrumpft auf
einen Durchmesser von etwa 7 pm. Der Zellkern wird ausgestoBen und die
membranumhiillten Zellorganellen werden abgebaut. Die so gereiften Retikulozyten verlassen
schlieBlich das Knochenmark um in das zirkulierende Blut einzuwandern und dort innerhalb

von ca. 24 h zu vollentwickelten Erythrozyten heranzureifen.
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Abb. 1 Schnittstellen der Wirkung von EPO wihrend der Himatopoese
(modifiziert nach G. Croston; http://de.wikipedia.org/wiki/Erythropoetin)
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2.1.4 Ursachen von Animien beim Schwein

Hausschweine in konventioneller Haltung leiden hdufig unter Andmien. Diese kdnnen
entweder durch spezifische Erkrankungen, die zu einer Blutarmut fiihren, verursacht werden
oder eine Begleiterscheinung einer anderen Krankheit sein. Oft fiihren chronische Infektionen
sekundér durch die Dauerbelastung des Organismus zu einer Verminderung der Erythropoese

(sieche Kap. 2.1.5.2).

Die beim Schwein am hiufigsten diagnostizierte Form der Andmie stellt die
Eisenmangelandmie dar. Sie kommt v. a. bei Ferkeln vor. Ferkel haben, bedingt durch ihr
schnelles Wachstum, einen hohen Bedarf an Eisen. Die Sauenmilch dagegen ist eisenarm und
die Tiere sind in der konventionellen Haltung im Stall nicht in der Lage durch Aufnahme von
Erde ihren Eisenbedarf zu decken. Daher kommt es in den ersten Lebenswochen hiufig zu
einem Mangel, der zu einer hypoplastischen Andmie flihrt. Zur Vorbeugung wird den Ferkeln
beispielsweise innerhalb der ersten drei Lebenstage und in der dritten Lebenswoche je 200 mg
Eisen appliziert (Zaremba 2002).

Eisenmangelandmien bei Mastschweinen oder adulten Tieren sind meist durch chronische
Blutverluste bedingt. Erkrankungen, die zu einem Blutverlust fiithren, konnen z.B.
Verletzungen, Vergiftungen (Rodentizide, Kupfervergiftung), Mangelernihrung wie Vitamin-
K- Mangel, blutende Magenulzera, hdmorrhagische Enteritiden oder der Befall mit
blutsaugenden Arthropoden sein (Plonait et al. 2004). Auch einige Magen-Darm-Nematoden
konnen zu Andmie filhren, wie z.B. der rote Magenwurm (Hyostrongylus rubidus), der
Zwergfadenwurm (Strongyloides ransomi) und der Peitschenwurm (7richuris suis) (Deplazes
et al. 2013). Die Magen-Darm-Nematoden Hyostrongylus rubidus und Trichuris suis sind in
der Lage tliber die Kapillaren der Schleimhaut Blut zu saugen. Strongyloides ransomi dagegen
bendtigt fiir seine Entwicklung eine Korperwanderung, die ebenfalls zu Blutverlusten fiihren
kann. Die Larven dringen in das Kapillarsystem ein, werden anschlieBend von dort aus in die
Lunge transportiert und gelangen iiber Trachea und Pharynx in den Darm. Diese
Korperwanderung fiihrt zu Hémorrhagien, die sich bei entsprechend starkem Befall in
klinisch manifesten Andmien zeigen konnen (Deplazes et al. 2013).

Die wichtigsten Durchfallerkrankungen des Schweins, die zu hdmorrhagischen Enteritiden
fithren, sind die Infektion mit Lawsonia intrazellularis und die Schweinedysenterie. Bei
Lawsonia intracellularis handelt es sich um ein obligat intrazelluldr wachsendes, gram-
negatives Stibchenbakterium, das beim Schwein die porcine proliferative Enteropathie (PPE)

auslost (Rolle und Mayr 2007). Wahrend bei Jungtieren meist das chronische Krankheitsbild
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der porcinen intestinalen Adenomatose (PIA) vorherrscht, bei der es zur Hyperplasie der
Darmschleimhaut und Verdickung der Mukosa kommt, zeigen é&ltere Mastschweine und
Jungsauen oft das Bild der proliferativen himorrhagischen Enteropathie (PHE). Diese verlauft
akut bis perakut und ist durch blutig-wissrige Durchfille gekennzeichnet. In den betroffenen
Darmabschnitten konnen Blutkoagula gefunden werden. Hiufig treten akute Todesfille auf,
teilweile ohne vorherige Symptome. Die Tiere verenden an Kreislaufversagen aufgrund des
plotzlich einsetzenden massiven Blutverlustes (Rolle und Mayr 2007).

Der genaue Pathomechanismus, der zur Ausbildung der jeweiligen Symptome fiihrt ist bisher
nicht eindeutig gekliart. Es wird angenommen, dass immunologische Reaktionen zu der
Ausbildung des jeweiligen Krankheitsbildes fiihren. Bei Tieren mit den Symptomen der PHE
kann der Erreger im Gegensatz zu Tieren mit PIA zusétzlich in der Lamina propria gefunden
werden, wo sie von Makrophagen phagozytiert werden (Smith und Lawson 2001; Macintyre
2003). Eine massive Produktion von Zytokinen wie z.B. TNF-a fiihrt zu einer vermehrten
Durchldssigkeit der GefaBendothelien, so dass es zu Blutungen ins Darmlumen kommt
(Macintyre 2003). Bei den Tieren, die die Symptome der PHE zeigen, fillt die Immunantwort
stirker aus und es konnten B-Zellen gefunden werden, die IgM-Molekiile an deren Oberfldche
exprimieren (McOrist et al. 1992). Ob allerdings die Immunreaktion allein fiir das jeweilige
Krankheitsbild verantwortlich ist, oder ob evtl. auch die Erregerzahl eine Rolle spielt, ist
bisher nicht geklart.

Der Erreger der Schweinedysenterie, Brachyspira hyodysenteriae, ist ein gram-negatives,
strikt anaerobes Schraubenbakterium. Die Infektion fiihrt vorwiegend bei Laufern und jungen
Mastschweinen zu einer hidmorrhagischen Entziindung der Dickdarmschleimhaut mit
blutigem Durchfall (Rolle und Mayr 2007). Meist verlauft die Erkrankung chronisch und ist

weltweit mit hohen wirtschaftlichen Schiaden verbunden.

Des Weiteren spielen beim Schwein  hidmorrhagisch-septikimisch  verlaufende
Allgemeinerkrankungen eine Rolle bei der Entstehung von Andmien. Dazu gehoren z.B.
parasitire Erkrankungen wie die Infektion mit Sarcocystis miescheriana, welche in der hier
vorliegenden Arbeit als Modell diente (sieche auch Kap. 2.1.4.1 und Kap. 3.1), aber auch
Erkrankungen bakteriellen oder viralen Ursprungs. Beispiele hierfiir sind die Infektion mit
Actinobacillus pleuropneumonieae (APP), die klassische und die afrikanische Schweinepest
aber auch die Circovirus-Infektion (PCV-2). Allen Erkrankungen gemeinsam ist das
Auftreten von Permeabilititsstorungen und Blutungen in die Unterhaut oder in Organe, die

sich in Form von Petechien oder Himorrhagien zeigen und auf eine generalisierte oder lokale
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Vaskulitis zuriickzufiihren ist. Sowohl bei der afrikanischen als auch der klassischen
Schweinepest kommt es zusétzlich zu  Gerinnungsstorungen, bedingt durch
Thrombozytopenie und DIC. AuBlerdem sind die Viren in der Lage, sich direkt in den
Endothelzellen der BlutgefiBle zu vermehren und diese dadurch zu schidigen (Ubersicht in
Blome 2006). Bei der Infektion mit Actinobacillus pleuropneumoniae dagegen steht die
Produktion von Exotoxinen im Vordergrund, welche ebenfalls zytotoxische Effekte auf die
Endethelzellen des Gefdflsystems ausiiben (Serebrin et al. 1991). ApxI und ApxII sind in der
Lage die Erythrozytenmembran direkt anzugreifen und eine Hidmolyse zu induzieren
(Ubersicht in Frey et al. 1993). Mit Hilfe von Lipopolysachhariden in der Bakterienzellwand
kann der Erreger Hadmoglobin aus den lysierten Erythrozyten binden und das dort
gespeicherte Eisen flir den eigenen Stoffwechsel nutzen (Bélanger et al. 1995).

Die Infektion mit PCV-2 kann sich in verschiedenen Krankheitsbildern zeigen (Ubersicht in
Opriessnig et al. 2007). Das ,, Post Weaning Multisystemic Wasting Syndrome*“ (PMWS) ist in
erster Linie durch Kiimmern der Absatzferkel gekennzeichnet. Eine Andmie ist auf die hiufig
auftretenden Magenulzera zuriickzufiihren. Das Krankheitsbild des ,, Porcinen Dermatitis und
Nephropathie Syndrom* (PDNS) dagegen zeigt sich v. a. bei Masttieren. Die Krankheit
verlduft akut bis perakut. Hier kann eine Vaskulitis nachgewiesen werden, die auf aktivierte
Endothelzellen zuriickzufiihren ist. Als Folge einer DIC kommt aus zu Petechien und
Héamorrhagien in die Unterhaut, unter die Nierenkapsel, aber auch in andere Organe (Marks et
al. 2010). Aufgrund einer Glomerulonephritis kann sich eine Himaturie ausbilden. Es wird
vermutet, dass ein Immunkomplexgeschehen fiir die Ausbildung der Symptome

verantwortlich ist.

Erkrankungen des Schweins, die primidr mit einer Hdmolyse assoziiert sind, sind die
Babesiose und die Eperythrozoonose (Plonait et al. 2004). Bei der Babesiose handelt es sich
um eine durch Zecken iibertragene Erkrankung, bei der es durch Babesia spp. zu einer
Zerstorung der Erythrozyten kommt. Neben der Andmie zeigen befallene Tiere eine
ausgeprigte Himoglobinurie, Himoglobindmie und Ikterus. Die typischen Symptome sind
hohes Fieber, Schwiche, Inappetenz und Dyspnoe. Bei trachtigen Tieren kann es zum Abort
kommen. Die Babesiose kann auch zu plotzlichen Todesféllen fiihren; es sind aber genauso
subklinische Verldufe bekannt.

Die Babesiose ist in Deutschland nicht endemisch und kommt in Stideuropa und Afrika vor.
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Die Eperythrozoonose ist dagegen weltweit verbreitet und stellt eine meist latent verlaufende
Faktorenkrankheit dar. Haufig treten Symptome im Zusammenhang mit einer PRRSV-
Infektion auf. Die Ubertragung erfolgt iiber das Blut, aber auch durch orale Aufnahme des
Erregers. Liuse spielen bei der Ubertragung ebenfalls eine Rolle.

Die Erreger haften an der Erythrozytenmembran. Wéahrend der Abwehrreaktion werden Auto-
Antikorper gebildet, die sich gegen die Erythrozyten richten. Es kommt zu einer
hédmolytischen Andmie. Typische Symptome sind hohes Fieber, Bldsse der Haut mit rétlich
gefarbtem Ohrrand bis hin zu Ohrrandnekrose und Dyspnoe. Ikterus ist dagegen eher selten
zu sehen. Die Erkrankung tritt meist subklinisch oder chronisch auf (Plonait et al. 2004).

2.1.4.1 Sarcocystis miescheriana

Sarcocystis miescheriana gehort zum Stamm der Apicomplexa, Gattung Sarcocystis. Es
handelt sich um einen obligat heteroxenen, intrazelluldr parasitierender Einzeller, dessen
Endwirte der Hund und andere Carnivoren darstellen. Das Schwein dient dabei als
Zwischenwirt.

Der Parasit ist vermutlich weltweit verbreitet. AuBer in Europa wurde Sarcocystis spp. auch
in den USA (Dubey und Powell 1994), sowie in Indien (Saleque und Bhatia 1991), Japan
(Saito et al. 1998), auf den Philippinen (Claveria et al. 2001) und im Iran (Kia et al. 2011)
nachgewiesen.

Studien aus Deutschland zeigen, dass in Siidhessen 29 % der Sauen AntikOrper gegen
Sarcocystis  spp. aufweisen (Damriyasa et al. 2004). Im Jahr 1987 waren in
Nordwestdeutschland sogar 69 % der Schlachtsauen seropositiv; bei zwei Drittel der
Schlachtschweine konnte S. miescheriana und bei einem Drittel S. suihominis nachgewiesen
werden (Furmanski 1987).

Die Infektion des Schweins erfolgt durch orale Aufthahme von Sporozysten, die mit dem Kot
der Endwirte ausgeschiedenen werden. Jede Sporozyste enthélt vier Sporozoiten, die im Darm
freigesetzt werden. Uber den Blutweg gelangen die Sporozoiten in die Leber, wo am 6. — 7.
Tag p.i. die erste ungeschlechtliche Vermehrung (Schizogonie) in den Endothelzellen der
vendsen Lebergefie stattfindet. Ab dem 8. Tag p.i. finden sich die Merozoiten
(Tochterzellen) in den Endothelzellen aller Organe. Am 12. — 14. Tag findet eine zweite
Schizogonie statt. Ab dem 27. Tag p.i. wandern die Merozoiten in Muskelzellen ein, wo sie
die fiir die Erkrankung typischen Gewebezysten, Mieschersche Schlduche genannt, ausbilden.

In ihnen reifen die fiir den Endwirt infektiosen Zystozoiten.
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Abb. 2 Entwicklungszyklus von S. miescheriana
(schematisch nach Rommel 1979)

Die Endwirte infizieren sich durch orale Aufnahme der zystenhaltigen Muskulatur. Die
Zystozoiten werden im Diinndarm freigesetzt, wandern in die Lamina propria der Mukosa ein
und entwickeln sich zu Mikro- bzw. Makrogamonten. Nach 18 Tagen p.i. kommt es zu einer
Gamogonie mit Bildung einer Oozyste, in der die infektidosen Sporozysten heranreifen, die

dann mit dem Kot ausgeschieden werden.

Wiéhrend beim Endwirt eine S. miescheriana-Infektion nahezu symptomlos verlduft, kann es
beim Zwischenwirt Schwein bei Aufnahme einer gréfleren Menge von Sporozysten zu
ausgeprigten Symptomen, wie Fieber, Apathie, Inappetenz, Leistungseinbuflen, Dyspnoe und
Andmie kommen (Erber und Geisel 1979; Zielasko et al. 1981; Barrows et al. 1982). Auch
akute Todesfdlle sind moglich, v.a. wenn Zysten in groB3er Zahl in Herzmuskelzellen gebildet
werden (Daugschies et al. 1989b). Durch die Bildung der sog. Miescher 'schen Schliduche
kommt es zu einer Zerstdrung von Muskelfasern durch hyalinschollige Muskeldegernation. In

der Serologie werden daher ab Tag 27 p.i. deutlich erhohte Muskelenzyme nachgewiesen.
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Als Ursache der Andmie wird eine extravaskuldre Hdmolyse diskutiert. Aber es kdnnen auch
Blutungen aufgrund der Zerstorung der Endothelzellen auftreten (O'Donoghue und Rommel
1992). AuBlerdem wurde eine vermehrte hdmorrhagische Diathese verbunden mit einer
Koaguloapathie und daraus resultierender disseminierten intravasalen Gerinnung
nachgewiesen (Barrows et al. 1982; Daugschies et al. 1989a). Die pathologisch-anatomischen
Befunde reichen von Petechien iiber Ekchymosen der Haut, des perimuskulidren
Bindegewebes und der serdsen Haute von Lunge, Herz, Darm, Niere und Blase bis hin zu
schweren Ergiissen in Korperhohlen und Perikard. Als Folge einer Koagulopathie konnen
Thromben im Kapillarbereich des Herzens entstehen (Barrows et al. 1982).

Die klinischen Symptome der chronischen Sarcocystose (ab Tag 42 der Infektion) sind je
nach Menge der aufgenommenen Sporozysten unterschiedlich stark ausgeprigt. Auch hier
kann es zu einer erneuten Erhohung der Korpertemperatur und der Herzfrequenz und einem
gestorten Allgemeinbefinden kommen (Reiner et al. 2002a). Die wirtschaftlichen Einbullen
sind bedingt durch eine geringere tigliche Zunahme der Mastschweine, aber auch die Verluste
durch die lebensmittelrechtliche Beanstandung von zystenhaltigem Fleisch. Nach der
iiberstandenen Infektion bildet sich eine voriibergehende Immunitit aus, die allerdings bereits

nach kurzer Zeit nicht mehr nachweisbar ist (Weber et al. 1983).

In Deutschland spielen durch S. miescheriana hervorgerufene Erkrankungen nur noch eine
untergeordnete Rolle. Trotzdem wurde der Parasit fiir die hier vorliegende Arbeit ausgewéhlt.
Er eignet sich sehr gut fiir exemplarische Infektionsversuche, da es sich nicht um einen
Zoonoseerreger handelt und eine direkte Ubertragung von Schwein zu Schwein
ausgeschlossen ist. Auflerdem ist die Ausprdgung der klinischen Symptome anhand der
verabreichten Menge von Sporozysten sehr gut steuerbar, was auch dem tierschiitzerischen
Aspekt eines solchen Infektionsversuchs entgegen kommt. Durch den biphasischen Verlauf
mit der Ausbildung einer akuten und einer chronischen Krankheitsphase eignet sich die
Erkrankung zudem gut als Modell zur Untersuchung der Ereignisse sowohl bei akuten als

auch bei chronischen Andmien.
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2.1.5 Pathogenese der Eisenmangelanimie und der Aniimie als Begleiterscheinung von
chronischen Erkrankungen

2.1.5.1 Eisenmangelanimie

Zu einer Eisenmangelandmie kann es durch eine zu geringe Eisenaufnahme iiber die Nahrung,
wie es hiaufig bei Ferkeln der Fall ist, oder durch chronische Blutverluste kommen. Beim
gesunden Organismus wird Eisen iiber die Darmschleimhaut resorbiert. Das Eisen kann
anschlieBend entweder in den Enterozyten in Form von Ferritin gespeichert werden oder es
wird an Transferrin gebunden und an das Blut abgegeben. Von hier aus gelangt es ins
Knochenmark. Dort steht es der Himoglobinsythese zur Verfligung und wird an Himoglobin
gebunden in Proerythroblasten eingebaut. Uberalterte Erythrozyten werden von Makrophagen
in der Milz abgebaut. Das an das Hdmoglobin gebundene Eisen wird zum Teil wieder
freigesetzt und erneut an Transferrin angelagert. Es kann so zuriick zum Knochenmark
transportiert werden und steht dort erneut zur Produktion von Hédmoglobin zur Verfiigung.
Oder es bleibt in Form von Ferritin oder Himosiderin in den Makrophagen gespeichert, um

erst bei erhohtem Bedarf freigesetzt zu werden (Aurich und Engelhardt 2010).

Bei akut auftretenden Blutungen, die bereits nach kurzer Zeit gestoppt werden konnen, ist der
Organismus meist in der Lage durch eine verstirkte Erythropoese einer Anédmie
entgegenzuwirken, so dass bereits wenige Tage nach dem Trauma wieder normale Blutwerte
gemessen werden. Aufgrund der fortwédhrend gesteigerten Erythropoese bei chronischen
Blutverlusten sind die Eisenspeicher jedoch bald erschopft, so dass auch hier eine chronische

Eisenmangelandmie entsteht.

Der wichtigste Regulator des Eisenstoffwechsels stellt das Protein Hepcidin dar. Es
kontrolliert die Eisenresorption im Darm, wie auch die Abgabe des Eisens aus Makrophagen.
Eine vermehrte Hepcidinproduktion fiihrt zu einer Downregulation der Eisentransporter in
den Enterozyten, so dass eine geringere Menge Eisen aus dem Darm aufgenommen wird.
Gleichzeitig wird weniger Eisen aus phagozytierten Erythrozyten freigesetzt. Die Produktion
von Hepcidin wird von verschiedenen Zytokinen und Transkriptionsfaktoren beeinflusst.
HIF1-0 hemmt unter Hypoxie die Bildung von Hepcidin und stimuliert gleichzeitig die
Transkription des EPO-Gens (Peyssonnaux et al. 2007; Liu et al. 2012). IL-6 dagegen erhoht
die Hepcidinproduktion (Nemeth 2002; Wrighting und Andrews 2006). Aufgrund der

Einwirkung dieser proinflammatorischen Zytokine auf den Eisenstoffwechsel spielt die
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Eisenmangelandmie eine groBe Rolle bei der Entstehung der Anidmie -chronischer

Erkrankungen.

2.1.5.2 Aniimie chronischer Erkrankungen

Chronische oder intermittierend auftretende Erkrankungen spielen in vielen
schweinehaltenden Betrieben eine groe Rolle. Der Infektionsdruck ist in den
Schweinehaltungen permanent hoch. Die hohe Besatzdichte fordert v. a. den Ausbruch von
Faktorenkrankheiten, die erst dann zum Ausbruch kommen, wenn das Immunsystem bereits
durch andere Erkrankungen, Stress oder Hygiene- und Haltungsméngel beeintrachtigt ist.
Eine kurze Mastdauer, ungeniigende Reinigung und Desinfektion der Anlagen, eine hohe
Remontierungsrate und hdufiges Umstallen der Tiere verstirken das Problem zusétzlich.

Die permanente Stimulierung des Immunsystems flihrt zu einer dauerhaften Freisetzung von
Zytokinen, welche einen Einfluss auf die Blutbildung haben. Die wichtigsten an der Andmie
chronischer Erkrankungen beteiligten Zytokine sind TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-a, -B, und —y
(Ubersicht in Guidi und Lechi Santonastaso 2010). IL-1 und IL-6 greifen in den
Eisenstoffwechsel ein, indem sie transkriptionsfordernd fiir Hepcidin wirken und zu einer
vermehrten Synthese des Proteins fiihren (Lee et al. 2005; Wrighting und Andrews 2006),
(Nemeth 2002). Es kommt zu einer verringerten intestinalen Eisanaufnahme und zu einer
gestorten Freigabe des Eisens aus den Makrophagen. Das Eisen bleibt in diesen in Form von
Ferritin gespeichert. Es entsteht ein funktioneller Eisenmangel. Dies resultiert in einer

Eisenmangelandmie bei gleichzeitig erhohtem Ferritin (Demarmels Biasiutti 2010).

Die Andmie chronischer Erkrankungen ist auerdem durch eine verminderte Proliferation,
eine gesteigerte Apoptose sowie eine geringere Ansprechbarkeit der erythroiden
Vorlduferzellen auf Erythropoetin aufgrund einer Downregulation der Epo-Rezeptoren
gekennzeichnet (Roodman 1987). Wichtigstes Zytokin stellt hier TNF-a dar. Durch TNF-a
verringert sich das Wachstum erythroider Vorlduferzellen wie BFU-E und CFU-E (Roodman
et al. 1987). Weitere Zytokine, die einen pro-apoptotischen Effekt auf BFU-E und CFU-E
ausiiben sind IFN-o, IFN-y und IL-1 (Roodman 1987; Wang et al. 1995; Ubersicht in Weiss
2009).

Sowohl TNF-a als auch IL-1P steigern die Aktivitit von GATA-2 und NF-xB in der
Erythropoetin-produzierenden  Zelllinie HepG2 (La Ferla et al. 2002). Beide

Transkriptionsfaktoren wirken negativ regulierend auf das EPO-Gen und konnen so eine
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verringerte Bildung von Erythropoetin zur Folge haben (La Ferla et al. 2002). Auflerdem
vermitteln GATA-Faktoren eine Down-Regulation der Transkription des EPO-Rezeptorgens
(Roodman 1987). (sieche Kap. 2.5.3.2 und 2.5.3.3.1)

IFN-y ist der stérkste Inhibitor der erythroiden Vorlduferzellen (Guidi und Lechi Santonastaso
2010). Eine Expression dieses Zytokins fiihrt ebenfalls zu einer Downregulation der Epo-
Rezeptoren an der Oberfliche (Taniguchi et al. 1997). AuBBerdem konnte eine verminderte
Epo-Aktivitdt in Zusammenhang mit IFN-y nachgewiesen werden (Weiss 2009). Gleichzeitig
filhrt die Expression zu einer verringerten Bildung pro-hdmatogener Faktoren wie dem ,,Stem

Cell Faktor* (Taniguchi et al. 1997).

2.2 Variationen im roten Blutbild beim Schwein

2.2.1 Rasseunterschiede

Die Referenzwerte des roten Blutbildes sind, wie auch die des weilen Blutbildes und der
klinisch-chemischen Parameter, rasseabhingig. Dies ergaben Untersuchungen an
verschiedenen europidischen Schweinerassen (Kixmoller 2004). Pietrain oder Meishan-
Schweine haben z.B. eine signifikant hohere Erythrozytenzahl als Schweine der Deutschen
Landrasse oder Deutsche Edelschweine. Unterschiede bestehen auch im Héamatokrit,

Héamoglobingehalt und MCHC.

Tabelle 2 Referenzwerte der verschiedenen Schweinerassen

. ) . Deutsche Deutsches C .

Pietrain | Meishan Landrasse | Edelschwein Duroc Minipig

Eryt(h;‘/)gyten 5.85-821 |6,08-8.68 | 5,11-7.87 | 534-7.82 | 5,69-8,09 |6,19-9,99
Hamatokrit

o~ 0,31-0.43 |0,32-0,44 | 030-0,42 | 030-0,42 | 031-0,43 |0.27-0,51

Hamoglobin |« /o0 | 5809 | 6387 6.3-8.3 6,585 | 5,6-10.8
(mmol/I)

MCHC 03219 [19.621.2 | 19.421.8 | 19.021.8 | 19.9-21.9 | 20.1-21.7
(mmol/I)

(Kixmoller 2004)
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2.2.2 Genetische Unterschiede

2.2.2.1 Genvarianten fiir Parameter des roten Blutbilds beim Schwein

Auf genetischer Ebene konnten bereits einige merkmalsbestimmende Varianten beim
Schwein identifiziert werden, die mit den Parametern des roten Blutbildes korrelieren.

Die erste umfangreiche Studie zur Detektion von Genvarianten wurde von Reiner et al. (2007)
anhand einer F2-Kreuzungspopulation der Rassen Meishan und Pietrain nach Infektion mit
dem Erreger S. miescheriana durchgefiihrt. Insgesamt konnten in dieser Studie 43 QTL auf 16
Chromosomen kartiert werden. Unter QTL (Quantitative Trait Loci) versteht man einen
Abschnitt eines Genoms, welcher nachgewiesen einen Einfluss auf die quantitative oder
qualitative phanotypische Auspragung eines Merkmals hat (Geldermann 1975). Bis heute sind
insgesamt mehrere hundert QTL fiir die Parameter Hkt, RBC, Hb, MCH, MCV, MCHC und
RDW bekannt. Allein fiir den Hamatokrit existieren 238 QTL (www.animalgenome.org/cgi-
bin/QTLdb/SS/summary, Stand 29.07.2016).

Die QTL mit der hochsten Signifikanz in der Studie von Reiner et al. (2007) liegen auf den
Chromosomen 2, 5, 7, 8, 12, 13 und 18. Der QTL auf Chromosom 2 erkldrt wéihrend der
chronischen Krankheitsphase 13,4% der phénotypischen Variation im Hématokrit,
Héamoglobingehalt und bei der Anzahl an roten Blutzellen. Im Bereich dieses QTL liegt das
Kandidatengen fiir den Erythropoetin-Rezeptor (Reiner et al. 2007). Ein weiterer QTL konnte
auf Chromosom 3 kartiert werden. In diesem Bereich liegt das Kandidatengen fiir den
Wachstumsfaktor Erythropoetin (Reiner et al. 2007).

Zusitzliche QTL im Zusammenhang mit dem roten Blutbild konnten von Wattrang et al.
(2005), Zou et al. (2008) und Gong et al. (2010) ermittelt werden. Einige der bereits von
Reiner et al. kartierten QTL wurden in den Studien von Zou et al. (2008) und Gong et al.
(2010) bestitigt, aber es wurden auch weitere QTL zusdtzlich detektiert. Die Kandidatengene
EPO und EPOR konnten bestitigt werden, da auch in diesen Studien signifikante QTL in den
Bereichen dieser Gene gefunden wurden (Gong et al. 2010). Hochsignifikante QTL-Effekte
fiir die Parameter RBC, MCV und MCH zeigen sich auf Chromosom 8 in der Nihe des KIT-
Gen-Locus (Wattrang et al. 2005; Cho et al. 2011a), welches als weiteres Kandidatengen fiir
Parameter des roten Blutbildes identifiziert werden konnte. Einer der detektierten QTL
assoziiert mit dem Hamoglobingehalt (Wattrang et al. 2005) und mehrere QTL-Effekte zeigen
einen Zusammenhang mit RBC, MCV und MCH (Cho et al. 2011a).

Da die Konfidenzintervalle der QTL generell sehr weit sind und in den QTL-Bereichen meist
mehrere hundert funktionelle Gene liegen, wurde in neueren Studien meist die Methode der

,Genome-wide Association Study — GWAS* angewendet. In der Aktuellsten von Zhang et al.
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(2014) konnten insgesamt 499 SNPs detektiert werden, von welchen 154 SNPs eine
genomweite Signifikanz mit verschiedenen Parametern des roten Blutbilds aufzeigen. Auch in
den Jahren zuvor durchgefiihrten Studien zeigten sich signifikante Assoziationen (Luo et al.
2012; Wang et al. 2013; Zhang et al. 2013; Jung et al 2014). Auf jedem der 18 Autosomen
des Schweins und dem X-Chromosom liegen Genmarker die mit den Parametern des
Blutbildes assoziieren. Die fiir das rote Blutbild wichtigsten Marker wurden auf den
Chromosomen 2, 6, 7 und 8 kartiert. Als weitere wichtigste potentielle Kandidatengene neben
EPO und EPOR konnten anhand von QTL-Analysen und GWAS das KIT-Gen auf
Chromosom 8 und das ERG-Gen auf Chromosom 7 identifiziert werden (Whattrang et al
2005; Zhang et al. 2013; Jung et al. 2014). In deren Néhe liegen nicht nur die meisten der
gefundenen SNPs, sondern auch diejenigen mit der hdchsten Signifikanz in Assoziation mit
MCV und MCH (Zhang 2013; Jung 2014). Der in der Studie von Luo et al. (2012) am
hochsten signifikante SNP liegt in der Ndhe des Gens der Guanylatcyclase 1, welches
ebenfalls auf Chromosom 8 liegt. Zwei weitere SNPs liegen jedoch auch hier wieder im KIT-

Gen (Luo et al. 2012).

2.2.2.1.1 KIT als Kandidatengen fiir die Blutbildung beim Schwein

Das KIT-Gen des Schweins liegt auf Chromosom 8 (Sakurai et al. 1996) und stellt ein
Kandidatengen fiir die Blutbildung dar. Sein Genprodukt ist die Tyrosinkinase c-kit. Das
Protein kommt in der Membran aller himotopoetischen Stammzellen vor und ist der Rezeptor
fir den Stammzellfaktor (SCF). SCF ist ein Wachstumsfaktor der hdmatopoetischen
Vorlduferzellen und unterstiitzt insbesondere die Proliferation und Differenzierung.
Zusitzlich ist c-kit an der Ausbildung des Farbstoffs Melanin und der Keimzellbildung
beteiligt (Russell 1979). Eine Mutation im ersten Nukleotid von Intron 17 des Kit-Gens des
Schweins bewirkt alternatives Spleilen (Marklund et al. 1998). Der mutierte Rezeptor besitzt
eine normale Bindungsaktivitit fiir Liganden, jedoch eine niedrigere Tyrosinkinase-Aktivitét
(Marklund et al. 1998). Die Mutation hat Auswirkungen auf den Hdmoglobinspiegel aber
auch auf MCH II - Molekiile, wobei das Allel 1' mit niedrigeren Himoglobingehalten
korreliert (Wattrang et al. 2005). Auflerdem entwickeln Ferkel des Genotyps I/l im Alter von
fiinf Wochen hiufiger eine Anémie als Tiere des Genotyps I/I®¢", wenn sie statt der iiblichen
zwel Eiseninjektionen nur eine erhalten (Johansson et al. 2005).

AulBler beim Schwein sind auch bei Mausen Mutationen im KIT-Gen bekannt, die einen

Einfluss auf die Erythropoese besitzen (Russell 1979; Jackson 1994). Dagegen hat eine im
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KIT-Gen von Pferden der Rasse Freiberger vorkommende Mutation, welche zwar zur
Ausbildung einer weiflen Fellfarbe fiihrt, keinen Einfluss auf die Blutbildung (Haase et al.
2010)

2.2.2.2 Genvarianten fiir Parameter des roten Blutbilds bei anderen Nutztieren

Nicht nur beim Schwein, sondern auch bei anderen Nutztieren wie Rind, Schaf und Huhn
existieren bereits bekannte Genvarianten, die Auswirkungen auf die Ausprigung des roten
Blutbildes haben. Schon 1973 konnten Roberts und Gray (1973) eine natiirliche Resistenz bei
Rindern der Rasse N'Dama gegeniiber Trypanosomen nachweilen. An dieser Resistenz
scheinen zwei voneinander unabhidngige Mechanismen beteiligt zu sein: Erstens eine
Verminderung der Parasitenvermehrung im Blut, die jedoch nicht im Zusammenhang mit der
Immunabwehr steht, und zweitens eine verbesserte Kontrolle der Andamie durch die Blutzellen
(Naessens 20006).

Auf genetischer Ebene konnten insgesamt 40 QTL auf 18 Chromosomen fiir diese Resistenz
identifiziert werden (Hanotte et al. 2003). Die QTL fiir die Ausprdgung des roten Blutbilds im
Zusammenhang mit einer Trypanosoma-Infektion liegen auf Chromosom 1, 2, 17, 20, 22, 24,

25 und 27 (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/ontrait?trait ID=1464).

Orru et al. (2012) konnten einen Zusammenhang des Leptin-Gens mit der Blutbildung beim
Rind darstellen. Die SNPs g.1759G>C und g.2033C>T haben einen signifikanten Einfluss auf
Parameter des roten Blutbildes. Das C-Allel, bzw. T-Allel bewirkt eine signifikante Erh6hung
von RBC und RDW, wogegen bei Tieren, die diese Allele tragen, die Werte fiir MCH und
MCYV niedriger ausfallen (Orru et al. 2012). Das Leptin-Gen des Rindes liegt auf Chromosom
4.

Charoensook et al. (2012) konnten eine weitere Korrelation der Hohe des Hamatokrits mit
SNPs im Gen fiir das Hitzeschockprotein HSP9OABI1 darstellen. Das Vorhandensein eines T-
Allels bei einem SNP in Intron 9 (g.4338T>C, GenBank Acc. No. NW001494158) oder bei
einem SNP in Exon 11 (g.5082C>T, GenBank Acc. No. NW001494158) korreliert signifikant
mit hoheren Héamatokritwerten. Allerdings ist davon auszugehen, dass es sich beim
HSP90AB1-Gen nicht um ein Kandidatengen fiir den Hdmatokrit handelt und die genannten
SNPs wahrscheinlich Marker darstellen. Denn nicht alle Individuen der Tiergruppe mit den

hochsten Hidmatokritwerten tragen das T-Allel, welches mit einem hdheren Hématokrit
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korrelliert (Charoensook et al. 2012). Das HSP90OAB1-Gen liegt beim Rind auf Chromosom
23 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=HSP90AB 1+cattle).

Bei Schafen existieren insgesamt 14 QTL fur den Hématokrit
(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/ontrait?trait 1D=3247, Stand
29.07.2016). Diese liegen auf den Chromosomen 2, 3, 13, 18, 22 und 26. Die QTL konnten
im Zusammenhang mit der Resistenz gegeniiber Darmparasiten bei verschiedenen

Schafrassen ermittelt werden (Silva et al. 2012; Marshall et al. 2013; Periasamy et al. 2014).

QTL-Analysen beim Huhn detektierten insgesamt sieben QTL fiir den Hamatokrit, sechs fiir
Hamoglobingehalt und 7 fiir MCV (http://www.animalgenome.org/cgi-
bin/QTLdb/GG/ontrait?trait_1D=2293, Stand 29.07.2016).

2.2.3 QTL-Analyse

Die QTL-Analyse stellt eine Methode zur Detektion von merkmalsbestimmenden Genloci
dar. Sie wurde auch in Vorversuchen fiir die hier vorliegende Arbeit mit dem Ziel der
Detektion von Genvarianten im Zusammenhang der Krankheitsresistenz gegeniiber S.
miescheriana beim Schwein gewdhlt. Als Tiermodell dient eine F2-Kreuzungspopulation,
ausgehend von zwei genetisch und phéntotypisch moglichst stark divergierenden
Ausgangsrassen (Falconer und Mackay 1996). Als gut geeignet gelten Kreuzungen zwischen
europdischen und chinesischen Rassen, aber auch zwischen Wildschwein und Hausschwein,
da sie mit hoher Wahrscheinlichkeit hinsichtlich der Zielmerkmale unterscheiden, was in
Vorversuchen abgeklart werden muss, und weil die verglichenen Rassen meist fiir viele
Marker unterschiedliche Allele tragen (Thuy et al. 2006). Mit Hilfe eines Infektionsversuchs
kann die Merkmalsauspragung der einzelnen Individuen verstirkt werden. Das unterstiitzt
dabei das Auffinden von QTL. Die Aufzucht und Infektion der Tiere muss unter
standardisierten Bedingungen erfolgen um Umwelteinfliisse weitgehend auszuschalten.
AuBerdem sind geeignete Laborverfahren, Genkarten und Genmarker sowie geeignete
statistische Verfahren zur Durchfiihrung notig (Falconer und Mackay 1996).

Um die QTL-Analyse durchfithren zu konnen, muss das Genom moglichst gleichmiBig mit
informativen Markern abgedeckt werden. Marker gelten dann als informativ, wenn sie
segregierende Allele aufweisen. AuBBerdem sollen die Markerabstdnde moglichst gleichméBig
iber das Genom verteilt sein. Abstinde um 20 cM werden als ausreichend angesehen

(Darvasi 93). Beim Schweinegenom mit einer Gesamtlinge von ca. 2,3 Morgan sind dafiir ca.
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80 bis 100 hochpolymorphe Marker notwendig. Der Bereich zwischen zwei Markern umfasst
dann ca. 15-20 Mio. Basenpaare. Aufgrund ihrer Lage im Genom und ihres
Variantenreichtums werden hiufig Mikrosatelliten eingesetzt; wie auch in der Studie von
Reiner et al. (2007). Statt der Verwendung von Mikrosatelliten ist der Einsatz von SNPs
ebenfalls moglich.

Im Anschluss erfolgt eine Zuordnung der Markerallele zu der empfindlichen oder
unempfindlichen Elterngeneration. Anhand von Kopplungsanalysen konnen eventuelle
Assoziationen des zu untersuchenden Merkmals und den Markerallelen bestimmt werden. Die
QTL-Analyse errechnet die Positionen im Genom, an denen die engste Kopplung zwischen
dem zu untersuchendem Phénotyp und dem Markerallel liegt. Als Mal3 dienen dabei der F-
Wert und der LOD-Score (Morton 1955). Die Position des QTL liegt dort, wo der hochste F-
Wert erreicht wird. Idealerweise tragen die phianotypisch empfindlichen F2-Tiere nur Allele
der empfindlichen Foundergeneration und die resistenten F2-Tiere nur Allele der resistenten
FO-Generation. Tiere, die beide Allele tragen, sollten in ihrer Merkmalsauspriagung zwischen
den empfindlichen und unempfindlichen Tieren liegen (Berge 2008).

Die Methode der QTL-Analyse, wie sie in den Vorversuchen zur aktuellen Arbeit praktiziert
wurde, bringt zwei grole Nachteile mit sich: Zum einen erlaubt die Untersuchung einer F2-
Familie keine Feinauflosung der Effekte benachbarter Gene. Zum anderen stehen nicht
genligend Mikrosatelliten zur Verfligung, um eine Feinkartierung zu ermdglichen. Heute
versucht man mit Whole Genome Analysen auf Basis von SNP-Chips oder von Next
Generation Sequenzierungsverfahren, die direkt in kommerziellen Populationen mit
segregierenden Merkmalen angewandt werden. Allerdings sind solche Untersuchungen
extrem aufwindig und teuer, so dass sich die Abklirung von QTL fiir die Zielmerkmale im
Vorfeld bewéhrt hat. Fiir das Schweinegenom ist ein SNP-Chip mit den Namen Porcine
SNP60, der 64 232 SNPs umfasst, kommerziell erhéltlich (Ramos et al. 2009; Fan et al.
2011). Die Methode der Whole Genome Association wurde neben der Detektion von SNPs,
die mit Reproduktionsparametern (Onteru et al. 2012) oder mit der Hautfarbe beim Schwein
(Cho et al. 2011b) korrelieren auch schon zur Detektion von Parametern des roten Blutbildes

(Zhang et al. 2013; Jung et al. 2014) erfolgreich eingesetzt.

2.3 Genetische Krankheitsresistenz beim Schwein
Natiirliche Krankheitsresistenzen unserer Nutztiere sind schon lange bekannt. Bereits 1942

konnten Cameron et al. (1942) beim Schwein genetische Unterschiede in der Empfindlichkeit
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gegeniiber Brucella suis nachweisen. Spiter wurden weitere Resistenzen gegeniiber Rotlauf,
Rhinitis atrophicans, Dysenterie (Hutt 1958), Leptospirose (Przytulski und Porzeczkowska
1980), PRRSV (Halbur et al. 1998; Reiner et al. 2010), Salmonellen, E.coli, Porcines
Circovirus (Opriessnig et al. 2006) und der Aujeszky’schen Krankheit (Rothschild et al. 1984;
Meeker et al. 198; Reiner et al. 2002b) detektiert. Auch Resistenzen gegeniiber einigen
Magen-Darm-Nematoden konnten identifiziert werden (Johnson et al. 1975).

Die weltweit ersten QTL fiir Krankheitsresistenz beim Schwein wurden anhand des
Pseudorabies-Virus, der Erreger der Aujeszky’schen Krankheit kartiert. Zwei QTL auf
Chromosom 6 und 9 zeigen eine signifikante Assoziation mit der Ausbildung von
neurologischen Symptomen wéhrend der Infektion. In den Bereichen dieser QTL liegen die
Genorte von Rezeptoren, die in der Adsorption und Penetration des Pseudorabies-Virus in die
Nervenzellen beteiligt sind (Reiner et al. 2002b). In der gleichen Studie konnten neben
Merkmalen des roten Blutbildes auch QTL fiir Parameter des weilen Blutbildes, der
Immunabwehr, Blutgase und fiir klin.- chemische Parameter kartiert werden (Reiner et al.
2007; Reiner et al. 2008; Reiner et al. 2009a; Reiner et al. 2009b). Eine Mutation im IRF-7
Gen konnte in Zusammenhang mit einer verbesserten Immunantwort gegentiber des Erregers
S. miescheriana gebracht werden (Broke et al. 2011). Ein SNP im GOT1-Gen fiihrt zu einer
Verstirkung des QTL-Effekts fiir die Serum-Aspartat-Aminotransferase-Aktivitit auf
Chromosom 14. Man geht davon aus, dass eine Kopplung zwischen diesem SNP und dem
eigentlichen QTN vorliegt, der allerdings bisher noch nicht identifiziert werden konnte

(Reiner et al. 2010).

In aktuellen Studien werden derzeit QTL im Zusammenhang mit Salmonella-Infektionen
(Uthe et al. 2011), PRRSV (Lunney und Chen 2010), (Uddin et al. 2011), (Jiang et al. 2012)
und Lungenerkrankungen (Uddin et al. 2011), (Serensen et al. 2011) beim Schwein erortert.
Im Zusammenhang mit ,,FUGATO* (Funktionelle Genomanalyse im tierischen Organismus)
wurden QTL fiir Resistenz gegen verschiedene Infektionen des Respirationstrakts,
insbesondere gegen Actinobacillus pleuropneumoniae (Reiner et al. 2014), kartiert. Zweiter
Forschungsschwerpunkt stellt die Untersuchung von genetischen Einflussfaktoren auf die
Fruchtbarkeit, insbesonere der Spermaqualitit (http://www.fbf-
forschung.de/forschungsschwerpunkte im_fbf.html) und die Ausbildung des postpartalen
Dysgalaktiesyndroms der Sau dar (Preissler 2013). Des Weiteren wird die Erforschung der
Ursachen von Erbdefekten, und die genetischen Grundlagen fiir die Fundamentstabilitdt

vorangetrieben (FUGATO - Funktionelle Genomanalyse im Tierischen Oganismus 2011).



LITERATURUBERSICHT 21

Insgesamt liegen bis heute 2464 QTL fiir Merkmale der Krankheitsresistenz beim Schwein
vor (http://www.animalgenome.org/cgi-
bin/QTLdb/SS/summary?summ=clas&qtl=14,479&pub=507 &trait=592; Stand 29.07.2016).
Zusétzlich stehen weitere 12644 QTL fiir insgesamt 600 Merkmale zur Verfligung
(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/summary, Stand 29.07.2016). Die meisten
davon beziehen sich auf Leistungsparameter wie Schlachtkorperqualitit, Fleischqualitdt und
Magerfleischanteil oder Produktionsparameter wie Futterverwertung, tigliche Zunahmen der
Masttiere, Geburts- und Schlachtendgewicht. Zusitzlich sind QTL fiir die
Reproduktionsleistung bekannt, wie z.B. fiir die WurfgroBe, Totgeburtenrate und die
Spermaqualitit der Eber, aber auch QTL im Zusammenhang mit der Anatomie oder

physiologischen Parametern wie Hormone oder Hautfarbe.

2.3.1 Resistenzunterschiede gegeniiber S. miescheriana beim Schwein

Mit Hilfe von Infektionsversuchen konnten Reiner et. al. (2002a) Resistenzunterschiede
gegeniiber S. miescheriana bei den Schweinerassen Pietrain und Meishan aufzeigen.
Insgesamt 25 Tiere beider Rassen und beiden Geschlechts wurden jeweils mit 50 000
Sporozysten des Parasiten infiziert. Wéhrend des Versuchs zeigten sich signifikante
Unterschiede in der Auspridgung der klinischen Symptome der unterschiedlichen Rassen.
Wiéhrend am Tag 42 — 45 p.. bei der Rasse Meishan keine Verdnderung der
Korpertemperatur messbar war, stieg sie bei den Pietrain im Durchschnitt um 0,5 °C. Die
Anzahl der Bradyzoiten im Muskelgewebe des M. longissimus dorsi und des Herzmuskels
war bei den Pietrain zum Zeitpunkt der Euthanasie am Tag 70 p.i. 20 Mal hoher als bei
Meishan. Ebenfalls signifikante Unterschiede zeigten sich in der Leukozytenzahl, der
Immunantwort und bei verschiedenen klinisch-chemischen Parametern wie der Creatinkinase,
alkalischen Phosphatase, Laktat, Kreatinin, Bilirubin und verschiedenen Elektrolyten (Reiner
et al. 2009). Diese Versuche konnten zeigen, dass in der Population von Meishan eine
ausgeprégtere natiirliche Krankheitsresistenz gegeniiber S. miescheriana vorhanden ist, als bei

den europdischen Pietrain-Schweinen.
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2.4 Erythropoetin

2.4.1 Aufbau und Funktion

Erythropoetin ist ein 34 kDa groBes Glykoprotein und besteht beim Schwein aus 194
Aminoséduren (David et al. 2001). In seiner Sekundéarstruktur zeigt es die fiir die Proteine der
hidmatopoetischen Wachstumsfaktoren typische Form von vier antiparallel angeordneten o-

Helices.

Abb. 3 Erythropoetin (Bindermodell)
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1BUY)

Die Aminosduresequenzen verschiedener Sdugetierspezies haben einen verschieden hohen
Homologiegrad. Humanes Epo stimmt mit dem des Rhesusaffen zu 91% iiberein. Bei Hund
und Katze wird eine Homologie von 85% erreicht und mit Schwein, Schaf, Maus und Ratte
liegt sie zwischen 80 bis 82% (Wen et al. 1993).

Das Epo Molekiil besitzt zwei Bindungsstellen fiir den Erythropoetinrezeptor, je eine mit

hoher Affinitdt und eine mit niedriger Affinitdt zum Rezeptor.

Die Hauptaufgabe von Erythropoetin besteht in der Regulation der Erythropoese. Diese
erfolgt bei adulten Sdugetieren im Knochenmark, wo Erythropoetin in erster Linie auf die
Vorlduferzellen vom Typ CFU-E wirkt. Eine Aktivierung von Zellen des Typs BFU-E ist
zwar moglich, allerdings stellt hier Interleukin-3 den potenteren Wachstumsfaktor dar
(Gregory 1976). Bei Embryonen erfolgt die Erythropoese dagegen in der Leber. Die
Umstellung erfolgt bei den verschiedenen Spezies zu verschiedenen Zeitpunkten pri- oder

postnatal. Wéhrend Erythropoetin bei Embryonen hauptsichlich in der Leber von Hepatozyen
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gebildet wird, findet die Genexpression in adulten Sdugetierspezies vor allem in peritubuldren
Fibroblasten des Nierenkortex statt (Bachmann et al. 1993; Maxwell et al. 1993) und nur noch
zu einem sehr kleinen Teil in Leberzellen. Allerdings kann die Expression des Gens in der
Leber durch eine ausgeprigte Andmie auch bei adulten Tieren erneut aktiviert werden. Dabei
wurden Epo-Signale in Hepatozyten sowie in den perisinusoidalen Ito-Zellen gefunden

(Maxwell et al. 1994; Eckardt 1996).

Beim Schwein erfolgt die Umstellung der Epo-Produktion von der Leber auf die Niere zum
Zeitpunkt der Geburt. Fiir fiinf Wochen ist die Konzentration der Epo-mRNA in beiden
Organen etwa gleich groB3, ab der fliinften Lebenswoche ist sie dann in der Niere am grofiten
(David et al. 2002). Beim Menschen beginnt die Umstellung 30 Tage nach der Geburt,
allerdings bleibt die Leber flir weitere sieben Monate der hauptsdchliche Produktionsort fiir
Epo (Dame et al. 1998). Beim Schaf dagegen produziert die Niere bereits in der Fetalperiode
den gréfiten Anteil von Erythropoetin (Wintour et al. 1996).

Eine geringe Menge von Epo-mRNA konnte auch im Gehirn, in der Milz, der Lunge und im
Hoden sowie im Uterus und in der Plazenta bei Menschen, Médusen und Ratten nachgewiesen
werden, jedoch tragen diese Gewebe wenn iiberhaupt nur zu einem sehr geringen Teil zur
Produktion von Erythropoetin bei (Fandrey und Bunn 1993). David et al. (2001) fanden bei
finf Wochen alten Ferkeln ebenfalls Epo-mRNA in den Hoden; manche Tiere zeigten
zusdtzlich geringe Konzentrationen in der Milz. Bisher nicht bestitigt werden konnte beim
Schwein ein Vorkommen von Epo in Gehirn, Lunge, Lymphknoten, Knochenmark und in den

Ovarien.

Die Wirkung von Erythropoetin ist jedoch nicht nur auf die Blutbildung beschrinkt. Die
Erythropoetin-Rezeptoren finden sich auBler auf den erythroiden Vorlduferzellen auch in
zahlreichen weiteren Geweben, wie in Neuronen des Gehirns, in Endothelzellen, in
Herzmuskelzellen in den Inselzellen des Pankreas, in Nierenzellen und in der Retina
(Ubersicht in Chateauvieux et al. 2011). Hier wird Erythropoetin ein anitapoptotischer und
antiinflammatorischer Effekt nach Traumata oder Gewebeischimie zugesprochen. Dieser
entsteht hauptséchlich durch die Regulation pro-inflammatorischer Cytokine, aber auch durch
die Verhinderung der Leukozyten-Infiltration (Ubersicht in Chateauvieux et al. 2011). Die
Erhohung der Angiogenese bewirkt eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung des

Gewebes, verbessert die Wundheilung und fordert die Bildung von Granulationsgewebe.
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Diese Effekte zeigen sich vor allem in der Kardioprotektividt und der Neuroprotektivitidt von
Erythropoetin. Der neuroprotektive Effekt im Gehirn ist jedoch auf das von Astrozyten und
Neuronen gebildete Erythropoetin beschrinkt, da das Protein nur zu einem sehr geringen Teil
in der Lage ist, die Blut-Hirnschranke zu passieren (Juul et al. 2004). Trotzdem zeigt sich
auch hier wie schon im peripheren Nervensystem der antiapoptotische und
antiinflammatorische Effekt nach Gewebeischimie. Zusitzlich regt Epo auch hier die
Vaskularisation der ischdmischen Bereiche an und unterstiitzt die Differenzierung der
neuralen Stammzellen zu Astrozyten oder Oligodendrozyten. Hieraus ergibt sich auch die
Notwendigkeit des Proteins fiir die Entwicklung des Gehirns. Tierversuche mit EPO oder
EPOR-Knockout-Miusen flihrten zu embryonalem Tod, welcher nur zum Teil auf die
eingeschriankte Erythropoese zuriickzufiihren war, sondern auch durch eine Fehlentwicklung

des Gehirns bewirkt wurde (Ubersicht in Chateauvieux et al. 2011).

AuBer den genannten Wirkungen im Organismus scheint Epo eine wundheilungsfordernde
Wirkung zu haben. In Tierversuchen konnte dargestellt werden, dass Wunden von mit Epo
behandelten Tieren besser und schneller ausheilen als bei Tieren ohne Epo-Behandlung
(Ubersicht in Sorg et al. 2010).

Bei mit Salmonella typhimurium infizierten Mausen konnte fiir Epo ebenfalls eine anti-
inflammatorische Wirkung nachgewiesen werden, indem es an die Epo-Rezeptoren von
Makrophagen bindet und dort die Transkription von proinflammatorischen Zytokinen hemmt
(Nairz et al. 2011). AuBlerdem konnte eine Wirkung auf die B-Zell-Antwort sowie auf
dendritische Zellen nachgewiesen werden (Katz et al. 2007; Lifshitz et al. 2009).

2.4.2 Das Erythropoetin Gen

2.4.2.1 Aufbau

Das EPO-Gen befindet sich beim Schwein auf Chromosom 3 p16-p15 (Liu et al. 1998). Es ist
3874 bp lang und besteht aus 5 Exons und den dazugehdrigen Introns. Die genomische DNA
ist mit der vom Menschen zu 80% und mit der von der Maus zu 73% identisch, im
kodierenden wie auch im nicht-kodierenden Bereich (David et al. 2001).

Generell gibt es eine hohe Ubereinstimmung in den Gensequenzen des Erythropoetin-Gens
zwischen einzelnen Tierarten und dem Menschen und sie werden daher als hochkonserviert

angesehen (Shoemaker und Mitsock 1986; Lin 1986; Wen et al. 1993). Dabei beschréinkt sich
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die Homologie nicht nur auf die Exons und Introns, sondern ist auch in der 5'UTR sowie in
der 3'UTR vorhanden (Galson et al. 1993).

Gensequenzen mit einer hohen Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Spezies werden als
orthologe Gene bezeichnet und sind auf ein gemeinsames Ursprungsgen zuriickzufiihren, das
sich bereits vor Aufspaltung der Arten entwickelt hat. Im Laufe der Evolution kommt es
durch Mutationen zu einer Anderung in der Nukleotidsequenz. Mit Hilfe der Homologiegrade
konnen Verwandtschaftsbeziehungen identifiziert und phylogenetische Stammbidume
entwickelt werden.

AuBer den Gensequenzen von Schwein, Maus und Menschen sind auch die des Hausrindes,
des Yak, des Schimpansen und des Gorillas bekannt. Von Ratte, Hund, Katze, Schaf, Pferd
und Zebu sind in den Datenbanken Eintridge iiber die mRNA des EPO Gens vorhanden. Beim
Menschen und beim Affen liegt das Gen auf Chromosom 7, bei der Maus auf Chromosom 5,

beim Rind auf Chromosom 25 und beim Hund auf Chromosom 6.

2.4.2.2 Regulation der Erythropetin-Genexpression

Die Expression des Epo-Gens ist vom Sauerstoffgehalt im Blut und dem
Sauerstoffpartialdruck in der Umgebung abhidngig. Bereits im Jahr 1890 konnte Viault einen
Zusammenhang zwischen der Erythropoese und dem Sauerstoffgehalt des Blutes herstellen,
als er nach einer Reise in die peruanischen Berge (iiber 4500m) einen Anstieg der
Erythrozytenzahl im Blut feststellen konnte (Ubersicht in Jelkmann 2011). 60 Jahre spiter
erbrachte Reissmann den Beweis, dass ein niedriger Sauerstoffgehalt in der Luft eine durch
Epo induzierte Retikulozytose auslost (REISSMANN 1950). Im weiteren Verlauf der
Forschung konnten einige trans-agierende Faktoren, also Proteine, die an die DNA binden
konnen, gefunden werden. Deren Bindungsstellen liegen im Promotorbereich des Gens und

sind maf3geblich an der Genepression unter hypoxischen Zustidnden beteiligt.

Unter Promotor versteht man eine DNA-Sequenz, die die Transkription reguliert. Bei
Eukaryoten sind diese sehr komplex aufgebaut und man zahlt alle Untereinheiten dazu, die fiir
die Transkriptionsinitiation von Bedeutung sind. Der Minimalpromotor ist bei allen
Promotortypen enthalten und dient als Bindungsstelle fiir den
Transkriptionsinitiationskomplex. Je nachdem mit welcher Polymerase transkribiert wird,
unterscheiden sich die Sequenzen der Promotoren. Im eukaryoten Organismus gibt es drei

verschiedene DNA-abhiingige RNA-Polymerasen: Polymerase I transkribiert fiir Gene der
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ribosomalen RNA (rRNA), Polymerase II flir proteincodierende Gene, sowie kleine Kern-
RNAs und Mikro-RNAs, und Polymerase III codiert fiir Transfer-RNA (t-RNA).

Klassische minimale Promotoren der RNA-Polymerase II bestehen aus einer TATA-Box
(-25-Region) und der Initiatorsequenz (Inr). Viele Promotoren verfligen zusétzlich iiber eine
CAAT-Box, eine GC-Box oder ein Oktamer-Modul. Sie sind an der Basisrate der
Transkription beteiligt. Auerdem sind sogenannte Response-Module, die stromaufwérts von
Genen liegen und auf allgemeine Signale von auBlerhalb der Zelle reagieren, sowie
zellspezifische Module bekannt. Alternative Promotoren, die meist stromaufwirts des Gens
oder in den nicht codierenden Intron-Bereichen liegen, ermdglichen die Bildung von
verschiedenen Transkriptvarianten, indem sie das Produkt entweder geringfiigig verdndern
oder verkiirzen, so dass verschiedene sich dhnelnde Proteine entstehen konnen (Brown und
Jarosch 2007).

Zum Promotor gehdren auch Enhancer und Silencer, die Erkennungssequenzen fiir DNA-
bindende Proteine darstellen. Sie konnen die Transkription verstdrken oder abschwichen.
Dabei miissen diese Erkennungsstellen nicht unbedingt in der Néhe des zu transkribierenden
Gens liegen, sondern konnen mehrere Kilobasen davon entfernt sein. Als Haushaltsgene
werden Gene bezeichnet, die fiir Proteine kodieren, die fiir den Zellstoffwechsel essentiell
sind. Sie werden unabhingig vom Zelltyp, Zellstadium und duBleren Einfliissen exprimiert.
Ihre Promotoren besitzen keine TAT A-Box, sondern bestehen aus GC-reichen Sequenzen.
Der minimale Promotor des Erythropoetin-Gens umfasst 117 bp in 5’-Richtung des
Startpunkts der Transkription. Eine TATA-Box ist nicht vorhanden. Die Sequenzen sind sehr
GC-reich und dhneln daher den Promotoren von Haushaltsgenen, auch wenn es sich beim
EPO-Gen nicht um ein solches handelt. Statt der TATA-Box konnte ein GATA-Motiv
identifiziert werden. GATA-2 und GATA-3 wirken negativ regulierend auf die
Genexpression (Imagawa et al. 1997), indem sie unter normoxischen Zustinden an das
GATA-Motiv binden (Tsuchiya et al. 1997). Unter Hypoxie sinkt der GATA-2 Spiegel
(Imagawa et al. 2003), stattdessen bindet vermehrt GATA-4, welches transkriptionsfordernd
wirkt (Dame 2003).

Im minimalen Promotor ist ein zweites Segment bekannt, das an der Regulation der
Genexpression wihrend hypoxischer Zustinde beteiligt ist. Es handelt sich um eine 17 bp
lange Sequenz (-61 bis -45 bp) an welche ein hypoxie-assoziierter Faktor (HAF) bindet, der
mit dem 3" Enhancer synergistisch wirkt.

Desweiteren befinden sich im Promotorbereich CpG Inseln. Durch Methylierung von CpG

Inseln sinkt die Transkriptionsrate eines Gens. In Epo-produzierenden Zellen ist der Gehalt
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der methylierten CpGs deutlich geringer als in den Zellen, die kein Epo produzieren (Wenger
et al. 1998; Yin und Blanchard 2000).

Die Repression des Gens kann iiber zwei Wege erfolgen: Eine hohe Dichte von
Methylierungen in der 5° UTR-Region flihrt zur Bindung eines Methyl-CpG-bindenden
Proteins an den Promotor, Methylierung der CpG-Inseln im proximalen Promotor blockiert
die Bindung von Kernproteinen an die DNA (Yin und Blanchard 2000).

Weitere Elemente des Promotorkomplexes, die an einer durch Sauerstoffmangel induzierten
erhohten Transkriptionsrate beteiligt sind (hypoxia-response-elements [HRE]), variieren in
den Zellen unterschiedlicher —Organe. In  Leberzellen befindet sich ein
transkriptionsinduzierendes Element im Bereich von 0,7 kb 3'des Gens (LIE). In den
Nierenzellen liegt ein solches Element zwischen 9,5 kb und 14 kb 5° des Gens (KIE). Ein
allgemeines Repressorelement (NRE) konnte in beiden Zelltypen 6 kb 5" des Gens
identifiziert werden und in Leberzellen zusitzlich ein Repressorelement im Bereich 2,2 bis 7
kb 3’des Gens (NRLE) (Ubersicht in Stockmann und Fandrey 2006).

Der 3" Enhancer des EPO Gens in Leberzellen wurde ausfiihrlich untersucht. Er liegt in einer
hochkonservierten Region 120 bp 3" des Poly-A Elements (Beck et al. 1991) und ist 256 bp
lang. In seinem 5" Ende liegt eine ,,TACGTGCT*“-Sequenz, welche eine Konsensussequenz
fiir den HIF1 darstellt. 7 bp 3" dieser Sequenz liegt das Motiv CACA. Bisher konnten keine
Proteine identifziert werden, die an diese Region binden, allerdings fithren Mutationen in
diesem Bereich zu einer beeintrichtigten hypoxischen Geninduktion. Die 3’Stelle des
minimalen Enhancers besteht aus zwei Wiederholungen von Steroidrezeptorbindungsstellen,
getrennt durch 2 bp (DR-2) (Blanchard et al. 1992). Hier bindet HNF-4 (hepatic nuclear

factor-4). Mutationen in diesem Bereich reduzieren ebenfalls die Genexpression.
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Abb. 4 Schematische Darstellung des Erythropoetin-Gens
(in Anlehnung an Fandrey 2004b)
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2.4.2.3 Hypoxie-induzierbare Faktoren und ihre Beteiligung an der Transkriptionsrate
von Epo

2.4.2.3.1 HIF

Unter den hypoxie-induzierten Faktoren (HIF) versteht man Proteine, die den
Sauerstoffgehalt der Zellen regulieren. Sie konnen u.a. an das HRE (hypoxie-responsive-
element) des Epo-Enhancers binden und dadurch die Transkription des Gens fordern. Sie
bestehen jeweils aus einer a-Untereinheit (ca 120 kDa) mit der Isoform la, 2a, oder 3o und
einer B-Untereinheit (91-94 kDa). Nach der a-Untereinheit werden sie als HIF-1, -2 oder -3
benannt. Beide Untereinheiten werden von den Zellen kontinuierlich gebildet, allerdings ist
die o-Untereinheit bei normalem Sauerstoffgehalt nicht nachweisbar. Katalysiert durch Fe**
wird die a-Untereinheit hydroxyliert, wodurch das Hippel-Landau-Protein binden kann und
das Protein abbaut (Maxwell et al. 1999). Unter Sauerstoffmangel kann die Hydroxylierung

nicht stattfinden, das Protein wird stabilisiert und lagert sich mit seiner B-Untereinheit



LITERATURUBERSICHT 29

zusammen, worauf es an den HRE des EPO Enhancers bindet und die Transkription positiv
beeinflusst.

HIF-1 wurde 1991 von Semenza und Wang (1992) entdeckt und war damit der erste hypoxie-
induzierte Faktor, dessen Beteiligung an der Transkriptionsrate von EPO nachgewiesen
werden konnte. Weitere Forschungen ergaben jedoch, dass HIF-2 der wichtigste
Transkriptionsfaktor im Zusammenhang mit EPO ist (Scortegagna et al. 2005; Rankin et al.
2007; Kapitsinou et al. 2010). Allerdings wird vermutet, dass es dabei auch alters- und

speziesabhingige Unterschiede gibt, die noch weiter untersucht werden miissen.

Neben der Funktion als Transkriptionsfaktor von EPO koordiniert HIF-2 gleichzeitig das
Zusammenspiel der Erythropoetinsynthese mit dem Eisenstoffwechsel. HIF-2 ist beteiligt an
der Kontrolle des Eisentransporters DMT1 im Diinndarm (Mastrogiannaki et al. 2009) und
von Zytochrom b, welches die Redoxreaktion der Eisenionen im Diinndarm katalysiert bevor
diese in die Enterozyten aufgenommen werden konnen (Haase 2013). Unter Hypoxie kommt
es bedingt durch HIF-2 zu einer Stimulation der Erythropoetinsynthese in den REPC und in
Hepatozyten. Gleichzeitig erhdhen sich im Darm die Anzahl von Redoxreaktionen von Fe®*
zu Fe*" und die Eisenaufnahme in die Enterozyten. Durch die verstirkte Erythropoese wird
die Hepcidinproduktion verringert, was den Effekt ebenfalls weiter verstérkt (Haase 2013).
Gleichzeitig ist die Transkriptionsrate von HIF-2 selbst vom Eisengehalt des Blutes abhéngig.
Ein in der 5’UTR des HIF-2-Gens lokalisiertes sog. Iron-Regulatory-Element (IRE) bindet
Eisen-regulierende Proteine (IRP), welche transkriptionsregulierend auf Gene wirken, die am
Eisenstoffwechsel beteiligt sind. Durch die Lokalisation des IRE in der 5"UTR des HIF-2-
Gens wird nach Bindung eines IRP die Transkription blockiert (Zimmer et al. 2008).

Das bedeutet, dass eine Synthese von HIF-2 nur bei einem ausreichend hohen Eisenspiegel im
Plasma stattfinden kann und erkldrt warum sich bei andauerndem Eisenmangel langfristig

eine Andmie einstellt.

2.4.2.3.1 HNF-+4

HNF-4 wird hauptsichlich in der Leber, aber auch in der Niere und zu einem kleineren Teil
im Magen-Darm-Trakt gebildet. Die Zielgene liegen ebenfalls vor allem in der Leber. Des
Weiteren ist dieser Transkriptionsfaktor auch fiir die Transkription des liberwiegend in der

Niere exprimierten EPO-Gens von grof3er Bedeutung.
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Das Protein gehort zur Gruppe der ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren, d.h. es muss
zuerst durch Bindung eines Liganden aktiviert werden. Erst dann ist ein Kontakt mit der Ziel-
DNA und einem Co-Aktivatorprotein moglich. Es interagiert beim EPO-Gen mit dem DR2-
Element des Enhancers.

Beim Menschen ist HNF-4a flir die Transkription von EPO in der Leber essentiell. Ohne das
Protein kann die Produktion in den normalerweise Erythropoetin-produzierenden Zelllinie
Hep3B nicht stattfinden (Galson et al. 1995). In neuronalen Zellen konnte jedoch auch in
Abwesenheit von HNF-4a eine EPO-Expression nachgewiesen werden. Bisher ist nicht
bekannt, ob ein anderer Faktor dessen Rolle iibernimmt (Fandrey 2004a). Inwieweit HNF-4
fiir die Transkription von EPO in Nierenzellen notwendig ist, ist aufgrund der bisher

fehlenden Epo-produzierenden-Nierenzelllinien noch nicht untersucht.

2.4.2.3.2 p300/CBP

Die Proteine p300 und CBP (CREB-binding-protein) gehdren zur Gruppe der Histon-
Acetyltransferasen. Sie iibertragen Acetylgruppen auf Histone, wodurch sich die
Chromatinstruktur lockert, so dass die RNA-Polymerase besseren Zugang zur DNA
bekommt. Sie spielen bei der Transkriptionsrate von vielen Genen eine grof3e Rolle.

Auch bei der Transkription von Epo wirken sie als Koaktivatoren. Neben der Histon-
Acetyltransferaseaktivitdt vermitteln sie auch den Kontakt zwischen Enhancer und Promotor,
indem sie an HIF-a (Arany et al. 1996) und HNF-4 sowie den Promotor binden. Dabei wird
die Acetyltransferaseaktivitit durch die Bindung sogar noch verstirkt und die

Transkriptionsrate noch weiter gesteigert (Soutoglou et al. 2001).

Abb. 5 Schematische Darstellung der Bindungsstellen von Hypoxie-induzierten
Faktoren
Quelle: (Garst und Batey 2009)
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2.4.2.4 Genetische Variabilitit im EPO-Gen des Schweins

Obwohl die Gensequenzen filir Erythropoetin beim Schwein und einigen anderen Haustieren
bekannt sind, gibt es kaum Informationen iiber die Variabilitdt derer EPO-Gene. Auch iiber
den Einfluss von Mutationen im EPO-Gen auf die Blutbildung ist nur wenig bekannt. Bei
Mensch und Maus sind zwar einge SNPs im EPO-Gen identifiziert worden, deren genaue
Funktionen sind jedoch meist nicht gekldrt. Ein SNP in der Promotorregion 1125 bp vor dem
Transkrptionsstartpunkt des EPO-Gens des Menschen korreliert signifikant mit der
Erythropoetinkonzentration. Das Vorhandensein eines T-Allels flihrt zu einer 7,5 mal hoheren
Epo-Konzentration im Gegensatz zum Allel G. Die Allele C und A oder eine Deletion an
dieser Position fithren ebenfalls zu verminderter Promotoraktivitdt (Tong et al. 2008). Der
Genotyp G/G in diesem SNP steht in Korrelation mit dem Auftreten eines
Myelodysplastischen Syndroms (Ma et al. 2010). Die erhohte Promotoraktivitdt durch das T-
Allel kommt dadurch zu Stande, dass sich bei Vorhandensein dieses Allels eine neue
Bindungsstelle fiir die Proteine EVI1/MELI1 oder AP1 ausbildet (Tong et al. 2008).

Ob beim Schwein SNPs im EPO-Gen vorhanden sind, die mit Parametern des roten Blutbilds
korrelieren, ist bisher nicht bekannt. Es ist auch nicht geklirt, ob wie beim Menschen
Bindungsstellen fiir die Proteine EVI/1/MEL1 oder AP1 existieren und ob diese einen
Einfluss auf die Genaktivitidt beim Schwein haben. Die hier vorliegende Arbeit soll nun einen
Beitrag dazu leisten, das EPO-Gen des Schweins ndher zu identifizieren und mégliche SNPs

und deren Einfluss auf das rote Blutbild zu ermitteln.
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2.5 Erythropoetin—Rezeptor

2.5.1 Aufbau des Rezeptors

Beim Epo-Rezeptor des Schweins handelt es sich um ein 509 Aminoséuren langes
Glykoprotein (Pearson et al. 2000). Er gehort zur Familie der Klasse 1 Zytokinrezeptoren, zu
denen auch die Rezeptoren verschiedener Interleukine, Wachstumsfaktoren und der Prolaktin-

Rezeptor gehoren (Bazan 1989).

Abb. 6 Extrazellulire Doméine des Epo-Rezeptor mit gebundenem Epo
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1CN4)
rot/braun: antiparallele Helices von Erythropoetin

blau/griin/gelb: extrazellulire Doménen des Epo-Rezeptors

Charakteristisch fiir Zytokinrezeptoren ist der Aufbau aus zwei oder mehr immunglobulin-
dhnlichen Doménen, vier gleich angeordneten Cystein-Resten und einem extrazelluldren, nahe
der Transmembrandoméne liegenden Motiv, bestehend aus Trp-Ser-C-Trp-Ser (WSXWS). X
steht dabei fiir eine beliebige Aminosdure (Bazan 1989). Dieses Motiv scheint flir die
Exprimierung des Rezeptors und Bindung des Liganden essentiell zu sein. Zellen mit einer
Mutation in diesem Bereich exprimieren sehr wenige oder iiberhaupt keine Epo-Rezeptoren
an ihrer Oberflache und sind auch bei Anwesenheit von Epo nicht zu einer Differenzierung
befahigt (Yoshimura et al. 1992). Quelle et al. (1992) konnten Mutationen im WSXWS-Motiv
finden, die zu einer geringeren Affinitdt zum Liganden fiihren.

Die extrazelluliren Doméinen des ungebundenen Rezeptors liegen als Dimere vor (Livnah
1999; Remy et al. 1999). Nach Anlagerung des Liganden kommt es zu einer
Konformationsdnderung dieser extrazelluliren Domidnen, so dass diese miteinander in

Kontakt treten und zwei Janus-Kinase-2 Molekiile, die nahe der Transmembranregion auf der
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intrazelluldren Seite liegen, aktiviert werden (Witthuhn et al. 1993). Im zweiten Schritt
werden acht Tyrosinreste der zytoplasmatischen Domédne phosphoryliert (Miura et al. 1991),
so dass mehrere Bindungsstellen (SH2) fiir verschiedene intrazelluldre Proteine entstehen und

zahlreiche Signalkaskaden in Gang gesetzt werden konnen.

2.5.2 Signaltransduktion

2.5.2.1 Janus-Kinase-STAT-Signalweg

Einen moglichen Signalweg stellt der Janus-Kinase-STAT-Signalweg dar. An die
Tyrosinreste des Epo-Rezeptors konnen STATS oder STAT3 binden. STAT1 dagegen wird
direkt tiber die Janus-Kinase aktiviert und assoziiert nicht mit einem Tyrosinrest. Die STAT-
Molekiile werden nach Bindung an den Rezeptor ebenfalls von der Janus-Kinase
phosphoryliert, so dass auf ihrer Oberfliche weitere SH2-Bindungsstellen entstehen. Uber
diese konnen sich die vom Rezeptor gelosten STAT zu Dimeren zusammenlagern, was zu
ithrer Aktivierung fiihrt. Diese aktivierten Molekiile kdnnen nun in den Zellkern einwandern

und dort den Promotor der Zielgene aktivieren (Ubersicht in Richmond et al. 2005).

2.5.2.2 Phosphatidyinositol-3-Kinase Signalweg

Eine zweite Moglichkeit der Signaliibertragung stellt der Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Signalweg dar. Die p85 Untereinheit der PI-3-Kinase kann iiber die Tyrosinreste an den Epo-
Rezeptor binden (Miura et al. 1994a; Damen et al. 1995). Durch die Aktivierung der Kinase
wird nun eine Signalkaskade in Gang gesetzt, an deren Ende der Transkriptionsfaktor Foxo3a
steht. Foxo3a stellt einen Transkriptionsfaktor fiir verschiedene Zielgene dar, deren
Aktivierung eine proapoptotische und antiproliferative Funktion in der Zelle haben.

Zusitzlich wird durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweg der Transkriptionsfaktor
GATA-1, der ebenfalls eine grof3e Rolle in der Regulation spezifischer, fiir die Erythropoese
notwendiger Gene spielt, phosphoryliert und so aktiviert (Zhao et al. 2006). Zielgene fiir
GATA-1 stellen unter anderem das Erythropoetin-Rezeptor-Gen (Youssoufian et al. 1990)
und das b-Globin-Gen dar (Wall et al. 1988). Bei beiden Genen fiihrt der Transkriptionsfaktor
zu einer Erhohung der Transkriptionsrate. Es kommt zu einer vermehrten Bildung des roten
Blutfarbstoffs Himoglobin und zu einer gesteigerten Expression von Epo-Rezeptoren auf der

Zelloberfliche. Beim Menschen erhoht sich gleichzeitig die Transkriptionsrate von SCL
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(Cheung und Miller 2001) einem Transkriptionsfaktor, der ebenfalls an das EPOR-Gen bindet
und zu einer Aktivierung des Gens fiihrt.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Aktivierung des PI-3-Signalwegs zu einer Proliferation
und Differenzierung der Zellen fiihrt und wesentlich dazu beitrdgt, die Apoptose der Zellen zu
verhindern. Dabei ist die PI-3-Kinase zwar notwendig, alleine jedoch nicht ausreichend zur
Verhinderung der Apoptose bei erythroiden Vorlduferzellen (Bao et al. 1999). Mause mit
fehlender Expression der p85 a-Untereinheit zeigen eine deutliche Verminderung der Bildung

von CFU-E und BFU-E (Huddleston 2003).
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Abb. 7 Janus-Kinase-STAT-Signalweg Abb. 8 Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Signalweg

Quelle: (Richmond et al. 2005)

2.5.2.3 MAP-Kinase-Signalweg

Die dritte Moglichkeit der Signaliibertragung stellt der MAP-Kinase-Signalweg dar (Miura et
al. 1994b). Uber mehrere Signalwege kann durch die Phosphorylierung der SH2-Domiinen
am Epo-Rezptor das Protein RAS (Rat Sarcoma) aktiviert werden. Uber das Protein RAF-1
(Rat Fibrosarcoma 1) kommt es nun zur Aktivierung einer MAP-Kinase. MAP-Kinasen

konnen im Zellkern die Transkription verschiedener Gene induzieren, u.a. die der DNA-
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bindenden Regulatorproteine c-MYC, ¢-FOS und c¢-JUN (Ubersicht in Cheung und Miller
2001), die wiederum die Transkriptionsrate anderer Gene erhdhen. AuBerdem hemmt die
MAP-Kinase das Protein Caspase 3, welches ebenfalls eine gro3e Rolle bei der Apoptose von
Zellen spielt.

Klingmiiller et al. (1997) konnten beweisen, dass eine Aktivierung der MAP-Kinase ohne
Beteiligung von RAS und RAF-1 moglich ist. Hierbei spielt Phosphatidylinositol-3 ebenfalls

eine grof3e Rolle.

2.5.2.4 Intrazellulirer Ca**-Einstrom

Eine weitere Moglichkeit in der Signaliibertragung stellt der intrazellulire Ca**-Einstrom dar.
Kultivierte humane Erythroblasten zeigen innerhalb weniger Minuten nach Stimulation mit
Epo einen Anstieg des intrazelluliren Kalziumgehaltes (Miller et al. 1988). Weitere
Untersuchungen ergaben, dass der Kalziumgehalt im Nukleus sogar um bis zum dreifachen
ansteigt (Yelamarty et al. 1990). Uber seine SH2-Doméinen kann das Enzym Phospholipase C
y an die phosphorylierten Tyrosinreste des Rezeptors binden (Ren et al. 1994). Uber eine
Signalkaskade wird Proteinkinase C aktiviert, welche einen intrazelluldren Kalziumeinstrom
induziert. Ca®"-Ionen sind am Zellstoffwechsel beteiligt, indem sie selbst Enzyme aktivieren
oder hemmen; z.B. reagiert der an den Epo-Promotor bindende p300/CBP- Komplex auf
Kalzium (Brown, 2007), und es konnen auch iiber Calmodulin zahlreiche weitere Enzyme
aktiviert werden. AuBerdem konnen durch Ca®"-Ionen kalzium-bindende Proteine in die Zelle

gelangen, wodurch ebenfalls weitere Stoffwechselwege in Gang gebracht werden.

2.5.3 Das Erythropoetin-Rezeptor Gen

2.5.3.1 Aufbau

Das Erythropoetin-Rezeptor-Gen des Schweins liegt auf Chromosom 2 (Fahrenkrug et al.
2000) und besteht aus 8 Exons und 7 Introns. AuBler beim Schwein sind auch die EPOR-Gene
vom Menschen, der Maus und der Ratte bekannt. Von Hund, Rind und Schaf konnte die
mRNA in der Datenbank NCBI gefunden werden. Beim Menschen und Affen liegt das Gen
auf Chromosom 19, bei der Maus auf Chromosom 9, bei der Ratte auf Chromosom §, beim
Rind auf Chromosom 7 und beim Hund auf Chromosom 20.

Wie auch beim EPO-Gen weist die EPOR-Sequenz einen hohen Homologiegrad zwischen

den Siugetieren und dem Menschen auf. Die Ubereinstimmung zwischen dem humanen
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EPOR-Gen und dem murinen betragt 82% (Jones et al. 1990). Pearson et al. fanden beim
Vergleich der Gensequenzen von Schwein, Maus, Mensch und Ratte eine Ubereinstimmung
von 79-85%. Alle funktionellen Bereiche des Rezeptors sind zu 100% konserviert. 159
Nukleotide der 5"UTR und 154 Nukleotide der 3"'UTR-Region waren mit humanem EPOR zu
91%, bzw. 71% identisch (Pearson et al. 2000).

Kuramochi et al. konnten beim EPOR der Maus zwei verschiedene cDNAs identifizieren, die
durch alternatives Spleilen entstehen. Die ¢cDNA codiert entweder fiir einen 55.000 M
membrangebundenen  Rezeptor oder einen 29.000 M  Rezeptor, dem die
Transmembrandoméne und die zytoplasmatische Domidne fehlen (Kuramochi et al. 1990).
Beim membrangebundenen Rezeptor wird die Transmembrandoméne von Exon 6 codiert, die
zytoplasmatische Doméne von den Exons 7 und 8 (Youssoufian et al. 1990). Der alternative
Rezeptor wird sezerniert, wie es auch bei vielen anderen Zytokinrezeptoren, insbesondere IL-
4 und IL-7, der Fall ist (Mosley et al. 1989; Goodwin 1990).

Zwei Jahre spéter konnten Kazuo et al. das Vorkommen des 16slichen Rezeptors auch beim
Menschen bestitigen (Kazuo et al. 1991). Seine genaue Funktion ist bisher nicht bekannt.
Allerdings wird davon ausgegangen, dass er an der Differenzierung der erythroiden
Vorlduferzellen beteiligt ist (Nakamura et al. 1996). Ob diese Form des Rezeptors auch beim

Schwein vorkommt, ist ebenfalls noch nicht geklart.

2.5.3.2 Regulation der Genexpression

Der EPOR-Promotor besteht zu ca. 55% aus GC-Regionen und hat damit relativ geringe
Anteile von Guanin und Cytosin im Vergleich zu anderen Cytokinrezeptoren (Youssoufian et
al. 1990). Eine TATA-Box oder CAAT-Box ist nicht vorhanden. Jedoch konnten
Bindungsstellen fiir GATA-1 oder Spl identifiziert werden (Youssoufian et al. 1990; Penny
und Forget 1991; Noguchi et al. 1991; Maouche et al. 1991). GATA-1 und Spl sind
Transkriptionsfaktoren, die miteinander kooperieren. Beide Bindungsstellen sind fiir die
Genaktivierung essentiell. Hohe GATA-1-Konzentrationen sind sogar in der Lage eine
Transkription des EPOR-Gens in Zellen, die normalerweise keine Epo-Rezeptoren
exprimieren, einzuleiten (Zon et al. 1991). Mutationen im Sp1-Motiv fithren zu einer deutlich
verminderten Promotoraktivitdt (Chin et al. 1995).

Sowohl bei der Maus als auch beim Menschen liegt jeweils ein GATA-1 und ein Spl-Motiv
ca. 150 bp proximal des Transkriptionsstartpunkts. Sie liegen hintereinander in einem

Abstand von 22 bp bzw. 27 bp (Youssoufian et al. 1990; Penny und Forget 1991; Noguchi et
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al. 1991). Dieser Bereich iibernimmt die Funktion eines proximalen Promotors und ist damit
von grofiter Bedeutung. Weitere GATA-1 Bindungsstellen finden sich auch im 5'UTR- und
3’'UTR-Bereich, sowie je eine Bindungsstelle in Exon 3 und eine im vierten Intron
(Kuramochi et al. 1990).

Des Weiteren konnten bei beiden Spezies im Promotorbereich des Gens drei CACCC-Motive
gefunden werden (Youssoufian et al. 1990; Noguchi et al. 1991). CACCC-Motive sind
potentielle Bindungsstellen fiir Kriippel-like-Faktoren, die als Transkriptionsfaktoren dienen
konnen. Charakteristisch fir den humanen EPOR ist, dass die CACCC-Motive weliter
proximal liegen als bei der Maus (Noguchi et al. 1991).

Maouche et al. konnten beim Menschen zusitzlich mehrere potentielle Bindungsstellen fiir
Helix-Loop-Helix- (HLH-) Proteine mit der Konsensussequenz ,,CANNTG* detektieren
(Maouche et al. 1994). Diese Bindungsstellen werden auch E-Boxen genannt. An ihnen kann
beim Menschen der Transkriptionsfaktor SCL/TAL1 binden. Wie Rogers et al. (2012)
beweisen konnten, ist auch dieser Faktor in der Lage die Transkription von EPOR positiv zu
beeinflussen. Die experimentell herbeigefiihrte vermehrte Expression von SCL/TALL fiihrt zu
einer erhohten Transkription des EPOR und ermdglicht damit die weitere Differenzierung der
erythroiden Vorlduferzellen. Mutationen der E-Box konnen zu einer verminderten
Genaktivitdt fiihren (Rogers et al. 2012). AuBerdem ist SCL/TAL1 an der Bindung des
Transkriptionsaktivierungskomplexes an den Transkriptionsstartpunkt beteiligt (Rogers et al.

2012).

EPO-Rezeptor Gen polyA-Stelle

A

5 .

3

Abb. 9 Allgemeine schematische Darstellung des Epo-Rezeptor Gens
Tirkis CACCC-Motive
Blau Proximaler Promotor mit Bindungsstellen fiir GATA-1- und Spl
Gelb 5" und 3" UTR-Region
Rot: Exon 1-7
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2.5.3.3 Transkriptionsfaktoren mit Beteiligung an der Transkription von EPOR
2.5.3.3.1 GATA-Transkriptionsfaktoren

Die Familie der GATA-Transkriptionsfaktoren umfasst zwei Untergruppen. GATA-1,
GATA-2 und GATA-3 iiben spezifische Funktionen bei der Himatopoese aus und stellen die
erste Untergruppe dar. Der wichtigste Faktor flir die Entwicklung der Erythrozyten ist GATA-
1. Die bereits am lingsten bekannte Funktion dieses Transkriptionsfaktors ist die Aktivierung
des B-Globin-Gens und damit die Beteiligung an der Bildung des Himoglobins (Evans et al.
1988; Wall et al. 1988). Bei der Aktivierung des Erythropoetin-Rezeptor-Gens und der damit
verbundenen Expression des Rezeptors auf der Oberfliche von erythroiden Vorlduferzellen
spielt GATA-1 ebenfalls eine wichtige Rolle (Zon et al. 1991). Zellmutanten, die nicht zu
einer GATA-1 Expression befdhigt sind, sind nicht in der Lage sich zu ausgereiften
Erythrozyten zu differenzieren (Pevny et al. 1991).

Die zweite Untergruppe besteht aus GATA-4, GATA-5 und GATA-6. Sie werden
vorwiegend in Geweben mesodermalen und endodermalen Ursprungs wie Herz, Leber,
Lunge, Darm und Gonaden exprimiert und sind dort an der gewebespezifischen
Genregulation beteiligt (Ubersicht bei Molkentin 2000).

Allen GATA-Transkriptionsfaktoren gemeinsam ist ihre Interaktion mit der Ziel-DNA {iber
thre Zinkfinger-Domédnen. Bei einem Zinkfinger handelt es sich um eine Struktur eines
Proteins, bei dem die Peptidkette in Schleifenform koordinativ an ein zentrales Zinkion
gebunden ist. Diese Struktur findet sich in sehr vielen eukaryonten Transkriptionsfaktoren
aber auch in Steroidrezeptoren.

Insgesamt gibt es mindestens sechs verschiedene Formen von Zinkfingern. Der wichtigste
Finger stellt der Cys,/His;-Finger dar. Er besteht aus einer Abfolge von etwa 12 Aminosiuren
und enthélt im Innern jeweils zwei Cystein- und zwei Histidinreste. Der Finger ragt liber die
Oberflache des Proteins heraus und kann an mit Hilfe seiner Kontaktstellen an der grof3en
Furche der DNA binden. Wechselwirkungen zwischen der B-Faltblattstruktur und den
Zucker-Phosphat-Resten der DNA stabilisieren die Bindung (Brown und Jarosch 2007).

Dabei ist es moglich, dass ein Zinkfinger-Protein nicht nur einen dieser Finger auf seiner
Oberfliche besitzt, sondern sie konnen multipel auftreten. Meist ist die Bindung an die DNA
iiber einen Zinkfinger unabhingig von evtl. vorhandenen anderen. Es sind allerdings auch
Fille bekannt, bei denen die Finger miteinander in Wechselbeziehung treten, wie z.B. bei den
Steroidrezeptoren (Brown und Jarosch 2007).

Der wichtigste GATA-Faktor im Zusammenhang mit der Regulation des Epo-Rezeptors ist
GATA-1 (Zon et al. 1991). Bis zum Jahr 1990 gab es fiir dieses Protein unterschiedliche
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Bezeichnungen (Eryf-1, NF-E1 und GF-1 fiir GATA-1), die seitdem unter dem Namen
GATA-1 zusammengefasst werden (Orkin 1990). Die Konsensussequenz aller GATA-
Transkriptionsfaktoren lautet ,,T/A-GATA-G/A* (Evans 1988; Wall et al. 1988). Allerdings
konnen die Faktoren auch abgewandelte Sequenzmotive wie ,,GATT* oder ,,GATC* mit
unterschiedlicher Priferenz binden. Dies ermoglicht eine gezielte Genregulation in Geweben,
die mehrere GAT A-Faktoren exprimieren (Ko und Engel 1993; Merika und Orkin 1993).
GATA-Proteine besitzen auf ihrer Oberfliche je zwei Zinkfinger jeweils vom Typ Cys,/His;.
Die Aminosduren-Abfolge ist bei beiden Fingern Cys-X,-Cys-X;7-Cys-X,-Cys (Tsai et al.
1988; Evans und Felsenfeld 1989). Allerdings besitzen sie unterschiedliche Funktionen im
Zusammenhang mit der Bindung an die Ziel-DNA. Uber den N-terminalen Zinkfinger (N-
Finger) wird die DNA-Sequenz spezifisch erkannt und die Stabilitit der Bindung erhoht
(Martin und Orkin 1990; Yang und Evans 1992). AuBlerdem spielt der N-Finger eine grofie
Rolle im Zusammenhang mit Interaktionen mit weiteren Transkriptionsfaktoren, wie z.B. dem
Kofaktor FOG (friend-of-GATA) (Tsang et al. 1997). Der C-terminale Zinkfinger (C-Finger)
ist zwar ebenfalls an der Bindung an die Ziel-DNA beteiligt (Martin und Orkin 1990; Yang
und Evans 1992); allerdings interagiert er mit anderen Transkriptionsfaktoren. Bekannt sind
Wechselbeziehung mit Proteinen aus der Kriippel-like-Familie, wie z.B. Spl oder EKLF
(Merika und Orkin 1995).

2.5.3.3.2 Spl

Der Transkriptionsfaktor Spl, auch Spezifisches Protein 1 genannt, wurde zuerst beim
Menschen im Zusammenhang mit der Transkription von SV-40 Virusgenomen identifiziert
(Dynan und Tjian 1983). Das Virus SV-40 (Simian Virus 40 / Affenvirus 40) gehort zur
Gattung der Polyomaviren, dessen natiirlicher Wirt der Rhesusaffe ist. Eine Infektion bleibt
bei ihm symptomlos. Bei experimentell infizierten neugeborenen Hamstern treten jedoch
bestimmte Tumore, v.a. Sarkome, gehduft auf (Giardi A. J. 1962; Diamandopoulos 1972).
Auch beim Menschen ist eine Infektion mit dem Virus bekannt, allerdings ist hier nicht
eindeutig gekldrt, ob eine Infektion auch zur Ausbildung von Krankheitssymptomen fiihrt. Da
die Virus-DNA in verschiedenen Tumoren, z.B. bei Lymphomen (Butel et al. 2003), dem
Osteosarkom (Mendoza et al. 1998; Heinsohn et al. 2009) oder dem Mesotheliom (Gibbs et
al. 1998; Rizzo et al. 1998) nachgewiesen werden konnte, wird dariiber diskutiert, ob auch
hier ein Zusammenhang zwischen SV-40 Infektionen und der Entstehung dieser Krebsarten

besteht (Nelson 2001).
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Anfangs wurde angenommen, dass Spl spezifisch fiir die Aktivierung von SV-40 ist. Diese
Hypothese musste allerdings revidiert werden, als auch im Zusammenhang mit anderen
Promotoren Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor gefunden wurden. Das spezifische
Bindungselement stellen GC-Boxen mit einer Sequenz von ,,GGGCGG* dar (Dynan und
Tjian 1983). Der SV-40 Promotor wird direkt tiber das Protein Spl gesteuert, wahrend bei
anderen Genen weitere Regulationselemente an der Aktivierung beteiligt sein kdnnen.
AuBlerdem sind Gene bekannt, die mehrere Spl-Bindungsstellen aufweisen, die allerdings
nicht alle das Protein mit gleicher Effektivitdt binden. Hier sind ebenfalls weitere DNA-
Sequenzen an der Aktivierung beteiligt (Dynan und Tjian 1985).

Das humane Spl Protein besteht aus 785 Aminoséuren und weist ein Molekulargewicht von
81 kDa auf (http://www.phosphosite.org/proteinAction.do?id=1312). Charakteristisch ist auch
bei diesem Transkriptionsfaktor die Bindung iiber eine Zinkfinger-Doméne. Diese ist wie bei
den meisten Zinkfinger-Proteinen vom Typ Cys,/His;.

Auch beim Schwein ist ein Spl Transkriptionsfaktor bekannt. Er besteht aus 786
Aminosduren und hat ebenfalls ein Molekulargewicht von 81 kDa. Das zugehorige Gen liegt
auf Chromosom 5, ist 2638 bp lang und besteht aus 6 codierenden Exons
(http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Summary?db=core;g=ENSSSCG00000000272;r=

5:19024788-19065851;t=ENSSSCT00000000291).

Sowohl die Nukleotidsequenz des Gens als auch die Aminosduresequenz des Molekiils
stimmen zu einem grofen Teil mit den Sequenzen des Menschen iiberein (Simmen et al.
2000).

Es sind heute zahlreiche Gene bekannt, an deren Aktivierung Spl beteiligt ist. Beispiele fiir
Gene des Schweins, die Sp1-Bindungsstellen in ihrer Promotorregion aufweisen, sind z.B. das
Caveolin-1-Gen, das Dopamin-Rezeptor-Gen oder auch Gene fiir CREB-Proteine AuB3erdem

scheint der Transkriptionsfaktor in der frithen Graviditit eine grof3e Rolle zu spielen.

2.5.3.3.3 SCL/TAL1

Der Transkriptionsfaktor SCL, auch TAL1 (7-Cell Acute Lymphocytic Leukemia Protein 1)
genannt, spielt als Wachstumsfaktor bei der Erythropoese des Menschen eine wichtige Rolle
(Aplan et al. 1992). Er ist an der Spezifizierung und Differenzierung der Vorlduferzellen
beteiligt. Vor allem in der embryonalen Entwicklung ist er essentiell. Knock-out Miuse des
Genotyps scl-/scl- sind nicht zur Erythropoese befihigt und sterben bereits im
Embryonalstadium ab (Robb et al. 1995).
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TAL1 wird er auch deshalb genannt, weil er bei der Entstehung von akuter lymphoblastischer
T-Zell-Leukdmie in bis zu 60% der Fille beteiligt ist (Ferrando 2004) Normalerweise wird
das Gen fiir SCL in T-Zellen jedoch nicht exprimiert. SCL/TAL1 ist physiologisch spezifisch
fiir die erythroide und myeloide Zellreihe.

Im Gegensatz zu GATA oder Spl gehort SCL/TAL1 nicht zu den Zinkfinger-Proteinen
sondern ist ein Transkriptionsfaktor, der iiber ein sog. Helix-Loop-Helix-Motiv an die Ziel-
DNA bindet. Die Erkennungssequenz stellt die sog. E-Box dar, deren Konsensussequenz

,CANNTG" ist (Murre et al. 1994).

2.5.3.4 Genetische Variabilitit im EPOR-Gen beim Schwein

Im Epo-Rezeptor-Gen des Schweins sind bereits mehrere SNPs bekannt. Schon im Jahr 2005
konnten Vallet et al. (2005) in Intron 4 (g.2373C>T, Gen Bank Ass. No. EU407778) einen
SNP detektieren, der zu einem Basenaustausch von Cytosin zu Thymin fithrt und eine
zusdtzliche Bindungsstelle fiir GATA-1 hervorruft. Die Auspragung eines T-Allels fiihrt zu
einer erhohten Uteruskapazitit bei Sauen (Vallet et al. 2005).

Zhang et al. konnten 2011 sieben weitere SNPs identifizieren. Vier SNPs liegen in den
Intronbereichen (g.705G>T in Intron 1 und g.2882C>T, g.3035A>G, g.3132A>T in Intron 6;
Namensgebung anhand GenBank Ass. No. EU407778) und 3 SNPs liegen in den Exons;
¢.310C>G in Exon 2, ¢.434A>G in Exon 3 und c.1551C>T in Exon 8 (ZHANG et al. 2011a;
ZHANG et al. 2011b). Der bereits bekannte SNP in Intron 4, g.2373C>T konnte bestitigt
werden (ZHANG et al. 2011b). SNP g.705G>T korreliert signifikant mit der Wurfgrofe.
Tiere mit Genotyp GG weisen hohere Ferkelzahlen und einen hohere Anzahl lebend
geborener Ferkel als Tiere mit Genotyp TT auf. Die SNPs g.2882C>T und g. 3035A>G
korrelieren mit der Ferkelzahl und der Anzahl lebend geborener Ferkel (ZHANG et al
2011b). Die Mutation an Position ¢.434A>G bewirkt einen Basenaustausch von Histidin zu
Arginin und assoziiert mit einer groBleren UterusgrofBe bei Sauen. Das G-Allel kommt bei
chinesischen Schweinerassen deutlich hiufiger vor als bei den europédischen Schweinerassen.
(ZHANG et al. 2011a).

SNPs des Epo-Rezeptor-Gens, die im Zusammenhang mit der Blutbildung stehen, sind
allerdings bisher nicht bekannt.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 F2-Schweinepopulation

Wie schon in den Dissertationen von Hepp 2006, Berge 2008 und Clemens 2010 wurde auch
in der hier vorliegenden Arbeit ein Tierkollektiv untersucht, das aus einer informativen F2-
Familie mit den Ausgangsrassen Meishan und Pietrain besteht. Die Population war bereits im
Vorfeld am Institut fiir Tierziichtung und Biotechnologie der Universitdit Hohenheim in
Stuttgart erstellt worden. Als Elterntiere dienten vier reinrassige Pietrain-Eber und vier
reinrassige Meishan-Sauen, zwei Schweinerassen, die sich sowohl genetisch als auch
phénotypisch deutlich voneinander unterscheiden. Die Erstellung der F2-Generation erfolgte
iiber eine Kreuzung von 5 Ebern mit 13 Sauen aus der Fl1-Familie. Die Tiere waren unter
einheitlichen Bedingungen auf der Versuchsstation der Universitdt Hohenheim aufgezogen

worden (Hepp 2006).

Die Tiere wurden im Alter von 8-12 Wochen mit einem durchschnittlichen Gewicht von 27
kg in die Stdlle der Klinik fiir Schweine der Justus-Liebig-Universitit GieBen eingestallt.
Insgesamt entstanden 21 Gruppen, die in ihrer Tierzahl je nach WurfgroBBe zwischen 5 und 11
variierten.

Ab dem Tag ihrer Ankunft wurden die Tiere Ttiber sechs bis neun Tage mit
Fiitterungsantibiotika (Tiamulin (0,2 g/kg Futter) und Chlortetrazyklin (1 g/kg Futter))
versorgt. Die Fiitterung erfolgte ad libitum mit pelletiertem Mastfutter iiber
Trockenfutterautomaten. Der Energiegehalt des Futters entsprach 12,6 MJ/kg. Wasser wurde
ebenfalls ad libitum iiber Nippeltranken oder Troge angeboten.

Nach einer zwei-wochigen Eingewohnungszeit erfolgte eine orale Verabreichung von 50.000
Sporozysten von S. miescheriana je Tier (Genehmigung durch Tierschutzkomission des
Regierungspriasidiums Gieen, AZ: GI 18/15-Nr.43/2001 vom 17.12.2001). Die
Infektionsstadien waren zuvor am Institut fiir Parasitologie der Universitdt Leipzig erstellt
worden.

Nach der Infektion wurden wochentlich klinische Parameter wie Atemfrequenz, Herzfrequenz
und die Rektaltemperatur ermittelt und das Allgemeinbefinden bewertet. An den

Versuchstagen 0 (d0), 14 (d14), 28 (d28) und 42 (d42) wurden von jedem Versuchstier
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Blutproben entnommen und verschiedene klinisch-chemische Parameter untersucht. Die
absoluten Erythrozytenzahlen, der Hamatokritwert und der Hamoglobingehalt, sowie die
mittlere Himoglobinkonzentration (MCHC) wurden aus dem EDTA-Vollblut elektronisch
mit Hilfe des Cellcounters F-800 (Fa. Sysmex, Langenfeld) ermittelt. Anhand eines
Blutausstriches wurde auch das Ausmal} an Polychromasie, Poikilozytose und Anisozytose
der Erythrozyten und das Vorhandensein von Jollykorpern untersucht.

Nach der Euthanasie am Tag 70 des Versuchszeitraums wurden die Tiere zur Sektion in das

Institut fiir Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitit GieBen verbracht.

Tabelle 3 Tierzahlen und Aufbau der F,-Familie

Generation | Pietrain x Meishan n
#Eber  #Sauen
Fo 4 4 8
F, 5 13 18
F> 68 71 139

Einzelheiten iiber den Versuchsablauf, die klinische Uberwachung und die parasitologischen
Untersuchungen sind im Detail in der Dissertationsschrift von (Hepp 2006) dargestellt.
Als Probenmaterial fiir einen Teil der Versuche diente das genetische Material, das bereits

von Berge (2008) im Rahmen seiner Dissertation isoliert worden war.

3.1.2 Kommerzielle Schweinepopulation

Das Probenmaterial der kommerziellen Schweinepopulation bestand aus insgesamt 109
EDTA-Blutproben von Sauen aus Herdbuchzuchtbetrieben aus dem siiddeutschen Raum.
Davon waren 59 dieser Blutproben bereits im September und Oktober 2009 von den
Mitarbeitern des Schweinegesundheitsdienstes Baden-Wiirttemberg, Fellbach, entnommen
und nach GielBen verbracht worden. Eine weitere Probenentnahme mit insgesamt 50 EDTA-
Blutproben erfolgte im Jahr 2012. Von den insgesamt 109 gewonnenen Blutproben wurden
fiir die Asszozationsstudie 90 Proben eingesetzt. Blutproben, die Anzeichen von
Blutgerinnung aufwiesen wurden aussortiert. Ein Probenrdhrchen wurde beim Transport

beschddigt und konnte daher ebenfalls nicht verwendet werden.
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3.2 Material

3.2.1 Geriite und Labormaterial

Thermocycler:

Photometer:

Zentrifugen:

Pipetten:

Bildanalysesystem:

Mikrowelle:

Elektrophoresekammer:

Pyrosequencer:
Magnetschiittler:
Wirmeschrank:
PCR-Platten:
PSQ-Platten:
Schiittler:
Magnetriihrer:
pH-Meter:

Kugelmiihle:
Waage:

Klin.-chem. Analysegerét

T-Gradient, Whatman Biometra, Gottingen

T-Personal, Whatman Biometra, Gottingen

Ultrospec 1100pro, Amersham Biosciences, Freiburg
NanoDrop 2000C Spectrometer, peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen

Biofuge fresco, Heraeus, Osterode

Micro Centrifuge SD 220, Roth, Karlsruhe

Biohit GmbH, Rosbach v. d. Hohe

Roth, Karlsruhe

BioDocAnalyze, Biometra, Gottingen

HF 1210, Siemens, Miinchen

Horizon 58, Biometra, Gottingen

Pyromark ID, Quiagen, Hilden

Vario Monoshake, Roth, Karlsruhe

UM 400, Memmert, Schwabach

ABgene PCR Plate, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
PSQ 96 Plate Low, Quiagen, Hilden

Vortex —Genie 2, VWR, Darmstadt
IKA-COMBIMAG-RCO, IKA®-Werke, Staufen
VarioMag- Monotherm, Thermo Fisher Scientific,
Schwerte

MM300, Retsch, Haan

Scoutll, OHAUS, Kirchheim

Fuji DRI-CHEM 35001, Scil, Viernheim
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3.2.2 Chemikalien und Enzyme

Agarose, SeaKem LE Fa. Lonza, Rockland
EDTA- Na2 - 2 H20 Fa. Roth, Karlsruhe
Essigsdure (Eisessig) Fa. Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromidlosung 1% Fa. Roth, Karlsruhe
Ethanol vergillt Fa. Roth, Karlsruhe
Exonuclease I Fa. AppliChem, Darmstadt
Magnesiumacetat-Tetrahydrat Fa. Roth, Karlsruhe
NaCl Fa. Roth, Karlsruhe
Natriumacetat Fa. Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid Fa. Roth, Karlsruhe
Oligonukleotide Fa. Metabion international AG, Martinsried
Fa. Sigma-Aldrich, Miinchen
Orange G Fa. Sigma-Aldrich, Miinchen
Saccharose Fa. Roth, Karlsruhe
Salzsdure Fa. Roth, Karlsruhe
Streptavidin Sepharose Fa. GE HealthCare, Miinchen
Tris-HCI Fa. Roth, Karlsruhe
Tris PUFFERAN®, Ultra Qualitdt Fa. Roth, Karlsruhe
Tween20 Fa. Roth, Karlsruhe
INSTANT Virus RNA Kit Analtytik Jena AG, Jena
PyroMark Gold Q96 Reagents Fa. Qiagen, Hilden
Qiagen Multiplex PCR-Kit Fa. Qiagen GmbH, Hilden
REPLI-g Mini Kit Fa. Qiagen, Hilden

100 Basenpaar-Leiter Fa. AppliChem, Darmstadt



MATERIAL UND METHODEN

46

3.2.3 Losungen und Puffer
1x- TE- Puffer

10 mM Tris

1 mM EDTA

1x TAE-Puffer (pH 8,3)
40 mM Tris

20 mM Essigséure

1 mM EDTA

Auftragspuffer (10x)
0,3% Orange G
25% Saccharose

in Aqua bidest.

Denaturation solution

0,2 M NaOH

Annealing Buffer (pH 7,6)
20mM Tris

2mM Magnesiumacetat-Tetrahydrat

pH-Wert mit 4 M Essigsdure einstellen

Bindungspuffer (pH 7,6)
10 mM Tris

2M NaCl

1 mM EDTA

0,1 % Tween 20

pH-Wert mit 1 M HCL einstellen

Waschpuffer (pH 7,6)
10 mM Tris

pH-Wert mit 4 M Essigséure einstellen
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3.2.4 Computerprogramme

Clustal (Alignmentprogramm) www.ebi.ac.uk/Tools/clustal W2
Oligo Primerdesign (Eurofins MWG operon, Ebersberg)

SPSS PC (Statistical Package for Social Sciences, Version 15.0)
QTL-Express, www.gridqtl.org.uk

PSQ Assay Design Software

PyroMark™ ID Software

3.2.5 Internetadressen der verwendeten Datenbanken

National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov
BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Mapviewer, www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview

Mouse Genome Informatics, http://www.informatics.jax.org

UniProt, www.uniprot.org

Protein Data Bank, www.rcsb.org/pdb/home/home.do

National Animal Genome Research Program, www.animalgenome.org/pig
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3.3 Methoden

3.3.1 Datenbankrecherche

Die Sequenzen der Kandidatengene fiir Erythropoetin (EPO) und fiir den Erythropoetin-
Rezeptor (EPOR) waren bereits in der Datenbank vorhanden (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov).
Bei beiden Eintrdgen handelte es sich um die genomischen Sequenzen (EPO: AJ249746,
EPOR: EU407778) mit Angabe der Exon/Intron-Grenzen. Zusitzlich zu der genomischen
Sequenz war fiir das EPO-Gen auch die Sequenz der mRNA in der Datenbank hinterlegt
(NM _214134.1).

Die Promotorsequenzen beider Gene waren in obigen Datenbankeintrigen zu Beginn der
Untersuchungen nicht enthalten. Daher wurde mit Hilfe von BLAST nach iibereinstimmenden
Abschnitten zwischen noch nicht annotierten Sequenzen und dem 5°-Ende von EPO bzw.
EPOR gesucht. Nicht annotierte Sequenzen sind Dateinbankeintrige, die durch
Sequenzierung der Enden von BAC-Klonen entstanden sind. Be1 BAC-Klonen handelt es sich
um bacterial artificial chromosomes, die bis zu 300 kBp groBBe Fragmente an Fremd-DNA
(hier Schweine-DNA) aufnehmen konnen, die anschlieBend in FE.coli vermehrt werden
konnen. Es wurden fiir die vorliegende Arbeit nur solche BACs ausgewéhlt, bei denen eine
moglichst lange und liickenlose Darstellung der Sequenzen moglich war.

Fiir die Untersuchung des 3’-Bereiches der Gene wurde fiir EPO die bereits in der Datenbank
vorhandene Sequenz herangezogen. Die Untersuchung des 3’-Bereiches von EPOR erfolgte

wiederum mit Hilfe eines BAC.

3.3.2 Primerdesign

Mit Hilfe des Computerprogramms OLIGO wurden die Primer (siche Tabelle 4) basierend auf
den Gensequenzen von EPO und EPOR konstruiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
Primer keine Schleifen (loops) oder Selbstkomplementarititen aufweisen und die
Annealingtemperaturen der zusammengehodrigen Primer um hochstens 3°C voneinander
abweichen. Die Primer mit einer Lidnge von 18-26 bp wurden in den Intronbereichen
positioniert und es wurde darauf geachtet, dass die Amplifikate sich soweit iiberlappen, dass
moglichst geringe Mengen an Information verloren gehen.

Der Primername setzt sich jeweils aus dem Kiirzel des Kandidatengens und dem Exon oder

Intron zusammen oder aus dem Kiirzel des Kandidatenges und des Abschnittes im Promotor.
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Tabelle 4 PCR-Primer EPO-Gen

optimierte
Primer . N . .. Primer-Positionin | Linge | Annealing- |Verwendung Q-
P - P -Posit
Lokalisation rimer Name Sequenz(5-3') rimer-rostion genomischer DNA3 | (Bp) | temperatur Solution
°C
EpoEx11f* cct gag geg cte tgt tee gac ce f 821-843! 8014816-8014838
Exon 1 769 69 X
EpoEx11r* |gga gge cca gag gaa gea gea gea| 11 1566-1590! 8015584-8015561
EpoEx23f* cct gte cgt cta aac caa ccc t £ 1467-1486! 8015462-8015483
Exon2 +3 626 61 —
EpoEx23r* cct cat ctt tge tge tec gtt 1:2072-2092! 8016087-8016067
EpoEx4f* agg gtg gga aggaga atgaca gt | f2040-2050! 8016035-8016057
Exon 4 467 61 —
EpoEx4r* tca cag ggg gga caa gga ga 1: 2487-2506" 8016498-6016479
EpoEx5f* act tgt gtt gec ctt tct gga £2429-2449' | 8016421-8016441
Exon 5 894 61 —
EpoEx5r* aaa aga gaa aagccaagageca | r1:3301-3322! 8017313-8017292
EpoIn01f* ggg tce tag aag ggg geg aga ag f: 229-260' 8014233-8014255
Promotor 715 65 X
EpoIn01r* tgg ggc ttg geg ggt gc 1:936-952! 8014947-8014931
EpoProm3t* ctt ttc aca gat gag agc actga | £51268-51290? | 8013812-8013834
Promotor 531 57 X
EpoProm3r* tca aaa tcc cagttc tigttc ta | 1:51767-517982 | 8014342-8014320
EpoPromdf* | gaa gtt ccc aggcta gggtigaa | £51009-510312 | 8013553-8013575
Promotor 359 61 X
EpoPromdr* tca ggt ctg ggg age aggaatc | r:51346-51367> | 8013911-8013890
EpoPromTf* | gcc taaage atacaaaagtitcc | £50850-508722 | 8013394-8013416
Promotor 119 59 X
EpoPromTr* | aaa aagtca gggaagtct ggaat | r:50946-50968> | 8013512-8013490
EpoProm61£* tga cta ttt ccc act ctt tec £50283-50303> | 8012827-8012847
528 59 —
EpoProm61r* | aagtcc tac aaa tac aggtggat | r:50788-50811% | 8013354-8013332
Promotor
EpoProm612f* aat tat tit att ttt agg gct gc £50056-50078> | 8012600-8012622
272 57 X
EpoProm612r* ctc tga aga att tgg att ttg t 1:50306-50327> | 8012871-8012850
EpoProm 71f* | ccgagc aagtca gac ccttatta | £49354-493762 | 8011899-8011921
Promotor 769 57 X
EpoProm71r* | ctc tga ttc atc ccc tagectag | 1:50100-50122% | 8012666-8012644
EpoProm8f* | cca aaa gcc cca gga gat gage | f48811-48832% [ 8011356-8011377
Promotor 614 63 X
EpoProm8r* tga acg gga agg gea gggag | 1:49405-49424> | 8011969-8011950
EpoProm9f* tga gtg gea ctt ctt gga get gg | £48021-48043% [ 8010566-8010588
Promotor 844 61 X
EpoProm9r* agg tge tgg gga ctgetgacag | r:48843-48864% | 8011409-8011388
EpoProml Of* agg agg agg aga getctg gag | £47468-474882 | 8010013-8010033
Promotor 654 61 X
EpoProml 0r* ctc age tgc catcct tta tgtat | r:48103-481212 | 8010666-8010644
EpoProml 1 f* cat ccc cat gac ctt ttc tag £46767- 46787% | 8009312-8009332
Promotor 750 63 X
EpoProml 1r* ctg gag ttg tgc tgg gga 1:47489-475112 | 8010061-8017290
Epo3'f* ggc aag aac tga aac cac aac £ 3279-3299! 8017270-8017290
3"UTR-Region 585 59 —
Epo3'r* cag tga tga tca atg aga tgg tcc 1: 3840-3863! 8017857-8017834

* f: forward Primer, r: reverse Primer

2: Position im BAC CH242-137H2

!: Position in der Erythropoetin Gensequenz (AJ249746)

3: Position in NC_010445.3 X: Verwendung einer Q-Solution
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Tabelle 5 PCR-Primer EPOR-Gen

- . e . optimierte
Primer . A . .. Primer-Positionin | Lange . Verwendung Q-
Lokalisation Primer Name Sequenz (5°-3") Primer-Position genomischer DNA® | (Bp) Annelingtem| Solution
peratur °C
EpoRexl1f* tct aga act tgg agg cge ctg £19-39 70432225-70432205
Exon 1 913 69 -
EpoRexI1r* agc gtc get tge gtg tet tac r:911-931"  |70431312-70431332
EpoRex2f* get gog cgg gtg tgt gta gc £ 885-904" |70431358-70431339
Exon 2 716 69 -
EpoRex2r* agg gaa ggg age aat ttg gga r: 1580 - 1600" |70430642-70430662
EpoRex34f* gac gee cec tgg tgg tag tgt £1529 - 1549" [70430713-70430693
Exon 3+4 779 69 -
EpoRex34r* cag agg geg gac ttg gge tat 1:2287 - 2307" {70429935-70429955
EpoRex56f* cct cag ggt cce gte ctt tc £2245 - 1264 70429997-70429978
Exon 5+6 674 69 -
EpoRex56r* aca agt gec tge ccc tet ctg 1:2898 - 2928" |70429324-70429344
Epo Rezeptor EpoRex78f* ctg agg ggg tet tgg tga atg £4236 - 5256" |70428005-70427985 - 6
Exon7+8 EpoRex78r* ctt gaa gfc atg ctg ggt ccc r: 5114 - 4144" |70427107-70427127
EpoRIn61f* ctc atc ctg acc cte tec ct £2747 - 2766" |70429495-70429476
Intron 6 553 57 -
EpoRIn61r* aag aaa aataggagattgcatgg | 1:3277-3299" |70428943-70428965
Eporln62f* ctt gge aca tac tgt tec ttc ta £3236 - 3258" |70429006-70428984
Intron 6 469 57 —
EpoRIn62r* tta ggg ata ctg tgt tgg gtt ct 1:3682 - 3704" |70428538-70428560
EpoRIn6bf* age tgg gaa tga git tgg aac £3605 - 3625" |70428637-70428617
Intron 6 691 61 X
EpoRInébr* | gtgaag cca aaa gaa aagtac cta | 1:4272 - 4295" [70427946-70427969
EpoRPromlf* | agtcca cattagcttcatcatca | f36346-36368% [70433105-70433083
Promotor 501 57 -
EpoRPromlr* cat gaa tga get tgt gtt tgtaa | r:36824-36846 |70432605-70432627
EpoRPromlaf* | aca aac ata age gtt aaa agtct | f36750-36772% |70432701-70432679
Promotor 443 57 -
EpoRPromlar* |  ggc tga gat aag aga gag gc r:37137-37197% |70432259-70432278
EpoR3’3f* cag cct tgt ccc age cec t £ 42248-42266% |70427204-70427186
3'UTR-Region 817 61 X
EpoR3"3r* tgt caa tcg ttc tgg cgg tga t 1:43043-43064% |70426388-70426409

* f: forward Primer, r: reverse Primer

2: Position im BAC CU855518.2

X: Verwendung einer Q-Solution

!: Position in der Erythropoetin Rezeptor Gensequenz (EU407778)
3: Position in NC_010444.3
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3.3.3 Konzentrationsbestimmung der Primer mittels Photometrie

Alle Primer wurden als Lyophilisate geliefert und vor der weiteren Verwendung in dem im
mitgelieferten  Datenblatt  angegebenen Volumen 1x TE aufgenommen. Zur
Konzentrationsbestimmung wurden 5 pl des aufgelosten Primers mit 395 pl 1x TE verdiinnt
und die Extinktion dieser Losung bei einer Wellenldinge von 260 nm gemessen. Die
Konzentration dieser Primerlosung wurde mit Hilfe des Lambert/Beer'schen Gesetz

errechnet:

E=excxd

E = Extinktion bei 260 nm
e = Extinktionskoeftizient abhéngig von der Basenzusammensetzung
¢ = Konzentration

d = Schichtdicke

3.3.4 Probenmaterial

Als Probenmaterial wurde hauptsdchlich DNA verwendet, die bereits fiir die Arbeit von
Berge (2008) isoliert worden war. Da allerdings von einigen Tieren nicht geniigend
extrahierte DNA zur Verfligung stand, musste zusétzlich DNA dieser Tiere aus gefrorenem
Vollblut gewonnen werden. Bei Tieren, von denen kein Probenmaterial und nur noch geringe
Mengen an DNA vorhanden war, wurde bereits isolierte DNA mittels Whole Genome

Amplification vervielfiltigt (siche Kap. 3.3.4.2).

3.3.4.1 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA wurde aus EDTA-Blut mit Hilfe des INSTANT Virus RNA Kit
vorgenommen. Dazu wurden 150 pl des zu bearbeitenden Probenmaterials mit 450 pl Lysis
Solution RL vemischt, fir 10 sek geschiittelt und anschlieBend fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

In einigen Proben hatten sich bereits Koagulate gebildet, so dass diese zuerst mit Hilfe einer
Kugelmiihle fiir 2min bei einer Frequenz von 25/s homogenisiert werden mussten und nach

Zugabe der Lysis Solution RL fiir 30 — 60 min. inkubiert wurden.
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AnschlieBend wurden zu der Probe 600 pl Binding Solution RBS pipettiert und vermischt.
650 pl dieser Losung wurden nun auf einen Filter mit einer Silicagelmembran aufgetragen
und fiir 1 min. bei 10.000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der noch verbliebene Rest
der Losung hinzugefiigt und wie vorher zentrifugiert.

Danach folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500 pl Waschpufter (Washing Solution HS
und Washing Solution LS) und dazwischen jeweils eine Zentrifugation mit 10.000 x g fiir
1 min und nach dem zweiten Waschschritt eine weitere Zentrifugation mit 12.000 x g flir 3
min.

Der Filter wurde in ein RNAse-freies 1,5 ml Eppendorfgefal gesetzt und nach Zugabe von
60 ul RNAse- freiem Wasser fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde
noch einmal fiir 1 min. bei 6.000 x g zentrifugiert. Die Konzentration der so aus der
Silicagelmembran gelosten DNA wurde photometrisch gemessen und die Proben bis zur

Weiterverarbeitung im Kiihlschrank bei 7 °C gelagert.

3.3.4.2 Whole Genome Amplification

Whole Genome Amplification (WGA) ist ein Verfahren zur Vervielfiltigung genomischer
DNA. Man unterscheidet grundsatzlich zwei verschiedene Techniken, nimlich PCR basierte
und solche, die isothermisch ablaufen. Das hier verwendete REPLI-g Mini Kit der Firma
Qiagen basiert auf dem isothermischen Verfahren und wird als Multiple Displacement
Amplification (MDA) bezeichnet. Es funktioniert auch mit sehr kleinen Mengen an
genomischer DNA (10 ng und weniger) und hat den Vorteil, dass es zu einer gleichméfBigen
Vervielfiltigung des Genoms flihrt, im Gegensatz zu den auf PCR basierenden Verfahren.

In der MDA wird eine hoch-prozessive ®29 DNA-Polymerase und Exonuklease-resistente
Zufallsprimer (Hexamere) eingesetzt. Nach Denaturierung der Doppelstrang-DNA
hybridisieren die Zufallsprimer an komplementére Stellen der Einzelstrang-DNA und werden
durch die DNA-Polymerase verlingert. Bei der Verlingerung trifft die DNA-Polymerase auf
bereits amplifizierte DNA-Stringe, die anschlieBend verdringt werden. Die verdringten
DNA-Striange dienen dann wiederum als Einzelstrang-Vorlage fiir weitere Replikationen.
Dadurch entstehen DNA-Abschnitte mit bis zu 100 kBp, die nach erfolgter Reaktion ohne
weitere Aufreinigung direkt zur Verfligung stehen (Schock et al. 2005).

Zur Durchfiihrung der WGA wurden 2,5 pl (mind. 10 ng) der zu vermehrenden DNA mit
2,5 pl Puffer D1 zur Denaturierung der DNA gemischt und fiir 3 min. bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die alkalische Losung durch Zugabe von 5 pl Puffer N1
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neutralisiert. Aus Wasser, Reaktionspuffer, der die Zufallsprimer enthdlt und der DNA-
Polymerase wurde ein Mastermix hergestellt und hiervon 40 pl dazu pipettiert. Die Proben
wurden fiir 16 Stunden bei 30°C inkubiert und danach zur Inaktivierung der DNA-Polymerase
fiir 3 min. auf 65°C erhitzt.

Zur Kontrolle, ob die Whole Genome Amplification erfolgreich war, wurde eine PCR
durchgefiihrt, bei der die vermehrte DNA unverdiinnt, sowie 1:10 und 1:100 verdiinnt mit
RNAse freiem Wasser eingesetzt wurde. Die urspriinglich aus dem EDTA-Blut isolierte DNA

diente dabei als Positivkontrolle.

3.3.5 Amplifikation spezifischer EPO und EPO-Rezeptor-Sequenzen

3.3.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde mit dem Qiagen Multiplex PCR Kit durchgefiihrt. Dabei wurden fiir einen
30 ul Ansatz jeweils 15 pl des 2x Multiplex PCR Mastermixes mit 11 pl RNAse-freiem
Wasser, 3 pl des Primermix (fic. 0,4 uM) und 1 pl genomischer DNA gemischt. Die
Konzentration der DNA lag zwischen 4 und 100 ng/pl.

Zur Amplifikation GC-reicher Regionen oder von DNA mit ausgepriagten Sekundérstrukturen
war es notig eine mit dem Kit mitgelieferte Q-Solution hinzuzufiigen. Die eingesetzte
Konzentration im PCR-Produkt betrug 0,5x.

Fiir jedes Primerpaar wurde die Annealingtemperatur zuerst in einer Temperaturgradienten-
PCR optimiert. Die entstandenen Amplifikate wurden mittels einer Agarose-
Gelelektrophorese beurteilt und mit Hilfe eines Bildanalysesystems visuell dargestellt.
Diejenigen Annealingtemperaturen, bei denen die Ausbeute an PCR-Produkt am GrofBten war
und die keine unspezifischen Banden verursachten, wurden als optimal angesehen und fiir alle
weiteren PCR-Reaktionen verwendet.

Mit den so optimierten Bedingungen wurden auch von den Proben aller anderen
GroBelterntiere PCRs durchgefiihrt, die dann nach visueller Kontrolle zur Sequenzierung

vorbereitet wurden.
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Tabelle 6 Zusammensetzung eines 30 pl PCR-Reaktionsansatzes

Reagenzien Volumen
[ul]
2x Multiplex PCR Mastermix 15,0
RNAse-freies Wasser 11,0
Primermix (4 pM) 3,0
DNA (4 — 100 ng/ul) 1,0

Tabelle 7 Zusammensetzung eines 30 pul PCR-Reaktionsansatzes mit Q-Solution

Reagenzien Volumen
[w]
2x Multiplex PCR Mastermix 15,0
RN Ase-freies Wasser 8,0
Primermix (4 uM) 3,0
5x Q-Solution 3,0
DNA (4 — 100ng/pl) 1,0
Tabelle 8§ PCR-Programm
Schritt Temperatur in Zeit Vorgang Zyklenzahl
°C
. o5 15 min Aktivierung der DNA- |
Polymerase
2 95 30 sec Denaturierung
3 variabel 90 sec Annealing 35
4 72 30 sec Extension
5 72 10 min Final Extension 1
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3.3.6 Agarosegelelektrophorese

Um die PCR-Amplifikate sichtbar machen zu koénnen, wurden 4 ul der PCR-Produkte mit
1 pl Auftragspuffer vermischt und auf ein 1,5%iges Ethidiumbromid-haltiges (0,4-0,5 pg /ml
Agarose) Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit 1x TAE-Puffer bei 120 V
konstanter Spannung fiir 20 min. durchgefiihrt. Eine 100 Bp-Leiter diente als Groenstandard.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele digital aufgenommen und archiviert.

3.3.7 Vorbereitung der PCR-Amplifikate fiir die Sequenzierung

Zur Vorbereitung fiir die Sequenzierung wurden zu 26 ul PCR-Produkt 1,5 pl Exonuklease I
und 3 pl Alkalische Phosphatase zugegeben. Dieser Ansatz wurde fiir 15 min. bei 37°C
inkubiert und anschlieBend fiir weitere 15 min. auf 80°C erhitzt, um die Enzyme zu
inaktivieren. Danach waren die PCR-Produkte bereit fiir die Sequenzierung. Durch die
Exonuklease 1 kommt es zum Abbau von iberschiissigen Primern, durch die alkalische

Phospatase werden Nukleotide dephosphoryliert.

3.3.8 Sequenzierung der FO-Tiere
Die PCR-Amplifikate der FO-Tiere wurden bei der Firma GATC Biotech (Konstanz)

sequenziert.

3.3.9 Identifizierung von SNPs
Zur Identifizierung von SNPs wurden die Sequenzen der PCR-Amplifikate der FO-Tiere
miteinander verglichen. Dazu wurde zuerst ein Alignment mit Hilfe des Programms

CLUSTAL X (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalW2) durchgefiihrt und anschlieBend die in Frage

kommenden Stellen mit dem Programm ApE direkt verglichen. Nicht iibereinstimmende
Basen wurden als SNPs interpretiert.

Die Stellen im Genom, an denen die Basensequenz der FO-Generation nicht eindeutig
bestimmbar war oder bei denen eine Heterozygotie der Tiere zu vermuten war, wurden
anhand der Gensequenzen der Fl1-Tiere iiberpriift. Die Stellen, an welchen eine korrekte
Aufpaltung der 1. Filialgeneration nach Mendel zu erkennen war, wurden ebenfalls als SNPs

interpretiert.
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3.3.10 Identifikation der Genotypen in der F1-Generation

Die Genotypen der Fl-Generation wurden entweder mit Hilfe von Pyrosequenzierung
ermittelt oder wie schon die Gensequenzen der FO-Tiere durch die Firma GATC Biotech
(Konstanz) sequenziert. Diejenigen Primer, deren Amplifikate bereits in der Sequenzierung
der FO-Tiere mehrere SNPs enthielten, wurden zur Identifikation der Genotypen in der F1-
Generation erneut herangezogen. Die Amplifikate, die die SNPs EP4 1, EP4 2, EP4 3, EP61
EP61 2, EPS 1, EP8 2, EP§ 3, EP9 1 und EP9 2 und EP9 3 enthielten wurden durch die
Firma GATC Biotech sequenziert. Die Genotypen der anderen detektierten SNPs wurden

mittels Pyrosequenzierung identifziert. (siche auch Kap. 3.3.11-3.3.14)

3.3.11 Identifikation der Genotypen in der F2-Generation und der kommerziellen
Population

Die Genotypen der F2-Generation und der kommerziellen Population wurden mit Hilfe von

Pyrosequenzierung bestimmt. Hierbei handelt es sich um eine Methode, die sich vor allem zur

Darstellung kurzer DNA-Sequenzen bis ca. 100 Basenpaare eignet (Durchfiihrung sieche Kap.

3.3.13 und 3.3.14). Der Vorteil gegeniiber der Methode nach Sanger besteht darin, dass

gleichzeitig mehrere Genotypisierungen von verschiedenen Individuen vorgenommen werden

konnen.

3.3.12 Primerdesign fiir die Pyrosequenzierung

Die Primer flir die Pyrosequenzierung wurden mit der PSQ Assay Design Software 1.0.6
(Biotage, Hamburg) entwickelt (Tab. 9). Nach Angabe der Position des SNPs berechnet die
Software die optimalen Primer zur Amplifikation dieses DNA-Abschnittes und einen
Sequenzierungsprimer, der unmittelbar vor dem SNP anheftet. Zur Immobilisierung des
Sequenzierungsstranges an Streptavidin-Sepharosekiigelchen wurde einer der beiden Primer

mit einem Biotin am 5°-Ende synthetisiert.
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Tabelle 9 Sequenzierungsprimer fiir SNPs in EPO

SNP SNP POSiﬁf)n in . . Vo . .. Lﬁgge Annealing- Verwendung
Name Position'? genomischer Primername Primersequenz (5-3") Primerposition® | Amplifikat | temperatur Q-Solution
DNA? (Bp) °C
EpoEx11SNP1f tga gge get ctg ttc cga 8014819-8014837 6
EEI11 911! 8014907 EpoEx11SNP1r caa cag ccc cag cgg taa a-Biotin 8015055-8015036 236 —
EpoEx11SNPI1S tgt ccc gee agg ctt 8014892-8014907 *
EpoEx11SNP2f gtg ggg cag ctt tca cct 8015117-8015135 5
EE1l 2 1173! 8015168 EpoExI1SNP2r | tca get ttc tcg tca ccc aca ta-Biotin | 8015247-80152424 130 —
EpoEx11SNP2S agt ccc cgg gea agt 8015152-8015167 *
EpoEx2+3SNPf aga tgg get gtgccgaaa g 8014996-8015013 5
EE2 1969! 8015965 EpoEx2+3SNPr ttc tcc ttc cca ccc tat ga-Biotin 8016052-8016032 156 —
EpoEx2+3SNPS cca gac acc aag gtt aac t 8015942-8015961 *
EpoIn01SNP1f tat ctg gct ttt cag ggt cct ag 8015420-8015443 o1
EEInl 518122 8014356 EpoInOISNPIr | cat tct ggg aaa gac tgg tga c-Biotin | 8014362-8014340 265 X
EpoIn0ISNP1S ttg agg agg cca ctg 8014463-8014478 *
EpoIn01SNP2f tge cca tce age tga gag 8014510-8014528 p
EEInl 2 | 52059* 8014605 EpoIn01SNP2r ggg gtc ggg get gtt atc-Biotin 8014723-8014743 231 —
EpoIn01SNP2S cgc gee cge tgg tet 8014586-8014601 *
Epolnlbf Biotin-cgc acg cac aca gct gat aa 8014708-8014728 65
EElb 52278 8014823 Epolnlbr taa acc tcc acc cgg tcc 8024997-8014979- 491 X
EpolnlbS ggg gtc gga aca gag 8014841-8014826 *
EpoProm3SNP1f gtt acc atc atg gct cag cag aat 8014021-8014045 65
EP3_1 516782 8014224 | EpoProm3SNPIr gce gea cag age aag aaa t-Biotin 8014285-8014266 264 —
EpoProm3SNP1S tta gcc taa aag tcc agt at 8014203-8014223 *
EpoProm3f ttc cca gaa gec aca aaa ttt age 8013929-8013953
EP3 S1487- 8014033~ EpoProm3r cta gga ccc tga aaa gec aga tac-Biotin| 8014243-8014219 314 * X
51490° 8014037
EpoProm3S tgt ggg agt tac cat cat 8014014-8014032 *
EpoProm612f taa ccc get cag cca taa ca 8012773-8012793 5
EP612 502532 8012899 EpoProm612r | ggg aga ttt gat aca gga ggt aac-Biotin | 8013066-8013042 293 X
EpoProm612S getcagccataacag g 8012770-8012895 *
EpoProm71f tcc cgg gec tit tet ctt tag 8012089-8012110 57
EP7 495932 801239 EpoProm71r atg ctt acc agg agt tct ttt gtg-Biotin | 8012136-8012119 158 X
EpoProm71S gcc att aga gat cct cc 8012119-801236 *
EpoProm9SNP3f cge cag aga aat gca aac ag 8011077-8011097 ol
EP9_3 487152 8011262 | EpoProm9SNP3r aca ccc tge acc caa tcc-Biotin 8011306-8011288 229 —
EpoProm3SNP3S cce aaa cca gec tet 8011244-8011259 *

! Position in der Erythropoetin Gensequenz (Acc. No. AJ249746)
2 Position im BAC CH242-137H2 (Acc. No. FP326674.2)
3 Position in in genomischer DNA (NC_010445.3)

* Der Sequenzierungsprimer ist bei Raumtemperatur aktiv

X Verwendung einer Q-Solution
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Tabelle 10 Sequenzierungsprimer fiir SNPs in EPOR

SNP SNP POSiﬁf)n in X X s Primerposition in Lﬁgge Anncaling- Verwendung
Name Position’ genomischer Primername Primersequenz (5-3") genomischer DNA? Amplifikat | temperatur Q-Solution
DNA? (Bp) °C
EpoRexIf agc tga tat ctg age ccc tag act 70431838-70431861 5
ERE1 467 70431777 EpoRexIr ggg tce ctg aaa aga taa aac a-Biotin | 70431737-70431758 125 —
EpRex1S ggg ttc tag cag aga agt 70431797-70431780 *
EpoRex1SNP2f aca cgg ttt tca age aga cg 70431434-70431417- 5
ERE1_2 705 70431539 | EpoRex1SNP2r cge ccc aac tca aga cat-Biotin 70431563-70431582 166 —
EpoRex1SNP2S ctg ggt ccg cgg agt 70431554-70431540 *
EpoRex5+6f tcc cac cca gac ggt cac tat 70430147-70430127 5
ERE 5 2373 70429870 EpoRex5+6r cga acc gag ccc act ctt-Biotin 70429845-70429863 302 —
EpoRex5+6S cct get tte att gcc 70429887-70429873 *
EpoRex7+8SNP2f tgg tgg tga ttt gga cat gg 70427514-70427495 5
ERE7 4953 70427289 | EpoRex7+8SNP2r| ggg aca agg ctg ttc tca taa gg-Biotin | 70427294-70427216 321 —
EpoREXx7+8SNP2S cct tgt ggt gtc tga ctc 70427310-70427293 *

! Position in der Gensequenz von Erythropoetin Rezeptor (Acc. No. EU407778)
3 Position in genomischer DNA (NC010444.3)
* Der Sequenzierungsprimer ist bei Raumtemperatur aktiv

X Verwendung einer Q-Solution

3.3.13 PCR-Amplifikation fiir die Pyrosequenzierung

Die Amplifikation der entsprechenden Genabschnitte der F2-Tiere wurde in einem 30 pl
Ansatz durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes war wie in Kap. 3.3.5.1
beschrieben. Die Annealingtemperaturen wurden zuvor mit Hilfe eines Gradientencyclers
optimiert.

Anschlieend wurden die Proben stichprobenweise auf ein Agarosegel aufgetragen um zu

priifen, ob die DNA-Menge fiir die Pyrosequenzierung ausreichend ist.

3.3.14 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ist eine Methode, die sehr hdufig zur Detektion von SNPs eingesetzt,
da sie sich vor allem fiir die Darstellung kurzer Gensequenzen eignet.

Die Methode basiert auf einem Verfahren, bei dem mit Hilfe von Chemilumineszenz der
Einbau von Nukleotiden durch eine DNA-Polymerase direkt und quantitativ bestimmt werden
kann. In einer zuvor genau festgelegten Reihenfolge (dispensation order) werden Nukleotide
eingespritzt, die sich ausgehend von einem Sequenzierungsprimer an den DNA-Strang
anheften konnen. Bei erfolgreichem Einbau eines Nukleotids wird Pyrophosphat abgespalten,

das wiederum mit Hilfe der ATP-Sulfurylase in Gegenwart von Adenosin-5’-phosphosulfonat
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zu Adenosintriphosphat (ATP) umgewandelt wird. ATP katalysiert unter Freisetzung eines
Lichtblitzes die Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin durch das Enzym Luciferase. Die
Menge des freigesetzten Lichtes ist hierbei proportional zu der Menge an gebildetem ATP.
Dieses Lichtsignal kann nun mit Hilfe einer CCD-Kamera in ein elektrisches Signal
umgewandelt werden und auf einem Computer als Peak in einem Pyrogramm graphisch
dargestellt werden.

Nicht eingebaute Nukleotide werden durch das Enzym Apyrase abgebaut. Dieser gesamte
Vorgang wird durch Einspritzung des ndchsten Nukleotids in der dispensation order

wiederholt.

Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurde filir jede Reaktion 3 pl Streptavidin-Sepharose in
37 ul Bindungspuffer suspendiert und zu je 40 pl der verdiinnten PCR-Produkte auf eine
96well PCR-Platte vorgelegt. Die Bindung der biotinylierten PCR-Produkte an die
Streptavidin Beads erfolgte durch Inkubation fiir mindestens fiinf Minuten bei
Raumtemperatur unter Schiitteln. AnschlieBend wurden die an die Beads mit Hilfe eines
Sample Prep Tools aufgenommen und mit 70% Ethanol gewaschen. Durch Spiilen der Beads
mit 0,2M NaOH wurden die PCR Produkte denaturiert und so der nicht biotinylierte DNA-
Strang von den Beads abgeldst und aus der Suspension entfernt. Ein weiterer Waschschritt
diente dem Entfernen bzw. der Neutralisation von Natronlaugeresten. Zum Schluss wurden
die Beads in eine PSQ-Platte entlassen, die mit 0,4 uM Sequenzierungsprimer in 40 pl
Annealing-Puffer gefiillt war. Die PSQ-Platte wurde zum spezifischen Annealing des
Sequenzierungsprimers fiir 2 min. bei 80°C inkubiert und anschlieBend nach Abkiihlung auf
Raumtemperatur in den Pyrosequenzer eingesetzt.

Die Kartusche des Pyrosequenzers wurde mit Enzymmix, Substrat-Mix und Nukleotiden
befiillt und in den Pyrosequenzer eingesetzt. Mit Hilfe der Pyromark ID Software (Biotage,
Uppsala, Schweden) und der zu untersuchenden Sequenz wurde die dispensation order der
Nukleotide bestimmt und die Pyrosequenzierung gestartet. Die Reaktionen konnten in
Echtzeit auf dem Computer verfolgt werden. Nach erfolgter Pyrosequenzierung wurden mit

Hilfe des gleichen Programmes die Genotypen der einzelnen F2-Tiere ausgewertet.
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3.4 Phinotypen

3.4.1 Blutentnahme

Fiir die Untersuchungen an FO-, F1- und F2 Tieren diente ein Tierkollektiv, das bereits in den
Dissertationen von (Hepp 2006), (Berge 2008) und (Clemens 2010) verwendet wurde. Die
Blutentnahme erfolge jeweils an Tag 0, 14, 28 und 42 des Infektionsversuchs.

Fiir die Untersuchung einer kommerziellen Population dienten Reste von Blutproben adulter
Sauen aus privaten Herdbuchzuchtbetrieben in Baden-Wiirttemberg, die im Rahmen der
Diagnostik durch den Schweinegesundheitsdienst Baden-Wiirttemberg unabhéingig von der
vorliegenden Untersuchung entnommen wurden. Die Blutentnahme erfolgte aus der rechten
Vena jugularis. Die Tiere wurden von einer erfahrenen Person sachgerecht mit einer
Oberkieferschlinge fixiert und pro Schwein wurden 9 ml EDTA-Blut und 9 ml Vollblut in

Serumrdéhrchen entnommen.

3.4.2 Anfertigung eines Differenzialblutbildes

Das Differentialblutbild der 59 Tiere aus dem Probeentnahmezeitraum Oktober 2009 wurde
mit Hilfe des Fuji DRI-CHEM 35001 Analysegerdtes in der Klinik fiir Schweine, Gie3en
erstellt. Die Parameter des roten Blutbildes umfassten die Erythrozytenzahl, den
Héamatokritwert  (HCT), den  Hé&moglobingehalt (HB) und die  mittlere
Héamoglobinkonzentration (MCHC).

Die Proben aus dem Jahr 2012 wurden in der Klinik fiir Kleintiere, Gieflen untersucht. Das
Differentialblutbild enthielt Werte fir RBC, HB, HCT, MCV, MCH, MCHC, CHCM, RDW,
HDW, PLT, WBC, MPV, Retic und CHr.

Untersuchungen ergaben keine signifikante Abweichung in der Messung der verschiedenen

eingesetzten Gerite.

3.4.3 Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem statistischen Programmpaket SPSS (Statistical Package for
Social Sciences). Mittelwerte, Standardabweichungen und Vertrauensintervalle wurden mit
,Descriptives®, Gruppenunterschiede mit einfaktorieller Varianzanalyse Anova (Oneway)

berechnet.
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3.44 QTL-Analyse

Die statistischen Analysen zur Kartierung von Geneffekten erfolgte mit der online-
Anwendung QTL-Express (www.qtl.cap.ed.ac.uk/). Die Analyse beruht auf der Methode der
kleinsten Abweichungsquatrate fiir Inzucht- und Auszucht-Linien (Haley et al., 1994). Das
generelle lineare Model war voreingestellt fir die Merkmale Geschlecht und
Untersuchungsgruppe. Das Infektionsalter war als Kovariante miteingeschlossen.
Chromosomweite und genomweite Signifikanzschwellen wurden durch Permutationstests
geschitzt. Auf Chromosom 2 des Schweins sind die bekannten Marker Sw2243, Sw1650,
Sw240, S0091, Swr 2157, Swr345 und Swr308/148c auf den Positionen 0, 27, 62, 84, 109,
134, und 148 c¢cM zu finden. Auf Chromosom 3 befinden sich die Marker Sw72, S0206,
Swr978 Sw2570 und Sw249 an den Positionen 15, 40, 51, 70 und 110 ¢cM. Die fiir die QTL-
Analyse identifizierten SNPs der Gene EPO und EPOR wurden schrittweise und einzeln in
die Mikrosatelliten basierte QTL-Analyse miteinbezogen, um die Einfliisse der SNPs auf die

QTL zu untersuchen.
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4 Ergebnisse

4.1 EPO

4.1.1 Gensequenz EPO

Die Gensequenz flir das Erythropoetin-Gen war bereits in der Gendatenbank abgelegt und
konnte direkt daraus entnommen werden (NCBI, www.ncbi.niv.nih.gov; Acc.No. AJ249746).
Auch die Exon-Intron-Grenzen des Gens waren bereits bekannt. Die Promotorsequenz konnte
mit Hilfe eines passenden Bacterial Artificial Chromosom (BAC) identifiziert werden. Die
groBte Ubereinstimmung zeigte hierbei BAC CH242-137H (Acc.No. FP326674.2). Ein Teil
der 3'UTR-Region war iiber eine Lange von insgesamt 577 bp in der Sequenz des EPO-Gens
enthalten und wurde ebenfalls in die Untersuchungen mit einbezogen.

(Darstellung der Sequenzen siche Anhang)

Tabelle 11 Exon-Intron-Grenzen von EPO

Exon | Lokalisation'
1 983-995
2 1536-1678
3 1902-1988
4 2228-2407
5 2577-3296

'Lokalisation in der Gensequenz mit der Acc. No. AJ249746)

4.1.2 Alignment der Sequenzen von EPO

Zur Detektion von SNPs wurde mit Hilfe des Programmes CLUSTAL X ein Alignment der
Sequenzen des EPO-Gens sowie des Promotorbereichs von Meishan-Sauen und Pietrain-
Ebern durchgefiihrt. Es wurde darauf geachtet, dass jeweils mindestens zwei Sauen und zwei
Eber in die Untersuchungen einbezogen wurden. Im Vergleich nicht iibereinstimmende Basen
wurden als SNPs identifiziert. N steht dabei fiir das Auftreten von zwei verschiedenen Allelen
bei einem Tier.

Zur Veranschaulichung sind immer jeweils eine Sau und ein Eber dargestellt, bzw. drei
Elterntiere, wenn sowohl homozygote als auch heterozygote Tiere eines Geschlechts

auftraten. Aus Platzgriinden werden nur diejenigen Teilabschnitte gezeigt, in welchen SNPs
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vorgefunden wurden. Die Zahlen in Schema 1 geben die Lokalisation in der Sequenz
AJ249746 an; die Zahlen in Schema 2 bestimmen die Position in Relation zum

Transkriptionsstartpunkt.

Schema 1 Alignment der Sequenzen der F0-Tiere von EPO

EpoEx11f
M689 AGGTGGCCCTGTCCCGCCAGGCTTCCCAGGATGCGGGCTCCCGGCGCCGGCACC
Mumm AGGTGGCCCTGTCCCGCCAGGCTTTCCAGGATGCGGGCTCCCGGCGCCGGCACC

Mustang AGGTGGCCCTGTCCCGCCAGGCTTNCCAGGATGCGGGCTCCCGGCGCCGGCACC

R e e A A g db b b b b i i S dh I db S b b b b b S 2 G I S S b b b b S b db db IR g S b b b b i i d db I g g b Y

888 EELL. o, 940
EpoEx11f
M689 GGAGTCCCCGGGCAAGTCGGAACCTGAGCTGGGACCGGGTGGAGGTTTACAGGT
Mumm GGAGTCCCCGGGCAAGTCGAAACCTGAGCTGGGACCGGGTGGAGGTTTACAGGT
Rt b A A 2 b b b b A b b A S b b 2 b b i b b b b b A b b A b b i b b I b b A 2 b b 4
1254, EELL 2. e, 1207
EpoEx23f
M687 GTCCCAGACACCAAGGTTAACTTCTNTGCCTGGAAGAGGATGGAGGTGAGTTCC
Mumm GTCCCAGACACCAAGGTTAACTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTGAGTTCC

I R A AR i db b b b b S S 2 dh dh db  db b b b b b S 2b db db  db db b b b b S 2 g dh db  db I b b b b 2 db db db  db i 4
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Schema 2 Alignment der FO-Tiere des EpoPromotors

Epoln01f

M689 CTGGGATTTTGAGGAGGCCACTGGCGTGCCCCACCAGCACCTTTTCGGCTTCCA

Mumm CTGGGATTTTGAGGAGGCCACTGGTGTGCCCCACCAGCACCTTTTCGGCTTCCA

Mustang CTGGGATTTTGAGGAGGCCACTGGNGTGCCCCACCAGCACCTTTTCGGCTTCCA
Kok Kok Kk Kk Kk Kk ok kK ok Kok Kk Kk Rk ok kK ok X ok K ok K ok ok ok ok K ok X ok Kk Kk ok ok ko Xk K K
SO4T . EEINL...ccooviiiiiiiiiiiicie i -594

EpolnO1f

M689 CGTGCCCCGCACCCGCGCCCGCTGGTCTCACGCCCCTGAGGGCCCCCGACCCAG

Mumm CGTGCCCCGCACCCGCGCCCGCTGGTCTCACTCCCCTGAGGGCCCCCGACCCAG

Mustang CGTGCCCCGCACCCGCGCCCGCTGGTCTCACNCCCCTGAGGGCCCCCGACCCAG
K ok ok ok Kk Kk Kk kK kK ok Kk Kk Rk kK kK ok Kk kK ok ok ok ok ok Xk K ok K ok ok ok ok ko X ok K K
SA06. EEInl 2. ... -353

Epoln0O1f

M689 CGTCCTCCGGACCCTGGCTGGGGGCCCTGAG-CGCTCTGTTCCGACCCCGLCTC

Mumm CGTCCTCCGGACCCTGGCTGGGGGCCCTGAGGCGCTCTGTTCCGACCCCGLCTC
Kk ok ok Kk K Kk Kk kK kK ok Kk Kk Rk Rk ok Rk Rk kK ok ok ok ok ok ok K ok K ok K ok ok ok ko X ok K K
S18 T EE1b..ccciiniiiiiiiiiieen -134

EpoProm3f

M684 TAAAGAATTTTGTGGGAGTTACCATCAT----CAGCAGAATCGAGTCTGACTAG

Mumm TAAAGAATTTTGTGGGAGTTACCATCATGGCTCAGCAGAATCGAGTCTGACTAG

Mustang TAAAGAATTTTGTGGGAGTTACCATCATNNNNGGGCAAAATCAAGCCTGACTGA

LI I R A A I b b b b b S dh dh db b b b b b b 2 S g4
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EpoProm3f
M684 TTCAGTATTTGGCTTTTCAGGGTCCTA-GAAGGGGGGGAAAAAAACCCCCNAAT
Mumm TTCAGTATCTGGCTTTTCAGGGTCCTA-GAAGGGGGGGAGAAGACCCCCCAAAT

hhkhkkhhhkhkkh hhkkhhhkkhkkhhhkhkkhkhhkhkkhhhk *hkhkhhrhkhkkhrdxk **x * *)k*hk*x*x **x*%x

-764......... EP3 . =711
EpoProm4f
M689 ACCCACTGAAAGGGGCCAGGGATTGAACCCTTGTCCTCACAGATACTAGTTGAG
Mumm ACCCACTGAAAGGGGCCAGGGATTGAACCTTTGTCCTCACAGATACTAGTTGAG

Mustang ACCCACTGAAAGGGGCCAGGGATTGAACCNTTGTCCTCACAGATACTAGTTGAG

R e A g g db b b b b i i S dh I g g b b b b b i i 2 G I D b b b b i b db g G G S b b b b i i d db I g db b Y

S1302. EP4 1., -1249
EpoProm4f
M689 TACTCCTGAGCCACAGTGCAGACTTCTCCATCTTTTATGAGAACTGCATGAGCT
Mumm TACTCCTGAGCCACAGTGCAGACTTCTCCGTCTTTTATGAGAACTGCATGAGCT

Mustang TACTCCTGAGCCACAGTGCAGACTTCTCCNTCTTTTATGAGAACTGCATGAGCT

R R A A g db b b b b b i S dh g db g S b b b b i 2 2 A I D b b b b g S 2 g I g db I b b b i i dh db db g db e 4

S1243 EP4 2. i -1190
EpoProm4f
M689 GGACTGGTGTTTTCATGACACCCATTTCACAGATGAGA-GCACTGAGGTTCAGG
Mumm GGACTGGTGTTTTCATGACACCCTTTTCACAGATGAGA-GCACTGAGGTTCAGG

Mustang GGACTGGTGTTTTCATGACACCCNTTTCACAGATGAGA-GCACTGAGGTTCAGG

I R e A i b b b b b S S db dh db  db ab b b b S 2 2b db db db db i b b b S S 2 SR db  db (I b b b b S S 2b dh db  db b 4
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EpoProm61f
M690 CCCCATCTCCACCTCTCTTCCCACAGCCTCCACCCCAACTAGGCAATGGACCAA
Mumm CCCCATCTCCACCTCTCCTCCCACAGCCTCCACCCCAACTAGGCAATGGACCAA

Mustang CCCCATCTCCACCTCTCNTCCCACAGCCTCCACCCCAACTAGGCAATGGACCAA

R i A b b i b b i b b b i b S b b b b b i i b b b i b b A i b b A b b i i b b A i b b g i b b Y

22056 i EPO1 1. -2003
EpoProm61f
M690 AAATCTCCCTTGATTCCCTCTGCTGGAGGTGAGCTCCCCTCTTCCAAACTCTTA
Mumm AAATCTCCCTTGATTCCCTCTGCTGGAAGTGAGCTCCCCTCTTCCAAACTCTTA

Mustang AAATCTCCCTTGATTCCCTCTGCTGGANGTGAGCTCCCCTCTTCCAAACTCTTA

R e A A g g b b b b b i S g A g g b b b b b i i db SR S db b b b b S b db g IR g S b b b b i b d db dh g i b 4

S1867 . EPOL 2. i, -1868
EpoProm612f
M689 ACCCGCTCAGCCATAACAGGAACNCCCACATGTATATTTCTTGAGTGAGTGAGT
Mumm ACCCGCTCAGCCATAACAGGAACGCCCACATGTATATTTCTTGAGTGAGTGAGT

R R A A A db b b b b b i S dh dh db g S b b b S 2 2 db db db db b b b b i e 2 g A db g I b b b i e db db db g db g 4

22203 EPO12. .o, -2150
EpoProm71f
M684 CCTCCATNTTTTATTCATTTTTGTGTTTATCATCCATCTCTCCACTAGAATGTC
M689 CCTCCATCTTTTATTCATTTTTGTGTTTATCATCCATCTCTCCACTAGAATGTC

Mustang CCTCCATATTTTATTCATTTTTGTGTTTATCATCCATCTCTCCACTAGAATGTC

R d A A S b b b S 2 db dh db db b b b b b 2 2 db db Ib db b b b b S S 2 db g db  db I b b b b S 2 db dh db  db i 4

S2820 . P T -2767
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EpoProm8f
M687 CTCCTCCCTCTCCGCTGGCTGCGTCTACCTCCCCATCTGTCCCTGGCCCCCTCT
Mumm CTCCTCCCTCTCCTCTGGCTGCGTCTACCTCCCCATCTGTTCCTGGCCCCCTCT

Mustang CTCCTCCCTCTCCNCTGGCTGCGTCTACCTCCCCATCTGTNCCTGGCCCCCTCT

hkhk khkhkhkhkhkhkhkhkhkh | hkhkhhhkhhhkhkhkhkhdhhrhhrhhkhkhk kh,%x *,rxhkhkhkhk Ak ,**x*%x%

S3453. EP8 1., EP8 2..............-3400
EpoProm8f
M687 AGCCAGTACACCACGTTCAAGGGGGGCCCCCAGAGCAGGCTCAAGGTGAGCAGA
Mumm AGCCAGTACACCACGTTCAAGGGGGGCCCCCAGAGCAGGATCAAGGTGAGCAGA

Mustang AGCCAGTACACCACGTTCAAGGGGGGCCCCCAGAGCAGGNTCAAGGTGAGCAGA

R e e A A g db b b b b b i S g I g g b b b b b i i 2 A G I S b b b i i i db db D 9 2 b b b i i d db dh g I b 4

e o P EP8 3....coientin. -3097
EpoProm9f
M687 ACCATCCAACTAAGTCCATGTGAAGGGGGAGTGGGAACGAGCCAAGTGGGAGAA
Mumm ACCATCCAACTAAGTCCATGTGAGGGGGGAGTGGGAACGAGCCAAGTGGGAGAA

Mustang ACCATCCAACTAAGTCCATGTGAAGGGGGAGTGGGAACGAGCCAAGTGGGAGAA

R R A A i db b b b b i i 2 dh dh db db b b b b S 2 2 db db db  db b b b b S e 2 g A db g I i b b i S db db dh db  db g 4

4163 EPO 1. -4110
EpoProm9f
M687 GGCTGTAGAGGCAGGTGGATGGCAGCGCACAAAGGGTCTTCGTTCAGAGGCGAC
Mumm GGCTGTAGAGGCAGGTGGATGGCAGCACACAAAGGGTCTTCGTTCAGAGGCGAC

Mustang GGCTGTAGAGGCAGGTGGATGGCAGCGCACAAAGGGTCTTCGTTCAGAGGCGAC

R R d AR I b b b b b b i S db dh db db b b b b b S 2 SR db db db b b b b i S 2 db dh db  db (Ib b b b b S 2 2b db db  db b 4
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EpoProm9f

M687
Mumm

Mustang

AGCACCTGTGCTGAAGCTGGCCCCCAAACCAGCCTCTGCGCCCTGAGTGGAGTT
AGCACCTGTGCTGAAGCTGGCCCCCAAACCAGCCTCTGCACCCTGAGTGGAGTT
AGCACCTGTGCTGAAGCTGGCCCCCAAACCAGCCTCTGCNCCCTGAGTGGAGTT

R R A b b b b b b b A b b b b b b b I b b b b I b b A b b b b b b b b b A b S b b b b A b b b b b b b i

ST T e EP9 3.l -3704
4.1.3 Genotypen
Tabelle 12 Genotypen der FO-Generation bei SNPs von EPO
M 684 M 687 M 689 M 690 Mm Mg A%
EEI11 C/C C/C C/C T/T T/C T/C
EE11 2 G/G G/G G/G G/G A/A A/A A/A
EE2 T/A T/A T/A T/A A/A A/A A/A
EEInl C/C C/C C/C C/C T/T C/T C/T
EEInl 2 G/G G/G G/G G/G T/T T/G T/G
EE1b dd dd dd DD DD DD
EP3 dd dd DD Dd Dd
EP3 1 T/T T/T c/C
EP4 1 C/C C/C C/C C/C T/T T/C T/C
EP4 2 A/A A/A A/A A/A G/G G/A G/A
EP4 3 A/A A/A A/A A/A T/T T/A T/A
EP61 1 C/T C/T C/T C/T C/C C/C C/C
EP61 2 G/G G/G G/G G/G A/A A/G A/G
EP612 T/G T/G T/G T/G G/G G/G G/G
EP7 C/A C/C A/A A/A
EPS 1 G/G G/G G/G G/G T/T G/T G/T
EP8 2 C/C C/C C/C C/C T/T C/T C/T
EP8 3 C/C C/C C/C C/C A/A C/A C/A
EP9 1 A/A A/A A/A A/A G/G G/A G/A
EP9 2 G/G G/G G/G G/G A/A G/A G/A
EP9 3 G/G G/G G/G G/G A/A G/A

Mm = Eber Mumm, Mg = Eber Mustang, V = Eber Vermont
A=Adenin, G=Guanin, T=Thymin, C=Cytosin, D=Allel fiir Deletion, d=Allel ohne Deletion
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Aufgrund der hohen Variabilitdit im EPO-Gen bei hédufig aufiretender Heterozygotie der
Elterntiere wurde, um eine besser Aussage iiber die Informativitdt der SNPs treffen zu

konnen, eine Analyse der Genotypen der F1-Generation hinzugezogen. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 12 dargestellt. Da Deletionen, auch wenn sie im Intron- oder Promotorbereich eines

Gens liegen, zu einer verdnderten Genaktivitdt flihren konnen, wurden die SNPs EE1b und

EP3 direkt ohne vorherige Bestimmung der Genotypen der F1-Generation flir eine weitere

Analyse ausgewihlt.

Tabelle 13 Genotypen der F1-Generation

Tier | EE1l |EEll 2| EE2 | EEInl |EEInl 2| EP4 1 | EP4 2 | EP4 3 | EP6I
51 CT | AG | AT C/T T/IC | G/A | T/A C/C
54 CT | AG | AIA | CIC | GIG | ¢ | A/A | AA C/C
55 CT | AG | AT C/T T/G T/C | G/A | T/A C/C
56 CT | AG | AA | CT T/G T/IC | G/A | T/A C/C
57 CT | AIG | AT C/T T/IC | G/A | T/A T/C
2 AG | AT C/T T/G T/IC | G/A | T/A C/C
3 CT | AG | AT | CIC | GIG | CIC | A/A | AA C/C
5 CT | AG | AT C/T T/G T/IC | G/A | T/A T/C
9 CT | AG | AT | CIC | GIG | C/IC | A/A | AA T/C
11 CT | AG | AIA | CT T/G T/IC | G/A | T/A C/C
12 CT | AIG | AT C/T T/G T/IC | G/A | T/A T/C
14 CT | AG | AIA | CT T/G T/IC | G/A | T/A C/C
18 CT | AG | AT C/T T/G T/C | G/A | T/A C/C
19 CT | AIG | AT C/T T/G T/IC | G/A | T/A C/C
21 A/G | A/A

23 CT | AIG | AIA | CC CIC | AIA | AA C/C
24 CT | AG | AIA | CT T/G T/IC | G/A | T/A C/C

Tier |EP61 2| EP612 | EP7 | EPS 1 | EP8 2 | EP8 3 | EP9 1 | EP9 2 | EP9 3
51 A/G | G/G c/IC | T/G T/C AC | AIG | AG A/G
54 G/G | GIG | AA | GG C/C C/IC | AIA | GIG G/G
55 A/G | G/G C/IC | T/G T/C AC | AIG | AG A/G
56 A/G | G/G C/A | T/G T/C AC | AIG | AG A/G
57 AG | T/G C/IC | T/G T/C AIC | AIG | AG A/G
2 AG | GIG c/IC | T/G T/C AC | AIG | AIG A/G
3 G/G | GIG C/A | GIG C/C c/IC | AIA | GIG G/G
5 AG | T/G C/IC | T/G T/C AIC | AIG | AG A/G
9 G/G | T/G C/A | GIG C/C C/IC | A/A | GIG G/G
11 A/G | GIG C/A | T/G T/C AC | AIG | AG A/G
12 AG | T/G c/IC | T/G T/C AC | AIG | AIG A/G
14 AG | G/G C/A | T/G T/C AC | AG | AG A/G
18 A/G | G/G C/IC | T/G T/C AC | AIG | AG A/G
19 A/G | G/G C/IC | T/G T/C AC | AIG | AG A/G
21 C/IC | T/G T/C AC | AIG | AG G/G
23 GG | GIG | AA | GG C/C C/IC | AIA | GIG G/G
24 AG | G/G C/A | T/G T/C AIC | AIG | AIG A/G

A=Adenin, G=Guanin, C= Cytosin, T=Thymin
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4.1.4 Darstellung der SNPs in EPO

Insgesamt konnten beim Vergleich von Meishan und Pietrain fiir das EPO-Gen 21 SNPs im
Genom gefunden werden. Davon liegt ein SNP im codierenden Bereich in Exon 3, ein SNP
im Intron 1 und ein SNP in der 5'UTR. 18 SNPs sind im Promotorbereich des Gens
lokalisiert.

Der SNP in Exon 3 (EE2) liegt im Basentriplet an Position 2 und hat eine Anderung der
Aminosduresequenz des translatierten Proteins zur Folge. Pietrain tragen ausnahmslos die
Base Adenin und haben in ihrer Proteinsequenz die Aminsosidure Tyrosin. Bei Meishan
kommen die Basen Thymin und Adenin vor. Die Tiere dieser Rasse konnen in ihrer
Proteinseqeuenz die Aminosiuren Tyrosin oder Phenylalanin tragen.

Bei den SNPs im Promotor- und Intronbereich und in der 5S'UTR ist es ebenfalls so, dass
jeweils eine Rasse an der Position des SNPs homozygot fiir eine Base ist. Die andere Rasse
weist sowohl Individuen auf, die homozygot fiir eine andere Base sind, als auch Individuen,
die heterozygot sind, also beide Basenvarianten in ithrem Genom tragen. Dabei entfallen die
Heterozygoten je nach SNP auf Meishan oder Pietrain. Die genauen Genotypen der

Elterntiere sind in Tabelle 12 dargestellt.
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Tabelle 14 Basenaustausch
Basenaustausch
SNP Name offizielle Nomenklatur Meishan Pietrain
EE11 c.-72T>C C T, (C)
EE11 2 c.12+179A>G G A
EE2 c.987A>T T, (A) A
EEInl c.-623T>C C T, (C)
EEInl 2 c.-375T>G G T, (G)
EE1lb c.-156delG - G
EP3 c.-947 943delGATC - GATC
EP3 1 c.-756C>T T C
EP4 1 c.-1273T>C C T, (C)
EP4 2 c.-1214G>A A G, (A)
EP4 3 c.-1093T>A A T, (A)
EP61 1 ¢.-2039C>T T, (C) C
EP61 2 c.-1894A>G A G, (A)
EP612 c.-2180G>T T, (G) G
EP7 c.-2813C>A C, (A A
EP8 1 c.-3440T>G G T, (G)
EP8 2 c.-3413T>C C T, (C)
EP8 3 c.-3111A>C C A, (O)
EP9 1 c.-4140G>A A G, (A)
EP9 2 c.-4081A>G G A, (G)
EP9 3 c.-3718A>G G A, (G)

A=Adenin, G=Guanin, C=Cytosin, T=Thymin, c. Position in codierender DNA
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EP9 1 EP8 1 EP8 3 EP61 1
A A A
5 3
A A 4 A 4
EP9 2 EP9 3 EP8 2 EP7 EP612
EP61 2 EP4 1 EP3 1
A
A
5 3’
A A A A
EP4 2 EP4 3 EP3 EEInl
EEInl 2 EE11 EE11 2
A A y
5'UTR l 3'UTR .
5 3
EE1b EE2
Abb. 10  Schematische Darstellung der SNPs in EPO
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4.1.5 Aminosiuresequenz von EPO

Die Aminoséduresequenz von Erythropoetin weist bei Pietrain an Position 75 Tyrosin auf. Bei
Meishan kann sich an dieser Position ebenfalls die Aminoséure Tyrosin befinden aber auch
die Aminosiure Phenylalanin. Die Sequenz ist vergleichend fiir beide Schweinerassen in
Schema 3 dargestellt. Die Mutation bewirkt jedoch keine Anderung der Sekundirstuktur des

Proteins.

Schema 3 Aminosiuresequenz von EPO
Pietrain MGARECPARLLLLSLLLLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYILEAKEGENA
Meishan MGARECPARLLLLSLLLLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYILEAKEGENA

Pietrain TMGCAESCSFSENITVPDTKVNFEY AWKRMEVQQOQAMEVWQGLALLSEATI
Meishan TMGCAESCSFSENITVPDTKVNEY / FAWKRMEVQQQAMEVWQGLALLSEAT

Pietrain LQGQALLANSSQPSEALQLHVDKAVSGLRSLTSLLRALGAQKEAIPLPDAS
Meishan LOGQALLANSSQPSEALQLHVDKAVSGLRSLTSLLRALGAQKEAIPLPDAS

Pietrain PSSATPLRTFAVDTLCKLFRNYSNFLRGKLTLYTGEACRRRDR
Meishan PSSATPLRTFAVDTLCKLEFRNYSNFLRGKLTLYTGEACRRRDR

Buchstabencode fiir Aminoséuren:

Alanin = A, Arginin = R, Asparagin = N, Asparaginséure = D, Cystein = C, Glutamin = Q, Glutaminséure = E,
Glycin = G, Histidin = H, Isoleucin = I, Leucin = L, Lysin = K, Methionin = M, Phenylalanin = F, Prolin = P,
Serin = S, Threonin = T, Tryptophan = W, Tyrosin =Y, Valin =V
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4.2 EPOR

4.2.1 Gensequenz EPOR

Die Gensequenz fiir das Erythropoetin-Rezeptor-Gen war ebenfalls in der Gendatenbank
abgelegt und konnte direkt daraus entnommen werden (NCBI, www.ncbi.niv.nih.gov,
Acc.No. EU407778). Auch die Exon-Intron-Grenzen dieses Gens waren bekannt. Die
Promotorsequenz konnte anhand eines BAC CH242-272A5 (Acc.No. 855518.2) zur
Untersuchung herangezogen werden. Ein zweiter BAC, der die 3'UTR-Region des
Erythropoetin-Rezeptors entélt, konnte ebenfalls identifiziert werden. Hier erwies sich auch
der BAC CH242-272A5 als am geeignetsten.

(Darstellung der Sequenzen siche Anhang)

Tabelle 15 Exon-Intron-Grenzen von EpoRezeptor-Gen

Exon | Lokalisation!
1 160-274
1112-1247
1622-1800
1876-2033
2503-2656
2736-2823
4299-4386

8 4480->5091
! Lokalisation in der Gensequenz mit der Acc. No.EU407778

N N | B~ W DN

4.2.2 Alignment der Sequenzen von EPOR

Im Bereich der EPOR-Gensequenz konnten vier SNPs detektiert werden. Davon liegt ein SNP
im Bereich codierender DNA in Exon 8. Zwei SNPs liegen in Intron 1 und ein SNP liegt in
Intron 4. Im Promotorbereich wurde auf einer Linge von insgesamt 1468 bp kein SNP
gefunden. Zur Veranschaulichung sind auch hier die Alignments der Sequenzen von je zwei
Sauen und einem Eber dargestellt. Die Zahlen in Schema 4 geben die Positionen in der
Sequenz EU407778 an (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov). N steht auch hier fiir das

Vorkommen eines heterozygoten Genotyps.
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Schema 4 Alignment der FO-Tiere von EPOR

EpoRExIf
M684
M687

Mustang

EpoREx1f
M684
M687

Mustang

EpoREx56f
M687
M689
Mustang

EpoREx78f
M687
M689
Mustang

TATCCCCAGGCTGGGTTCTAGCAGAGAAGTTANAGAGGGGCATTAGAGTCCT
TATCCCCAGGCTGGGTTCTAGCAGAGAAGTTACAGAGGGGCATTAGAGTCCT
TATCCCCAGGCTGGGTTCTAGCAGAGAAGTTACAGAGGGGCATTAGAGTCCT

AKhkkhkkhhkhkkhkkhhkhkkhkkhkhkhkkhkkhhkhkkhkhhkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkd ok |,k khhhkk khhkhk,rhkhk,hhxk*x%

GCAGACGCCAGATCCCTGGGTCCGCGGAGTNGAGGGAGGGGGGCAAGGGGCA
GCAGACGCCAGATCCCTGGGTCCGCGGAGTTGAGGGAGGGGGGCAAGGGGCA
GCAGACGCCAGATCCCTGGGTCCGCGGAGTTGAGGGAGGGGGGCAAGGGGCA

R e e G A A g b b b b b i S dh A g dh db b b b b i i S g G I D (S b b b b S dh db I IR g S b b b b i i g I 4

CAGGCCCCGCCTCCTGCTTTCATTGCCTANCTCCCCAAGAGTGGGCTCGGTT
CAGGCCCCGCCTCCTGCTTTCATTGCCTACCTCCCCAAGAGTGGGCTCGGTT
CAGGCCCCGCCTCCTGCTTTCATTGCCTATCTCCCCAAGAGTGGGCTCGGTT

R e S A A db db b b b b S 2 A dh g db b b b b b i 2 2 A D db ab b b b b S 2 db db AR db i b b b b e 2 2 I ¢

AAGTACTTGTACCTTGTGGTGTCTGACTCTGGNATCTCAACTGACTACAGCT
AAGTACTTGTACCTTGTGGTGTCTGACTCTGGCATCTCAACTGACTACAGCT
AAGTACTTGTACCTTGTGGTGTCTGACTCTGGTATCTCAACTGACTACAGCT

L R S AR A b b b b b b S db S dh S db b b b b b 2 db db db I I SIS b b S 2 2 db IR db i b b b b b 2 S g 4
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4.2.3 Darstellung der SNPs in EPOR

Insgesamt konnten in EPOR vier SNPs gefunden werden. Zwei SNPs liegen in Intron 1
(ERE1, ERE1 2). Der vorherrschende Genotyp ist bei SNP 1 in Intron 1 C/C und bei SNP 2
T/T. Allerdings konnen Meishan an den jeweiligen Positionen auch den Genotyp C/T bei SNP
1 und G/T bei SNP 2 tragen.

Beim SNP in Intron 4 (ERES) befindet sich bei Pietrain an dieser Stelle die Base Thymin. Bei
Meishan kommen sowohl homozygote Tiere mit der Base Cytosin als auch Tiere, deren
Gensequenz Cytosin und Thymin beinhaltet, vor.

Ein SNP befindet sich in Exon 8 (ERE7). Hier tragen die Pietrain-Eber ebenfalls nur die Base
Thymin. Meishan dagegen konnen wieder sowohl nur Cytosin oder Cytosin und Thymin
tragen.

Aufgrund ihrer Lage im Intron haben die SNPs ERE1, ERE1 2 und ERES keinen Effekt auf
die Primérstruktur des Proteins. ERE7 dagegen liegt in einem Exon und wird translatiert. Der
SNP ist an dritter Stelle im Basentriplett positioniert. Es konnen die Varianten ,,GGC* und
,OGT* entstehen. Allerdings codieren beide Triplets fiir die Aminosdure Glycin, so dass es

auch hier zu keiner Anderung in der Aminosiuresequenz des Proteins kommt.

Tabelle 16 Basenaustausch

SNP Name Offizielle Nomenklatur I?AZ?:IEZE g?;(r);}ilrll)
ERE1 c.274+193C>T C, (T C
ERE1 2 c.274+431T>G T, (G) T
ERES c.588-130C>T C, (T T
ERE7 c.1551C>T C, (T T

c. Position in codierender DNA, C = Cytosin, T = Thymin, G = Guanin

Tabelle 17 Genotypen der FO-Generation bei SNPs von EPOR

M 684 M687 | M689 | M 690 Mm Mg A%
ERE1 C/T C/C C/C C/C
ERE1 2 G/T T/T T/T T/T
ERES C/T C/T C/C C/C T/T T/T T/T
ERE7 C/T C/C c/C T/T T/T

Mm = Eber Mumm, Mg = Eber Mustang, V = Eber Vermont, C = Cytosin, T = Thymin, G = Guanin
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Abb. 11

ERE1

5'UTR

ERE1

2

Schema 5 Aminosiuresequenz von EPOR

MYHFGATLWP
LCFTERLEDL
GSVREFWCSLP
GLLARRAEES
DGRTECVLSN
PLILTLSLIL
HKGNFQLWLY
DDEGSLLEPV
ASEASFCSSA
PHLKYLYLVV
SPPNYVTCS

GVGSLCLLLA
VCEWEEAGSA
TADTSSEVPL
GHVVLRWLPP
LRGGTRYTFM
VLILLLLAVL
QTDGCLWWSP
GSEHARDTYL
LALKPGPEGA
SDSGISTDYS

Buchstabencode fiir Aminosduren:

GATWAPSPNS
GVGPEDYSEFES
ELRVTEVSSG
PGAPMASLIR
VRARMAEPSEFE
ALLSHRRTLK
CTPFAEDPPA
VLDKWLLPRR
SAASFEYTIL
SGGSQETQGG

ERES

Graphische Darstellung der SNPs in EPOR

PDAKFESKAA
YOLEGEPWKP
APRYHRITIHI
YEVNISTENA
GGFWSAWSEP
QKIWPGIPSP
PLEVLSERCW
PASEDLPQPG
DPSSQLLRPR
SSSGPYSNPY

ERE7

LLAARGPEEL
CHLHQOGPTAR
NEVVLLDPPA
AGGVQRVEIL
ASLLTASDLD
EGEFEGLFTT
GVTQAVEPAA
GDLDMAAMDE
ALPAELPPTP
ENSLVPAPEP

3'UTR

Alanin = A, Arginin = R, Asparagin = N, Asparaginsdure = D, Cystein = C, Glutamin = Q, Glutaminséure = E,

Glycin = G, Histidin = H, Isoleucin = I, Leucin = L, Lysin = K, Methionin = M, Phenylalanin = F, Prolin = P,

Serin = S, Threonin = T, Tryptophan = W, Tyrosin =Y, Valin =V
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4.3 Auswahl der SNPs fiir weitere Untersuchungen

Aufgrund der groBen Anzahl an gefundenen SNPs im EPO-Gen wurden fiir weitere
Untersuchungen nur bestimmte SNPs ausgewdhlt. Kriterien fiir die Auswahl waren sowohl
die Lage der SNPs im Genom als auch die Genotypen der Parenteralgeneration. SNPs in der
codierenden Sequenz wurden mit einbezogen, weil hier die Moglichkeit besteht, aufgrund der
verdnderten Aminosduresequenz die Struktur des Proteins zu beinflussen (EE2). Des
Weiteren wurden alle SNPs herangezogen, an deren Position alle Elterntiere homozygot sind
(EEI1b, EP3, EP3 1). Auflerdem wurde ein SNP in der 5"UTR des EPO-Gens (EE11) und ein
SNP in Intron 1 (EE11_2) verwendet. Im Promotor liegende SNPs sind EE1b, EP3, EP3 1
und EP9 3, der als ein moglichst weit vom Transkriptionsstartpunkt entfernt liegender SNP
ebenfalls untersucht wurde. Insgesamt handelt es sich um sieben SNPs aus dem EPO-Gen.
Die im EPOR-Gen gefundenen vier SNPs wurden alle in die Berechnungen einbezogen, so

dass fiir weitere Untersuchungen insgesamt elf SNPs zur Verfligung standen.

4.4 Genotypen und Allelfrequenzen in der F2-Generation

In der F2-Generation waren bei acht der untersuchten SNPs jeweils alle moglichen drei
Genotypvarianten existent. Bei EP3 1 traten allerdings nur die beiden Genotypen T/T und
C/T auf. Das bei den Pietrain vorherrschende Allel C fehlte. Bei ERE1 und ERE1 2 kam es
ebenfalls zu einer Ungleichverteilung der Genotypvarianten, was allerdings bereits durch die
Genotypen in der Parenteralgeneration zu erwarten war. Bei ERE 1 fehlte der Genotyp T/T in
der F2-Generation. Hier waren nur die beiden Varianten C/C und C/T existent. Bei ERE1 2
konnte kein Tier mit dem Genotyp G/G identifiziert werden. Es kamen nur die beiden
Varianten T/T und T/G vor.

Die Haufigkeiten aller Genvarianten in der F2-Generation und die Allelfrequenzen der
einzelnen SNPs sind ein Tabelle 18 dargestellt. Zur Vereinfachung werden sowohl in Tabelle
18 als im Nachfolgenden, die bei den jeweiligen Rassen vorherrschende Allele, als Pietrain-

bzw. Meishan-Allele bezeichnet.
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Tabelle 18 Genotypen und Allelfrequenzen der F2-Generation

SNP Genotypen ME-Allele PI-Allele
CcC CT TT C T
EE11
29,4 50,4 20,2 54,6 45,4
GG GA AA G A
EE11 2
38,7 49,6 11,8 63,4 36,6
TT TA AA T A
EE2
6,7 35,3 58,0 24,4 75,6
dd Dd DD D d
EE1b
14,3 39,0 46,8 66,2 33,8
CcC CT TT T C
EP3 1
- 0,0 90,0 10,0 55,0 45,0
DD Dd dd D d
EP3
43,2 45,5 11,4 65,9 34,1
GG GA AA G A
EP9 3
42,9 44,5 12,6 65,1 34,9
CcC CT TT T C
ERE1
94,0 6,0 0,0 3,0 97,0
TT TG GG G T
ERE1 2
91,8 8,2 0,0 4,1 95,9
CcC CT TT C T
ERES
19,6 44,8 36,1 41,8 58,2
CcC CT TT C T
ERE7
19,3 46,2 34,5 42,4 57,6

ME = Meishan, PI = Pietrain
A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, D = Allel fiir Deletion, d = Allel ohne Deletion

4.5 Assoziation zwischen Phinotyp und Genotyp in der F2-Generation

Die hochsten Signifikanzwerte zwischen den untersuchten SNPs und den Parametern des
roten Blutbilds sind fiir SNP ERE7 zu erkennen. Hier zeigte sich sowohl fiir die Zeitpunkte
vor der Infektion (Tag 0) als auch fiir die Stadien der akuten Sarkozystose (Tag 14) und fiir

die Phase der chronischen Infektion (Tag 28 u. 42) eine deutliche Differenzierung zwischen
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den Genotypen fiir die Parameter Erythrozytenzahl und Héamatokrit. Signifikante
Unterschiede sind auch fiir den Parameter Hb (Hdmoglobin), allerdings nur fiir den Zeitpunkt
der chronischen Sarkozystose (Tag 28 und 42), zu erkennen.

Die Assoziation von ERE7 mit dem Parameter MCHC war zu keinem Zeitpunkt signifikant.
Stattdessen konnten signifikante Zusammenhdnge zwischen SNP EE2 und MCHC an Tag 0
und zwischen SNP EE11 und MCHC an Tag 42 dargestellt werden. Fiir die Parameter
Hiamoglobin und Hamatokrit zeigte sich eine signifikante Assoziation im Zusammenhang mit
SNP EE11 2 an Tag 14 p.i. und mit SNP ERE1 an Tag 42 p.i.

In Abbildung 12 ist die Assoziation von ERE7 mit der Erythrozytenzahl graphisch dargestellt.
Hier ist der Zusammenhang zwischen SNP und Merkmal am gréften. Die Abbildungen 13-16
zeigen jewelils die Assoziation der verschiedenen SNPs mit den Merkmalen Erythrozytenzahl,

Hamatokrit, MCHC und Hamoglobingehalt.

Abb. 12 Assoziation zwischen ERE7 und Erythozytenzahl

9,0

T T

8,5

o0
=)

N
(9]
—

[]

mCC
uCT
uTT

Erythrozyten (T/1)

o
o
1

N
(2]
1

do d14 d28 d42
Tage p.i.

d=Tagp.i, {*} =P <0,05, {**}=P <0,01, {***}=P < 0,001



ERGEBNISSE

81

Tabelle 19 Assoziation zwischen SNP und Himatokrit

II?fk‘t’izrn SNPNr. | SNPName | Gesamt 1 2 3 p
1 EP9_3 0,39 0,39 0,39 0,38 n.s.
2 EP3 0,38 0,39 0,39 0,38 n.s.
3 EP3_1 0,38 0,38 0,37 n.s.
4 EE1b 0,39 0,38 0,39 0,39 n.s.
6 EELL 0,39 0,39 0,39 0,38 n.s.
0 5 EE11 2 0,39 0,38 0,39 0,38 n.s.
7 EE2 0,39 0,38 0,39 0,38 n.s.
8 EREL 0,39 0,39 0,38 n.s.
9 EREL 2 0,38 0,38 0,39 n.s.
10 ERES 0,39 0,38 0,39 0,39 n.s.
11 ERE7 0,39 0,38 0,38 0,4 0,048*
1 EP9_3 0,39 0,4 0,39 0,39 n.s.
2 EP3 0,39 0,39 0,4 0,39 n.s.
3 EP3_1 0,39 0,39 0,38 n.s.
4 EE1b 0,4 0,39 0,4 0,4 n.s.
6 EE11 0,39 0,39 0,4 0,39 n.s.
14 5 EE1L 2 0,39 0,39 0,4 0,38 0,031*
7 EE2 0,39 0,38 0,39 0,4 n.s.
8 EREL 0,39 0,39 0,41 n.s.
9 EREL 2 0,39 0,39 0,41 n.s.
10 ERES 0,39 0,39 0,39 0,4 n.s.
11 ERE7 0,39 0,39 0,39 0,41 n.s.
1 EP9_3 0,39 0,41 0,39 0,39 n.s.
2 EP3 0,39 0,41 0,39 0,39 n.s.
3 EP3_1 0,39 0,39 0,39 n.s.
4 EELb 0,39 0,39 0,39 0,4 n.s.
6 EE1L 0,39 0,39 0,39 0,4 n.s.
28 5 EE1L 2 0,39 0,41 0,39 0,39 n.s.
7 EE2 0,39 0,4 0,39 0,39 n.s.
8 EREL 0,39 0,39 0,4 n.s.
9 EREL 2 0,39 0,39 0,4 n.s.
10 ERES 0,39 0,39 0,39 0,4 n.s.
11 ERE7 0,39 0,39 0,38 0,41 0,001%**
1 EP9_3 0,41 0,43 0,41 0,42 n.s.
2 EP3 0,42 0,43 0,41 0,41 n.s.
3 EP3_1 0,41 0,41 0,39 n.s.
4 EELb 0,41 0,42 0,41 0,42 n.s.
6 EE11 0,41 0,42 0,41 0,42 n.s.
42 5 EE1L 2 0,41 0,43 0,41 0,41 n.s.
7 EE2 0,41 0,42 0,41 0,41 n.s.
8 EREL 0,41 0,41 0,46 0,007%*
9 EREL 2 0,41 0,41 0,44 n.s.
10 ERES 0,41 0,41 0,41 0,43 n.s.
11 ERE7 0,41 0,41 0,41 0,43 0,034*

P = Signifikanz (*<0,05, **<0,01, ***<0,001), EP9 3: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EP3: 1=dd, 2=Dd, 3=DD; EP3 1:
2=CT, 3=TT; EElb: 1=DD, 2=Dd, 3=dd; EE11: 1=CC, 2=CT, 3=TT; EE11 2: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EE2:
1=TT, 2=TA, 3=AA; ERE1: 1=CC, 2=CT; ERE1 2: 1=TT, 2=TG; ERES: 1=TT, 2=CT, 3=CC; ERE7: 1=TT,
2=CT, 3=CC
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Tabelle 20 Assoziation zwischen SNP und Himoglobingehalt

Tag der

Infektion SNP Nr. SNP Name Gesamt 1 2 3 P
1 EP9 3 8,1 8,14 8,11 8,07 n.s.
2 EP3 8,08 8,12 8,14 8,02 n.s.
3 EP3_1 8,05 8,07 7,83 n.s.
4 EE1lb 8,1 8,04 8,19 8,08 n.s.
6 EE11 8,1 8,05 8,14 8,04 n.s.
0 5 EE11_2 8,11 8,11 8,18 8,02 n.s.
7 EE2 8,1 7,85 8,09 8,13 n.s.
8 ERE1 8,09 8,1 8,06 n.s.
9 ERE1_2 8,09 8,08 8,19 n.s.
10 ERES 8,11 8 8,13 8,26 n.s.
11 ERE7 8,1 8 8,08 8,32 n.s.
1 EP9_3 8,33 8,44 8,38 8,25 n.s.
2 EP3 8,36 8,27 8,46 8,29 n.s.
3 EP3_1 8,32 8,33 8,26 n.s.
4 EE1lb 8,37 8,27 8,48 8,42 n.s.
6 EE11 8,33 8,18 8,46 8,23 n.s.
14 5 EE11_2 8,34 8,39 8,53 8,07 0,011*
7 EE2 8,33 7,94 8,23 8,44 n.s.
8 ERE1 8,3 8,27 8,68 n.s.
9 ERE1_2 8,36 8,33 8,66 n.s.
10 ERE5 8,36 8,25 8,37 8,53 n.s.
11 ERE7 8,33 8,24 8,25 8,68 n.s.
1 EP9_3 8,15 8,46 8,15 8,05 n.s.
2 EP3 8,2 8,56 8,21 8,11 n.s.
3 EP3_1 8,18 8,18 8,1 n.s.
4 EElb 8,19 8,14 8,22 8,28 n.s.
6 EE11 8,15 8,15 8,08 8,31 n.s.
28 5 EE11_2 8,16 8,45 8,16 8,08 n.s.
7 EE2 8,15 8,11 8,11 8,18 n.s.
8 ERE1 8,15 8,15 8,29 n.s.
9 ERE1_2 8,2 8,2 8,2 n.s.
10 ERE5 8,18 8,1 8,13 8,44 n.s.
11 ERE7 8,15 8,09 8,02 8,57 0,001***
1 EP9_3 8,73 8,93 8,66 8,74 n.s.
2 EP3 8,74 8,91 8,73 8,72 n.s.
3 EP3_1 8,66 8,68 8,4 n.s.
4 EE1lb 8,75 8,71 8,78 8,76 n.s.
6 EE11 8,73 8,73 8,68 8,85 n.s.
42 5 EE11_2 8,74 8,88 8,76 8,65 n.s.
7 EE2 8,73 8,85 8,72 8,72 n.s.
8 ERE1 8,7 8,65 9,5 0,015*
9 ERE1_2 8,73 8,7 9,18 n.s.
10 ERES 8,72 8,59 8,72 9,01 n.s.
11 ERE7 8,73 8,61 8,66 9,12 0,025*

P = Signifikanz (*<0,05, **<0,01, ***<0,001), EP9 3: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EP3: 1=dd, 2=Dd, 3=DD; EP3 1:

2: s
1=TT,
2: s

CT, 3=CC

T, 3=TT; EElb: 1=DD, 2=Dd, 3=dd; EE11: 1=CC, 2=CT, 3=TT; EE11 2: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EE2:
2=TA, 3=AA; EREl: 1=CC, 2=CT; ERE1 2: 1=TT, 2=TG; ERE5: 1=TT, 2=CT, 3=CC; ERE7: 1=TT,
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Tabelle 21 Assoziation zwischen SNP und Erythrozytengehalt

Tag der

Infektion SNP Nr. SNP Name Gesamt 1 2 3 P
1 EP9_3 6,89 6,94 6,95 6,81 n.s.
2 EP3 6,87 6,96 6,96 6,76 n.s.
3 EP3_1 6,85 6,86 6,75 n.s.
4 EE1lb 6,88 6,78 7,01 6,85 n.s.
5 EE11 6,89 6,83 6,93 6,89 n.s.
0 6 EE11_2 6,89 6,9 6,98 6,78 n.s.
7 EE2 6,89 6,92 6,98 6,83 n.s.
8 ERE1 6,89 6,89 6,97 n.s.
9 ERE1_2 6,86 6,84 7,02 n.s.
10 ERE5 6,89 6,78 6,88 7,13 n.s.
11 ERE7 6,89 6,77 6,82 7,28 0,001***
1 EP9 3 7,15 7,32 7,19 7,05 n.s.
2 EP3 7,16 7,2 7,24 7,08 n.s.
3 EP3_1 7,14 7,14 7,13 n.s.
14 4 EE1lb 7,16 7,02 7,27 7,31 n.s.
5 EE11 7,15 7,03 7,2 7,16 n.s.
6 EE11 2 7,14 7,26 7,28 6,92 0,026*
7 EE2 7,15 7,15 7,16 7,14 n.s.
8 ERE1 7,13 7,11 7,43 n.s.
9 ERE1_2 7,14 7,12 7,42 n.s.
10 ERE5 7,15 7,04 7,09 7,46 n.s.
11 ERE7 7,15 7,07 6,99 7,65 0,001***
1 EP9_3 6,98 7,31 7,02 6,84 0,033*
2 EP3 7,01 7,43 7,02 6,88 n.s.
3 EP3_1 7 7 6,95 n.s.
4 EElb 6,97 6,91 6,99 7,15 n.s.
5 EE11 6,98 6,97 6,89 7,23 n.s.
28 6 EE11_2 6,99 7,29 6,98 6,89 n.s.
7 EE2 6,98 7,32 7,09 6,89 n.s.
8 ERE1 7 7 7,05 n.s.
9 ERE1_2 6,99 6,99 6,98 n.s.
10 ERE5 6,99 6,9 6,91 7,35 0,023*
11 ERE7 6,98 6,94 6,79 7,53 0.001**
1 EP9_3 7,41 7,64 7,4 7,35 n.s.
2 EP3 7,41 7,67 7,4 7,34 n.s.
3 EP3_1 7,36 7,39 7,1 n.s.
4 EE1lb 7,39 7,31 7,41 7,6 n.s.
6 EE11 7,41 7,41 7,32 7,63 n.s.
42 5 EE11 2 7,41 7,62 7,44 7,3 n.s.
7 EE2 7,41 7,79 7,52 7,3 n.s.
8 ERE1 7,42 7,38 8,1 0,034*
9 ERE1_2 7,39 7,37 7,72 n.s.
10 ERES 7,4 7,25 7,39 7,73 n.s.
11 ERE7 7,41 7,29 7,3 7,93 0,001 ***

P = Signifikanz (*<0,05, **<0,01, ***<0,001), EP9_3: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EP3: 1=dd, 2=Dd, 3=DD, EP3 1:
2=CT, 3=TT; EElb: 1=DD, 2=Dd, 3=dd; EE11: 1=CC, 2=CT, 3=TT; EE11 2: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EE2:
1=TT, 2=TA, 3=AA; ERE1: 1=CC, 2=CT; ERE1 2: 1=TT, 2=TG; ERES: 1=TT, 2=CT, 3=CC; ERE7: 1=TT,
2=

CT, 3=CC
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Tabelle 22 Assoziation zwischen SNP und MCHC

II?fk‘t’izrn SNPNr. | SNPName | Gesamt 1 2 3 P
1 EP9 3 21,06 21,11 21,09 21,02 n.s.
2 EP3 21,1 21,06 21,12 21,09 n.s.
3 EP3_1 21,17 21,14 21,4 n.s.
4 EE1b 21,06 21,07 21,11 20,89 n.s.
6 EE1L 21,06 20,91 21,11 21,17 n.s.
0 5 EE11 2 21,07 21,08 21,1 21,02 n.s.
7 EE2 21,06 20,56 20,91 21,22 0,001%**
8 EREL 21,06 21,06 21,06 n.s.
9 EREL 2 21,07 21,06 21,21 n.s.
10 ERES 21,08 21,06 21,11 21,02 n.s.
11 ERE7 21,06 21,13 21,06 20,96 n.s.
1 EP9 3 21,34 21,33 21,36 21,31 n.s.
2 EP3 21,33 21,3 21,28 21,4 n.s.
3 EP3_1 21,27 21,22 21,71 n.s.
4 EE1b 21,33 21,47 21,2 21,18 n.s.
6 EE1L 21,34 21,29 21,37 21,33 n.s.
14 5 EE11 2 21,35 21,36 21,48 21,17 n.s.
7 EE2 21,34 20,63 21,24 21,48 n.s.
8 EREL 21,25 21,26 21,17 n.s.
9 EREL 2 21,39 21,41 21,13 n.s.
10 ERES 21,38 21,31 21,51 21,21 n.s.
11 ERE7 21,34 21,32 21,4 21,22 n.s.
1 EP9_3 20,91 20,88 20,84 21 n.s.
2 EP3 20,92 20,82 20,82 21,05 n.s.
3 EP3_1 20,86 20,85 21 n.s.
4 EELb 20,87 20,94 20,85 20,72 n.s.
6 EE11 20,91 20,92 20,89 20,95 n.s.
28 5 EE1L 2 20,92 20,91 20,97 20,86 n.s.
7 EE2 20,91 20,39 20,78 21,05 n.s.
8 EREL 20,85 20,86 20,74 n.s.
9 EREL 2 20,93 20,94 20,75 n.s.
10 ERES 20,93 20,71 21,13 20,89 n.s.
11 ERE7 20,9121 20,74 21,07 20,84 n.s.
1 EP9_3 21,1802 20,99 21,31 21,1 n.s.
2 EP3 21,1448 20,88 21,22 21,12 n.s.
3 EP3_1 21,1652 21,12 21,54 n.s.
4 EELb 21,144 21,1 21,29 20,9 n.s.
6 EE1L 21,1802 20,98 21,3 21,16 0,05*
42 5 EE1l 2 | 21,1914 20,95 21,31 21,11 n.s.
7 EE2 21,1802 20,85 21,15 21,24 n.s.
8 EREL 21,149 21,17 20,76 n.s.
9 EREL 2 | 21,1347 21,14 21,02 n.s.
10 ERES 21,1895 21,05 21,32 21,15 n.s.
11 ERE7 21,1802 21,12 21,27 21,06 n.s.

P = Signifikanz (*<0,05, **<0,01, ***<0,001), EP9 3: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EP3: 1=dd, 2=Dd, 3=DD; EP3 1:

2=
1=T
2=CT, 3=CC

T
T

3=TT; EElb: 1=DD, 2=Dd, 3=dd; EE11: 1=CC, 2=CT, 3=TT; EE11 2: 1=AA, 2=AG, 3=GG; EE2:
, 2=TA, 3=AA; ERE1: 1=CC, 2=CT; ERE1 2: 1=TT, 2=TG; ERE5: 1=TT, 2=CT, 3=CC; ERE7: 1=TT,
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Abb. 13  Signifikante Assoziationen zwischen SNPs und Himatokrit
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Abb. 15  Signifikante Assoziationen zwischen SNPs und Erythrozytenzahl
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4.6 Kartierung von EPOR auf SSC 2 und Erythropoetin auf SSC3

Das EPOR-Gen wurde mittels Kopplungsanalyse zwischen die Marker Sw1650 und Sw240
kartiert. Der Abstand zu Sw1650 betrigt 15 cM, zu dem Marker Sw240 20 cM.

Das EPO-Gen wurde mit Hilfe der Kopplungsanalyse 15 ¢cM vor dem Marker Sw72 kartiert.

4.7 QTL-Analyse

Fiir die QTL-Analyse wurden insgesamt fiinf der elf untersuchten SNPs ausgewihlt. Vier
befinden sich im Erythropoetin-Gen bzw. dessen Promotor (EE2, EE11, EE11 2, EP9 3).

Ein SNP liegt im Epo-Rezeptor-Gen (ERE7).

ERE1 wurde trotz der dargestellten Signifikanzen fiir die Parameter Hdmogobin,
Erythrozytenzahl und Hédmatokrit nicht beriicksichtigt, da hier eine Ungleichverteilung der
Genotypen sowohl in der FO- als auch in der F2-Generation vorlag. Der Genotyp TT fehlte in
beiden Populationen vollstindig. Bei der Detektion merkmalsbestimmender Genvarianten ist
es jedoch von Vorteil, wenn in der Parenteralgeneration zwei verschiedene homozygote
Genotypen vorhanden sind, die sich in ihrer Merkmalsauspragung moglichst weit
unterscheiden. Die heterozygoten Tiere liegen im Idealfall in ihrer Merkmalsausprigung
zwischen den Homozygoten. Da fiir ERE1 in der Parenteralgeneration jedoch nur die
Genotypen CC und CT auftraten und der Genotyp TT fehlte, war davon auszugehen, dass es
sich bei diesem SNP nicht um den gesuchten QTN handelt.

ERES wurde wegen seiner eher geringen Signifikanz im Zusammenhang mit der
Erythrozytenzahl an Tag 28 ebenfalls nicht weiter untersucht, da auch hier nicht zu erwarten
war, dass er den gesuchten QTN darstellt.

Von den fiinf untersuchten SNPs hat ERE7 den groBten Einfluss auf die QTL der
verschiedenen untersuchten Parameter. Die groften Anderungen der F-Werte zeigen sich fiir
den Gehalt der roten Blutzellen. Jedoch kdnnen auch fiir die Werte des Hdmatokrits und des
Héamoglobingehalts positive Effekte gemessen werden. Fiir die Werte von MCHC allerdings
konnten keine F-Wert-Verdanderungen verzeichnet werden.

Der F-Wert fiir den Erythrozytengehalt steigt bereits vor der Infektion (Tag 0) unter
Berticksichtigung von ERE7 von 3,09 auf 9,19. Eine Zunahme des F-Werts ist zum Zeitpunkt
der akuten Sarkozystose (Tag 14) ebenfalls festzustellen. Er steigt von 1,76 auf 8,25. Die
groBte Anderung ist jedoch an Tag 28 p.i. zu verzeichnen. Hier steigt der errechnete QTL von
2,84 auf genomweit signifikante 13,14 an. Die Anderung des F-Werts zum Zeitpunkt der

chronischen Infektion (Tag 42) steigt dagegen im Vergleich nur in geringem Umfang von
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3,33 auf 8,84 (siche Tab. 23). In den Abbildungen 17-20 sind die Effekte auf den F-Wert fiir
die verschiedenen Parameter des roten Blutbilds graphisch dargestellt. Auch hier zeigt sich
der deutliche Anstieg der F-Werte fiir den Erythrozytengehalt, Himatokrit und Himoglobin
zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion. Allerdings wird in dieser Darstellung
auch deutlich, dass die F-Werte zu den Zeitpunkten 0, 28, und 42 direkt iiber SNP ERE 7
einbrechen und der jeweils hochste F-Wert nicht direkt {iber dem SNP liegt.

Die Effekte der SNPs im Erythropoetin-Gen sind vergleichsweile eher gering. Die grofBite
Verdnderung findet sich an Tag 14 fiir die Parameter Himoglobin und den Erythrozytengehalt
unter Berticksichtigung von EE11 2. Hier steigt der F-Wert fiir den Himoglobingehalt von
3,29 auf 6,85. Der F-Wert flir den Erythrozytengehalt dndert sich von 1,6 auf 4,54 (siche Tab.
24).

Tabelle 23 F-Wert Anderung durch ERE7 auf SSC2

Merkmal : F-Wert | F_wert mit
Tag p.1.
(ohne SNP)| ERE7
0 3,8 4,74
14 2.86 2.86
Hb
28 3,02 5,52
42 4,08 5,35
0 3,09 9,18
. 14 1,76 8,25
ry
28 2,84 13,14
42 3,33 8,84
0 3,47 5,25
14 3,35 3,35
Hkt
28 2,32 391
42 5,52 6,58
0 2,38 2,38
14 1,66 1,66
MCHC
28 1,8 1,8
42 3,93 3,93

Hb: Himoglobin, Ery: Erythrozytenzahl, Hkt: Himatokrit, MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration
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Tabelle 24 F-Wert Anderung durch SNPs auf SSC3

Merkmal T ; F-Wert | F-Wert mit | F-Wert mit | F-Wert mit | F-Wert mit
erima S| ohne snpy|  EE2 EE11 EE11 2 | EP9 3
0 1,77 3,47 1,81 2,79 2,56
0 14 3,29 4,96 3,29 6,86 3,85
28 2,78 2,78 2,78 3,64 2,78
42 2,53 2,53 2,53 2,53 2,53
0 1,38 1,38 1,38 1,83 1,38
14 1,61 1,61 1,61 4,55 2,43
Ery
28 2,68 2,68 2,68 2,68 2,68
42 1,67 1,67 1,87 2,29 1,67
0 0,96 1,77 0,96 1,68 0,96
14 3,97 4,96 3,97 5,55 3,97
Hkt
28 3,89 3,89 3,89 3,89 3,89
42 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65
0 2,16 2,16 2,16 2,16 3,86
14 0,52 0,68 0,53 1,19 0,52
MCHC
28 2,21 2,21 2,21 2,21 2,21
42 0,76 0,76 2,38 1,89 0,76

HB: Hamoglobin, Ery: Erythrozytenzahl, Hkt: Himatokrit, MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration
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4.8 Auswahl der SNPs fiir die kommerzielle Population

Die hochsten Signifikanzwerte der untersuchten SNPs sowohl in EPO als auch EPOR zeigt
ERE7. Dieser SNP wurde daher fiir die weitere Analyse in der kommerziellen Population
ausgewahlt. Aulerdem wurden die Genotypen der Tiere aus der kommerziellen Population
fir die SNPs EE11 2, EE2 und EREl detektiert, da hier hohe Signifikanzwerte zu
verzeichnen waren, bzw. die SNPs mit den Werten mehrerer Parameter des roten Blutbildes
korrelieren.

Die SNPs EE11 und EP9 3 wurden in nachfolgende Untersuchungen nicht mehr einbezogen,
da sie lediglich mit je einem Parameter des roten Blutbilds und auch nur am Tag 28, bzw. 42

p.i. eine einfache Signifikanz aufweisen.

4.9 Genotypen der kommerziellen Population

In der kommerziellen Population kamen die Genotypen von ERE7 mit einer Verteilung von
26,9% (CC), 50,9% (CT=heterozygote Tiere) und 22,2% (TT) vor (Tab. 25). Damit liegt die
Haufigkeit des Meishan-Allels (C) in dieser Population bei 52,3% und die des Pietrain-Allels
(T) bei 47,7%; dies entspricht einem Verhéltnis von nahezu 1:1. Das bedeutet, dass beide
Allele zu gleichen Anteilen in der Population existent sind. Dieses Ergebnis entspricht einer
idealen Verteilung der Allefrequenzen.

An den Positionen der SNPs EE11 2, EE2 und ERE1 waren in der kommerzellen Population
fast ausschlieBenlich die Pietrain-Allele vertreten. Uber 90% der Tiere sind homozygot fiir die
bei Pietrain vorherrschenden Genotypen. Die Allelfrequenz der Pietrain-Allele liegt bei allen
drei SNPs bei iiber 95% (siche Tabelle 25). Aufgrund dieses ungleichen Verhéltnisses der
Genotypen innerhalb der kommerziellen Population wurden diese drei SNPs nicht mehr in die
nachfolgende Assoziationsstudie mit einbezogen. Es war hier nicht zu erwarten, dass sich
signifikante Korrelationen mit den Parametern des roten Blutbilds analog der untersuchten

F2-Generation darstellen lassen.
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Tabelle 25 Genotypen und Allelfrequenzen (in %) in der kommerziellen Population fiir

SNPs EE11_2, EE2, ERE1, und ERE7

Allelfrequenz

SNP Genotypen Meishan- Pietrain-
Allel Allel
GG AG AA G A
EE11 2
- 0 9,1 90,9 4,5 95,5
- AA TA TT T A
95,5 1,8 2,7 3,6 96,4
CC CT TT T C
ERE1
92,7 7,3 0 3,6 96,4
CC CT TT C T
ERE7
26,9 50,9 22,2 52,3 47,7

A = Adenin, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin

4.10 Assoziation zwischen Phiinotyp und Genotyp in der kommerziellen Population

unter Einbeziehung von SNP ERE7

Fir SNP ERE7 konnten in der kommerziellen Population signifikante Assoziationen mit

Parametern des roten Blutbilds festgestellt werden. Die Tiere des Genotyps CC haben

signifikant hohere Werte fiir Himatokrit, Himoglobingehalt, Retikulozytenzahl, CHR, MCV
bei gleichzeitig niedrigeren Werten fiir MCHC, RDW und CHCM. Dabei werden
Signifikanzwerte <0,001 fiir Hamatokrit, Retikulozytenzahl, MCV, MCHC und CHCM

erreicht. Auch bei der Erythrozytenzahl ist eine Tendenz zu hoheren Werten bei Tieren mit

dem Genotyp CC zu erkennen. Das Signifikanzniveau von P<0,5 konnte hier allerdings nicht

erreicht werden. (siche Anhang)




ERGEBNISSE 94
Tabelle 26 Verinderungen der Mittelwerte der Parameter des roten Blutbildes unter
Beriicksichtigung der Genotypen fiir SNP ERE7 in der kommerziellen Population und
im Vergleich zu Normwerten beim Schwein
CcC CT TT P [Normwerte*
RBC 7,1 6,9 6,8 n.s. 5,8-8,1 T/l
HB 7,4 7,2 7,1 n.s. 6,7-9,2 mmol/l
HTC 0,43 0,39 0,38 <0.001 0,33-0,45 /1
RETIS 133,2 71,1 78,4 0.001 —
MCV 61,4 57,6 55,5 0.001 50-65 fl
MCH 1,07 1,08 1,06 n.s. 1,1-1,4 fmol
MCHC 17,4 18,8 19,1 <0.001 16,7-22
mmol/l

*: nach Kraft/Diirr; C: Cytosin, T: Thymin, P: Signifikanz
RBC: red blood cells, HB: Himoglobin, HTC: Hamatokrit, RETIS: Retikulozyten, MCV: mittleres

korpuskuldres Volumen, MCH: mittleres korpuskuldres Himoglobin, MCHC: mean cell hemoglobin

concentration

Retikulozytenzahl G/I

200

180

P=0,001 {***}

160

140

120

100

80

60

40

20

CcC

CT

Genotyp ERE7

TT

Abb. 21

der Genotypen von ERE7 in der kommerziellen Population

Mittelwerte und Standardabweichung fiir die Retikulozytenzahl innerhalb

C = Cytosin, T= Thymin, P= Signifikanz, {***}: P<0,001
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung der genetischen Krankheitsresistenz fiir die Nutztierzucht

In den kommerziellen Schweinehaltungen stellt das Auftreten von Infektionskrankheiten ein
grofles Problem dar. Der Infektionsdruck ist aufgrund der Haltungsdichte permanent hoch.
Klinisch inapperent infizierte Tiere sind fiir die Ausbreitung von Erregern in und zwischen
den Bestinden verantwortlich. Stress, Transport, Umstallung, und viele andere Faktoren
verstarken das Problem zusétzlich. Wirtschaftliche EinbuBlen sind durch verminderte
Futterverwertung, geringere tdgliche Zunahme der Masttiere und dem damit verbundenen
geringeren Schlachtendgewicht oder durch das Auftreten von Tierverlusten zu erwarten.

Ein Ansatz dieses Problem zu l6sen wire die Zucht von krankheitsresistenten Tieren. Bei
einigen Nutztieren sind bereits natiirliche Resistenzen gegen verschiedene Erkrankungen
bekannt. Sie beziehen sich auf bakterielle, virale und parasitire Erkrankungen (siche Kap.
2.3). Die dazugehorigen merkmalsbestimmenden Genvarianten sind allerdings zum grof3en
Teil noch nicht identifiziert. Daher ist die tatsdchliche tierziichterische Nutzung von
Resistenzunterschieden bisher nur in geringem Umfang moglich. Ein noch weit gestecktes
Ziel 1ist, die mit den Krankheitsresistenzen verbundenen merkmalsbestimmenden
Genvarianten zu identifizieren, um so die Zuchttiere gezielt auf entsprechende Merkmale
selektieren zu konnen.

Bei Schweinen treten hdufig Andmien auf, die entweder die direkte Krankheitsursache oder
ein Begleitsymptom einer anderen Primdrerkrankung sein konnen. Im Hinblick auf die Zucht
krankheitsresistenter Individuen wire es daher hilfreich, wenn im Zusammenhdng mit
Andmien Genvarianten identifiziert wiirden, die tierziichterisch eingesetzt werden konnten.
Erste Hinweise auf unterschiedliche Empfindlichkeiten zur Entwicklung einer Andmie
ergaben sich aus einem Forschungsprojekt zur Resistenz/Empfindlichkeit gegen den Parasiten
S. miescheriana (Reiner et al. 2002a). Dabei zeigten sich QTL mit Auswirkungen auf die
Blutbildung beim Schwein (Reiner et al., 2007), die auch von anderen Gruppen bestitigt
wurden (Wattrang et al., 2005, Zou et al. 2008, Gong et al. 2010, Cho et al. 2011a). Es
existieren in der Zwischenzeit auch einige SNPs, die mit Parametern des roten Blutbilds
korrelieren (Sakurai et al. 1996, Luo et al. 2012, Wang et al. 2013, Zhang et al. 2013, Zhang
et al. 2014, Jung et al. 2014), jedoch liegt keiner der bisher bekannten SNPs in den homolog-
physiologischen Kandidatengenen EPO und EPOR. Auch kann keiner dieser SNPs bisher

tierziichterisch genutzt werden. Dabei konnte ein verbessertes Blutbildungsvermdgen die
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Resistenzlage gegeniiber Infektionskrankheiten, die zu einer voriibergehenden Belastung des
Blutbildungsvermogens fiihren, steigern und die Rekonvaleszenz fordern. In der hier
vorliegenden Arbeit sollten deshalb die Kandidatengene EPO und EPOR auf
merkmalsbestimmende Genvarianten untersucht werden, die im Zusammenhang mit der

Blutbildung stehen.

5.2 Die molekulare Basis der Genregulierung in der Erythropoese

Die Erythropoese ist ein komplexer Vorgang im Organismus. Theoretisch kdnnen Mutationen
in allen Genen, deren Transkriptionsprodukte an der Erythropoese beteiligt sind, Einfluss auf
die Parameter des roten Blutbildes nehmen. AuBerdem koénnen merkmalsverdndernde
Genvarianten in allen Bereichen der beteiligten Gene liegen. Insbesondere der
Promotorbereich ist fiir die Effizienz der Transkription und damit im Endeffekt die Anzahl
der gebildeten Proteine verantwortlich. Hier finden sich neben Sequenzen, die fiir die Bildung
des Transkriptionsinitationskomplexes notwendig sind, auch weitere Sequenzen, die die
Genaktivitidt regulieren.

An der Transkription der Kandidatengene EPO und EPOR sind insbesondere die
Transkriptionsfaktoren GATA (Zon et al. 1991, Imagawa et al. 1997, Tsuchiya et al. 1997,
Dame et al. 2003), SCL/Tall (Aplan et al. 1992, Rogers et al. 2012), speziell fiir
Erythropoetin auch die Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF) und HNF-4 beteiligt (Semenza et
al. 1992, Galson et al. 1995, Wang et al. 1992, Scortegagna et al. 2005, Rankin et al. 2007,
Kapitsinou et al. 2010). Dabei ist GATA-1 als DNA-bindendes Protein in die Bildung des
Transkriptionsinitiationskomplexes involviert. SCL/Tall wirkt als co-aktivierender Faktor;
HIF und HNF-4 wirken regulierend im Zusammenhang mit dem Sauerstoffgehalt des Blutes.
Um den Sachverhalt der vielen bereits bekannten Regulationselemente innerhalb der Gene zu
beriicksichtigen und gleichzeitig auf méglichst viele Einflussfaktoren einzugehen, sollte in
der vorliegenden Arbeit zusitzlich zu den bekannten Exon- und Intronbereichen eine
umfangreiche Analyse der Promotorregion auf merkmalsbestimmende Genvarianten
durchgefiihrt werden. Die Sequenzen der Promotorregionen beider Gene waren zu diesem
Zeitpunkt allerdings noch nicht bekannt. Deshalb mussten sowohl die Promotorsequenzen
beider Gene als auch die 3'UTR-Region des EPO-Gens mit Hilfe von BACs identifiziert
werden. Mit ihrer Hilfe war es zwar mdglich hinreichend lange Sequenzen zu untersuchen,
allerdings deckte der eingesetzte BAC CH242-272A5 nur 1468 bp in 5'-Richtung des EPOR-

Gens ab und es konnte kein weiterer BAC identifiziert werden, mit dem diese Liicke
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geschlossen werden konnte. Da beim Schwein bisher keine Promotorstudien von EPO und
EPOR durchgefiihrt wurden und diese auch nicht Gegenstand dieser Arbeit waren, ist liber die
genaue Lokalisation der Regulationselemente bei der Tierart Schwein bis heute nichts
bekannt. Beim Menschen und der Maus liegen die wichtigsten Regulationselemente der Gene
EPO und EPOR allerdings unweit vom Transkriptionsstartpunkt entfernt (Youssoufian et al.
1990, Naguchi et al. 1991). Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der Gensequenzen
zwischen den Tierarten, sowohl in codierenden wie auch nicht codierenden Bereichen (Jones
et al. 1990, Wen et al. 1993), ist davon auszugehen, dass auch beim Schwein relevante
Regulationselemente in dhnlichen Positionen liegen und dass diese in den Untersuchungen
mit erfasst wurden. Dies gilt insbesondere in der Promotorsequenz von EPO. Hier wurde
aufgrund der umfangreichen Analyse der Bereich mit dem minimalen Promotor, dem GATA-
Motiv und der HAF-Bindungsstelle mit Hilfe der Sequenz von BAC242-137H mit grofer
Sicherheit abgedeckt; ebenso die GATA-Box und ein Spl1-Motiv in EPOR, welche bei Maus
und Mensch nur 150 bp vom Transkrptionsstartpunkt entfernt liegen (Yousouffian et al.
1990). Die CACCC-Motive des Menschen liegen zwischen 585 und 1906 bp in 5°-Richtung
von EPOR; die der Maus etwas ndher am Startcodon (Noguchi et al. 1991). Der beim
Menschen relevante Bereich bis 1906 bp proximal des Transkriptionsstartpunkts in EPOR
konnte mit der Sequenz von BAC242-137H zwar nicht vollstindig abgedeckt werden, die
eingesetzte Sequenz mit 1468 bp in 5'-Richtung enthilt aber an Position c¢.-180 ein inverses
GATAI-Motiv (TTATCT) analog des Menschen und weitere 70bp vor dem
Transkriptionsstartpunkt ist ein CACCC-Motiv erkennbar. Das Sp1 Motiv (CCGCCC) liegt in
der untersuchten Sequenz 152 bp vor dem Transkriptionsstartpunkt.

Der Enhancer KIE bzw. NRE im EPO-Gen kann auch bei der Maus je nach Zelllinie
unterschiedlich an verschiedenen Positionen in der Promotorregion liegen (Ubersicht in
Stockmann und Fandrey 2006). Hier ist iiber die genaue Lokalisation der
Regulationselemente bei der Tierart Schwein bis heute nichts bekannt. Es ist also noch gar
nicht definitiv geklart, ob entsprechende Regulationselemente auch beim Schwein in gleicher
Form existieren und es ist auch nicht bekannt wo genau sie in den Blutzellen des Schweins
liegen. Es ist daher zwar nicht mdglich eine definitive Aussage dariiber zu treffen, welche
Enhancerlemente mit den vorliegenden Untersuchungen tatsdchlich eingeschlossen wurden;
allerdings sollte die umfangreiche Promotoranalyse mit Hilfe von BAC CH242-137H alle

relevanten Regulationselemente enhalten.
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5.3 Bekannte genetische Variationen mit Einfluss auf die Blutbildung

Beim Menschen sind verschiedene Erbdefekte bekannt, die zum Krankheitsbild einer
Polyzythdmie fiihren. Man unterscheidet hier zwischen der Polyzythemia vera, die durch
Mutationen der Januskinase-2 hervorgerufen wird, also einer Mutation in einem Protein der
Signalkaskade am Epo-Rezeptor, und im Gegensatz dazu die primére familiire und
kongenitale Polyzythdmie (PFCP), welche durch Mutationen direkt im EPOR-Gen entsteht.
Die Mutationen in EPOR, die zur Ausbildung einer PFCP fiihren, bewirken meist, dass ein c-
terminal verkiirzter Epo-Rezeptor gebildet wird, dem die negativ regulierenden Domédnen
fehlen (LaChapelle et al. 1993). Dies fiihrt zu einer Hypersensitivitit der erythroiden
Vorlduferzellen gegeniiber Erythropoetin; Patienten mit PFCP haben in der Regel normale
Erythropoetinspiegel im Blut (Kralovics und Prchal 2001). Die bisher bekannten Mutationen,
die beim Menschen zu PFCP fiihren, liegen in Exon 8 des EPOR-Gens und bewirken
entweder durch einen Basenaustausch oder durch Deletion einer oder mehrerer Basen die
Ausbildung eines neuen Stopp-Codons. Exon 8 codiert flir die intrazellulire Doméne des
Epo-Rezeptors, an welcher sich Tyrosinreste befinden. Diese Tyrosinreste sind fiir die
Aktivierung von Molekiilen der verschiedenen Signalwege in der Zelle von Bedeutung.
Allerdings sind sie auch an der Downregulation der Epo-Rezeptoren beteiligt. Sind nun diese
Tyrosinreste aufgrund eines verkiirzten Rezeptors nicht oder nur in geringerer Zahl
vorhanden, kann es zwar zu einer Aktivierung des Janus-Kinsase-STAT Signalwegs, evtl.
auch des MAPK/ERK-Signalwegs kommen, die durch Erythropoetin induzierte
Downregulation der Epo-Rezeptoren auf erythroiden Vorlduferzellen funktioniert aber nicht
mehr (Huang et al. 2010), (Gross et al. 2014). Das fiihrt zu einer vermehrten Bildung von
reifen Erythrozyten und zur Ausbildung des Krankheitsbildes der Polyzythdmie. Ob beim
Schwein allerdings auch SNPs mit dhnlichen Auswirkungen existieren, ist bisher noch nicht
geklart.

Im Erythropoetin-Gen sind bei Mensch und Maus ebenfalls einige SNPs bekannt, jedoch gibt
es hier kaum Informationen {iber deren Funktionen. Nur bei einem SNP in der
Promotorregion 1125 bp vor dem Transkriptionsstartpunkt ist bekannt, dass er mit der
Erythropoetinkonzentration korreliert, indem durch das T-Allel eine neue Bindungsstelle fiir
die Proteine EVII/MEL1 oder AP1 zu Stande kommt (Tong et al. 2008). Die in der
vorliegenden Arbeit untersuchen Schweine wiesen an dieser Position jedoch keinen SNP auf

und zeigten die Base Cytosin.
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Fiir das Schwein war zum Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit kein SNP bekannt,
der mit Parametern des roten Blutbildes korrelierte. Allerdings war im Zusammenhang mit
der Auspridgung einer Andmie eine natiirliche genetische Resistenz der Rasse Meishan
gegeniiber dem Parasiten S. miescheriana festgestellt worden (Reiner et al. 2002a). In einer
QTL-Analyse konnten einige QTL identifiziert werden, welche einen Teil der Varianz im
roten Blutbild in einer F2-Kreuzungspopulation bestehend aus den unterschiedlich
empfindlichen Rassen Meishan und Pietrain, aufzeigen, nachdem die Tiere mit dem Parasiten
infiziert wurden. Ein QTL auf Chromosom 3 in der Nihe des EPO-Gens weist eine
signifikante Kopplung mit dem Hé&matokrit an Tag 28 p.i. auf. Ein weiterer QTL auf
Chromosom 2 nahe des EPOR-Gens erklért sogar 13,4% der Varianz im roten Blutbild zum
Zeitpunkt der chronischen Infektionsphase (Reiner et al. 2007). EPO und EPOR konnten
somit auch beim Schwein als Kandidatengene fiir die Blutbildung bestétigt werden. EPOR
gibt sich dabei besonders vielversprechend, wenn es darum geht, die molekulare Basis der
Blutbildung und deren rasseabhingige Varianz aufzudecken. Zwar ist beim Schwein das
Krankheitsbild der kongenitalen Polyzythdmie nicht bekannt, es ist aber durchaus mdéglich,
dass auch hier wie beim Menschen, Mutationen im Erythropoetin-Rezeptor-Gen,
insbesondere in Exon 8, auftreten konnen. Diese Mutationen konnten analog der PFCP
Verdnderungen in der Ausbildung der Tyrosinreste am Rezeptor bewirken und so auch beim
Schwein einen Einfluss auf die Bildung reifer Erythrozyten haben. Auch im EPO-Gen sind
SNPs denkbar, die analog des bereits bekannten SNPs beim Menschen in der Promotorregion
des Gens liegen und einen Einfluss auf die Genaktivitit haben. Sollten im Promotor des
Schweins auch Mutationen auftreten, ist es sehr wahrscheinlich, dass diese ebenfalls einen
Einfluss auf die Transkriptionsrate und damit moglicherweise auch Einfluss auf die

Erythropoetinkonzentration im Blut haben.

Obwohl in der Zwischenzeit mittels genomweiter Assoziationsstudien bereits einige SNPs mit
signifikanter Korrelation mit Parametern des roten Blutbilds detektiert werden konnten (Luo
et al. 2012, Wang et al. 2013, Zhang et al. 2013, Jung et al. 2014, Zhang et al. 2014), wurde
bis zu den Ergebnissen in dieser Arbeit kein Zusammenhang mit SNPs in den
Kandidatengenen EPO oder EPOR detektiert. Auch wurde bisher keine Genvariante
identifiziert, welche die varianzbestimmenden QTL auf den Chromosomen 2 und 3 erkldren
wiirde. Zwar konnten Zhang et al. auf Chromosom 2 mehrere SNPs mit signifikanter
Assoziation zu MCV, MCH bzw. RDW ermitteln, jedoch liegt keiner dieser SNPs in der
Néhe von EPOR (2014). Die am ndchsten gelegenen Gene stellen SH38BP5L, CPAMDS und
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CARMI dar (Zhang et al. 2014). Auch auf Chromosom 3 in der Néhe des EPO-Gens wurden
bisher keine SNPs mit signifikanten Assoziationen identifiziert. Die meisten der bisher
identifizierten SNPs und die SNPs, die in diesen Studien die hochste Signifikanz aufweisen,
liegen auf den Chromosomen 7 und 8 (Wattrang et al. 2005, Luo et al. 2012, Zhang et al.
2013, Jung et al. 2014). Wie auch fiir die hier vorliegende Arbeit wurden in allen dieser
Untersuchungen Tiere aus Kreuzungen zwischen europdischen wund asiatischen
Schweinerassen verwendet. Allerdings ging keiner der anderen Studien ein Infektionsversuch
voraus. Durch den Einfluss einer Infektion konnen aber die Effekte der Merkmalsauspriagung
verstirkt werden. So konnten in der hier vorliegenden Arbeit durch Einbeziehung der QTL-
Analyse nach Infektion mit S. miescheriana insgesamt 6 SNPs (EE11, EE11 2, EE2, EP9 3,
ERE1 und ERE?7) identifiziert werden, deren signifikante Korrelation mit dem roten Blutbild
unter physiologischen Bedingungen verborgen zu bleiben scheint. Mit Hilfe dieser neu
identifizierten SNPs sollte nun die Auswirkung auf die bestehenden QTL ndher beleuchtet
werden. Die fiir die QTL-Analyse ausgewéhlten SNPs wurden einzeln in die bestehende
Analyse miteinbezogen und deren Effekte auf den jeweiligen QTL gemessen. Unter
Berticksichtigung dieser SNPs zeigen sich fiir beide QTL positive Effekte, auch unter
physiologischen Bedingungen. Besonders deutlich wird der Effekt bei Einbeziehung von
ERE7 in den QTL auf Chromosom 2. Es kommt zu einem ausgepriagten Anstieg der F-Werte,
insbesondere der Werte fiir RBC, aber auch fiir den Hadmatokrit und den Himoglobingehalt.
Die Effekte der SNPs in EPO auf den QTL auf Chromosom 3 bleiben allerdings eher gering.

5.4 Variabilitit von EPO und EPOR des Schweins im Vergleich mit anderen Tierarten
und dem Menschen
Die groBe Anzahl an Ubereinstimmungen der Basen im EPO-, bzw. EPOR-Gen und die
vielen Marker, an deren Position einige Individuen einer Schweinerasse heterozygot sind,
ergibt sich durch die Orthologie der Gene und zeigt, dass die Gene EPO und EPOR von
Meishan und Pietrian evolutionsgenetisch sehr nahe beieinander liegen. Die Gensequenzen
miissen sich in ihrer Urform bereits vor Aufspaltung der beiden Unterarten entwickelt haben.
Fiir die Detektion von merkmalsbestimmenden Genvarianten, insbesondere QTN, ist es von
Vorteil, wenn die Elterntiere einen moglichst divergierenden homozygoten Genotyp
aufweisen. Diese Tiere liegen in ihrer Merkmalsausprigung weiter auseinander, wahrend
deren heterozygote Nachkommen in ihrer Merkmalsauspragung moglichst zwischen den

Foundertieren liegen sollten (Falconer und Mackay, 1996). In EPO waren nur bei den SNPs
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EE1b, EE11 2, EP3 und EP3 1 die Elterntiere homozygot und wiirden damit einem idealen
QTN entsprechen. Obwohl SNP EE2 zu einer Anderung in der Aminosduresequenz von
Tyrosin zu Phenylalanin fiihrt, entspricht er aufgrund der heterozygoten Elterntiere keinem
idealen QTN.

In EPOR liegt der SNP mit der hochsten Signifikanz in Exon 8 (ERE7). Auch er entspricht
aufgrund der Genotypen der Elterntiere keinem idealen QTN. Allerdings sind beim Menschen
in Exon 8 bereits SNPs bekannt, die zur familidren und kongenitalen Polyzythdmie fiihren,
indem sie fiir einen verkiirzten Epo-Rezeptor codieren (LaChapelle et al. 1993). SNP ERE7
hat jedoch im Gegensatz zu den SNPs des Menschen keine Anderung der Aminosiuresequenz
zur Folge. Es handelt sich um eine stille Mutation, d.h. beide Genvarianten fiihren zur
Produktion der gleichen Aminosduresequenz. Der SNP hat weder auf die Qualitdt noch auf
die Quantitdt des Proteins einen Einfluss und fiihrt auch nicht zu einem verkiirzten Rezeptor.
Es ist nicht davon auszugehen, dass er einen Einfluss auf die Tyrosinreste und damit auch
keinen Einfluss auf die Induktion der Signalkaskaden oder die Downregulation der Epo-
Rezeptoren hat. Er muss als anonymer Marker angesehen werden, dem keine Funktion
zuzuordnen ist.

Trotzdem konnte mit Hilfe der Assoziationsstudie ein signifikanter FEinfluss der
verschiedenen Genotypen in ERE7 auf die Parameter Erythrozytenzahl, Hamatokrit,
Héamoglobingehalt und MCHC aufgezeigt werden. Tiere mit dem Genotyp CC an der Position
c.1551 zeigen signifikant hohere Werte fiir die Erythozytenzahl und den Hadmatokrit. Unter
Beriicksichtigung des Zeitpunkts der chronischen Sarcocystose (Tag 28 p.i und Tag 42 p.i.)
sind auch Signifikanzen im Zusammenhang mit dem Himoglobingehalt zu erkennen.

In einer Studie an einer kommerziellen Population konnte diese Assoziation des SNPs mit
Parametern des roten Blutbildes bestdtigt werden. Hier waren die Werte fiir
Retikulozytenzahl, Himatokrit und MCV signifikant erhoht. Besonders deutlich wird die
Korrelation mit der Retikulozytenzahl. Tiere mit dem Genotyp CC bilden deutlich mehr
Retikulozyten als Tiere mit dem Genotyp TT. AuBBerdem haben diese Tiere einen signifikant
hoheren Hamatokrit und signifikant hohere Werte fiir MCV. Die Werte fir RBC und
Héamoglobin sind ebenfalls hoher, allerdings ist hier keine Signifikanz nachweisbar.

Anhand der hier gewonnen Ergebnisse scheint es so, als wiren Tiere mit dem Genotyp CC
schneller in der Lage Erythrozyten nachzubilden und damit dem Entstehen einer Andmie
entgegenzuwirken. Es zeigt sich auch, dass die anhand der F2-Generation gewonnenen

Ergebnisse mit denen aus der kommerziellen Population iibereinstimmen.
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5.5 Vergleich der Variabilitit von EPOR mit bekannten Genvarianten mit Einfluss
auf Reproduktionsparameter beim Schwein
Das Erythropoetin-Rezeptor Gen stellt beim Schwein nicht nur fiir die Blutbildung ein
Kandidatengen dar. Es ist gleichzeitig auch ein Kandidatengen fiir Parameter der
Reproduktion wie der WurfgroBe (ZHANG et al. 2011b; ZHANG et al. 2011a) oder der
UterusgroBBe des Schweins, welche durch die Erythropoese der Feten beeinflusst wird (Vallet
et al. 2005). Ein Teil der von Vallet et al. und Zhang et al. gefundenen Marker konnte in der
hier durchgefiihrten Kandidatengenanalyse ebenfalls detektiert werden und es zeigen sich
Zusammenhinge mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Parametern des roten
Blutbilds. Der 2005 von Vallet et al. identifizierte SNP g.2373C>T (Gen-Bank Ass. No
EU407778) (entspricht ERES) in Intron 4 konnte bestitigt werden. Die untersuchten Meishan
tragen an dieser Position entweder den Genotyp CC oder CT, wihrend Pietrain alle den
Genotyp TT tragen. Das T-Allel bewirkt die Ausbildung einer neuen Bindungsstelle fiir
GATA-1 (Vallet et al. 2005), welches transkriptionsregulierend wirken kann. Die
Anwesenheit des T-Allels korrelierte in der Studie von Vallet et al. (2005) mit einer hdheren
Uteruskapazitdt der Sauen. Das Vorhandensein des T-Allels in den Feten zeigte eine positive
Korrelation mit der Wurfstirke. Allerdings konnten diese Ergebnisse in einer weiteren Studie
von Zhang et al. nicht bestétigt werden. Hier zeigte der SNP keinen Zusammenhang mit der
Wurfgrofle (ZHANG et al. 2011b). Der Einfluss von ERE 5 auf das rote Blutbild erwies sich
in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls als sehr gering. Lediglich im Zusammenhang mit
der Erythrozythenzahl zeigte der SNP in der F2-Generation an Tag 28 p.i. eine Signifikanz
beziiglich der Erhohung der Werte des Genotyps CC. Zu den anderen Zeitpunkten und im
Zusammenhang mit MCHC, Hkt, und Hb ist ebenfalls eine Tendenz zu hoheren Werten des
Genotyps CC erkennbar, welche sich jedoch als nicht signifikant erwies (siche Kap.4.5).
Die Untersuchungen von Zhang et al. detektierten insgesamt 8 weitere SNPs in EPOR. Der
SNP c.1551C>T (entspricht ERE7) (GenBank Ass. No. NM 214292.1) wurde in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls detektiert. Die untersuchten Meishan-Sauen tragen den
Genotyp CC bzw. CT, die Pietrain-Eber den Genotyp TT. Der SNP zeigte in der Studie von
Zhang et al. (2011b) weder eine Korrelation mit der Gesamtzahl an geborenen Ferkeln noch
mit der Anzahl lebend geborener Ferkel. Er scheint keinen Einfluss auf die WurfgroBBe zu
haben. Signifikante Zusammenhinge konnten aber in der hier durchgefiihrten Arbeit mit den
Parametern des roten Blutbildes gefunden werden. (siehe Kap. 4.5)
Die anderen sieben bisher identifizierten SNPs konnten in dieser Arbeit nicht nachgewiesen

werden. An der Position g.705 zeigten die Untersuchungen von Zhang et al. (2011b) einen
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Basenaustausch von Guanin zu Thymin, der mit der Wurfgr6Be in Verbindung steht. Thymin
bewirkt eine geringere Wurfstarke als Guanin. Guanin soll im Gegensatz zu den européischen
Schweinerassen vermehrt bei chinesischen Rassen auftreten. Die hier untersuchten Meishan
und Pietrain der FO-Generation tragen allerdings alle die Base Thymin, so dass die Position
nicht als SNP identifiziert wurde.

Ein von Zhang et al. (2011a) in Exon 3 lokalisierter Marker, c.434G>A (Gen Bank Ass. No.
NM 214292.1) fihrt zu einem Austausch von Adenin zu Guanin. Die Base Guanin korreliert
mit einer groBeren Anzahl von Ferkeln im Wurf und wurde vermehrt bei den asiatischen
Schweinerassen gefunden (ZHANG et al. 2011a). Auch hier tragen alle untersuchten
Elterntiere an dieser Position die Base Guanin und somit auch das Allel fiir die hoheren
Ferkelzahlen. Fiir Untersuchungen beziiglich der Korrelation mit Parametern des roten
Blutbildes konnte der Marker aufgrund der fehlenden Segregation der verwendeten
Ausgangstiere nicht verwendet werden. Insgesamt dridngt sich bei diesen Untersuchungen die
Frage auf, ob die Assoziationen zwischen den aufgezeigten SNPs und der
Fruchtbarkeitsleistung dirketer Natur sind, oder ob sie sich als Assoziation zum chinesischen

Genanteil, der seinerseits mit einer hoheren Fruchtbarkeit einhergeht, indirekt ergeben.

5.6 Methodik

Die Infektion mit dem Erreger S. miescheriana fiihrt zur Ausbildung einer akuten als auch
einer chronischen Krankheitsphase. AuBlerdem wird die Blutbildung indirekt iiber
Blutverluste tangiert. Der Erreger eignet sich daher sehr gut als Modell akuter und
chronischer Andmieformen. Aus diesem Grund wurde er fiir die hier vorliegende Arbeit
ausgewdhlt. Sie kniipft an eine anhand einer F2-Kreuzungsfamilie von Meishan und Pietrain
durchgefiihrte QTL-Analyse an. Die QTL-Analyse stellt eine gidngige und bewéhrte Methode
dar, um merkmalsbestimmende Kandidatengene zundchst grob zu lokalisieren. Eine der
wichtigsten Voraussetzungen fiir die Durchfiihrung von QTL-Analysen ist die Verfligbarkeit
informativer Marker. Fiir die vorliegende Untersuchung wurden hierfiir Mikrosatelliten
verwendet. Die Vorgehensweise ergab sich aus der Verwendung des bereits Anfang 2000
genotypisierten Tierkollektivs.

In der Zwischenzeit erfolgt die Genotypisierung meist auf der Basis von Whole Genome
Analysen mit Hilfe von SNP-Chips oder Next Generation Sequencing (Jung et al. 2013,
Zhang et al. 2014). Beide Verfahren ermdglichen eine schnellere Abarbeitung mit erheblich
dichterer Markerabdeckung. Aktuell existiert ein kommerziell erhéltlicher SNPChip fiir das
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Schwein, welcher die Durchfiihrung genomweiter Assoziationsstudien ermoglicht (Ramis et
al. 2009, Fan et al. 2011). Anhand bereits bekannter SNPs wird die Assoziation zu den
entsprechenden Phinotypen ermittelt.

Ausgehend von den gewonnenen Ergebnissen der QTL-Analyse, bzw. der GWAS kann
daraufhin eine Feinkartierung, z.B. durch eine Kandidatengenanalyse, folgen, welche in der

hier vorliegenden Arbeit flir die Kandidatengene EPO und EPOR umgesetzt wurde.

5.7 Folgen aus den gewonnenen Ergebnissen

In EPO und dessen Promotorregion wurden zahlreiche Marker gefunden, die jedoch zumeist
durch die Heterozygotie der Allele keine ideale Verteilung der Genotypen aufweisen.
Aufgrund der groBen Menge an gefunden SNPs wurden in die weiteren Untersuchungen nur
bestimmte SNPs einbezogen, die mit groBerer Wahrscheinlichkeit einen Effekt haben
konnten. AuBBerdem wurden stichprobenweile Marker in der Promotorregion untersucht, um
bei einer gekoppelten Vererbung Auswirkung auf den bestehenden QTL zu identifizieren.
Insgesamt wurde nur eine begrenzte Auswahl an Markern in der Promotorregion in QTL-
Analysen oder Assoziationsstudien gepriift. Anhand der untersuchten SNPs konnte zwar ein
Einfluss auf den QTL auf Chromosom 3 nachgewiesen werden, ein QTN wurde aber nicht
identifiziert. Auch ist die Auswirkung der untersuchten SNPs in EPO auf den QTL im
Vergleich zu ERE 7 in EPOR eher gering, so dass eine direkte Kopplung mit dem QTN eher
unwahrscheinlich ist. Desweiteren konnte die Segregation der Allele fiir die SNPs in EPO
zwar auch in der kommerziellen Population dargestellt werden; die bei den Meishan
vorherrschenden Genotypen treten jedoch selten auf. Weitere Untersuchungen sind notig, um
alle detektierten SNPs auf ihre Effekte zu priifen und eine abschlieBende Aussage iiber das
Vorhandensein eines QTN in EPO machen zu konnen.

Die Untersuchungen des EPOR-Gens konnten ebenfalls den merkmalsbestimmenden QTN
nicht identifizieren. Zwar wurde mit ERE7 ein Marker gefunden, der anhand der gewonnenen
Ergebnisse der gesuchte QTN sein konnte, jedoch befindet sich in der Kurve der F-Werte der
QTL fiir die F2-Generation genau iiber dem SNP ein Einbruch an den Tagen 0, 28 und 42 p.i.
Der hochste F-Wert liegt damit nicht direkt iber dem SNP. Erkldrbar wére dieser Sachverhalt
dadurch, dass ERE7 mit dem eigentlichen QTN gekoppelt vererbt wird, allerdings miissen
auch hier weitere Untersuchungen abschliefend kldren, welches nun der tatsdchlich gesuchte
QTN ist. Allem voran sind weitere Untersuchungen des Promotors durchzufiihren, die

aufgrund der fehlenden Verfligbarkeit der Sequenzen in den Datenbanken, in dieser Arbeit
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nur zum Teil realisiert werden konnten. Mit groer Wahrscheinlichkeit liegt der gesuchte

QTN weiter in 5’-Richtung der fiir die hier vorliegende Arbeit eingesetzten Gensequenz.

Ziel dieser Arbeit war es einen Genmarker zu identifizieren, der positive Effekte auf die
Blutbildung und damit auf die Krankheitsresistenz des Schweins im Bezug auf Andmien hat
und gleichzeitig tierziichterisch genutzt werden kann. Mit ERE7 konnte ein Marker
identifiziert werden, der einen solchen Effekt auf die Blutbildung besitzt. Da der Marker in
kommerziellen Populationen bereits vorhanden ist, wére eine tierziichterische Nutzung nicht
ausgeschlossen. Allerdings bleibt zu bedenken, dass {iiber weitere evtl. vorhandene
Kopplungseffekte bisher nichts bekannt ist. Zwar konnte fiir den SNP ERE7 selbst bisher
noch keine Assoziation mit Fruchtbarkeitsparametern nachgewiesen werden, allerdings liegen
in seiner unmittelbaren Nihe im EPOR-Gen SNPs, die solche Effekte aufweisen (Zhang et al.
2011b). Die Kopplungseffekte mit diesen SNPs und der Einfluss auf weitere phinotypische
Merkmale sollte erst geklart werden, bevor eine Selektion der Elterntiere auf diesen Marker

erfolgt, da sonst die Gefahr besteht, ungewollt auf unerwiinschte Merkmale zu selektieren.
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6 Zusammenfassung

Animien stellen bei Hausschweinen hdufig vorkommende Krankheitssymptome dar. Dabei
scheint es rassetypische Unterschiede in der Auspridgung der Andmien zu geben. Allerdings
ist liber die molekulargenetische Komponente in der Ausbildung noch recht wenig bekannt.
Diskutiert werden molekulare Verdnderungen in dem bei der Erythrozytenbildung beteiligten
Protein Erythropoetin oder dem auf den erythroiden Vorlduferzellen vorkommenden
Erythropoetin-Rezeptor. Beim Menschen sind Mutationen bekannt, die zu einer Anderung des
Rezeptors, bzw. den an der Signalkaskade beteiligten Proteinen flihren, und damit die
Ausbildung von Andmien induzieren. Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, genetische
Unterschiede in den Genen EPO und EPOR zu detektieren, die mit Varianzen in der
Auspragung des roten Blutbildes beim Schwein assoziiert sind.

Anhand einer gut charakterisierten Pietrain-Meishan-Kreuzungspopulation wurden die Gene
EPO und EPOR auf ihre genetische Variabilitit hin untersucht. Ziel war es, das fiir die QTL
verantwortliche Nukleotid (QTN) auf den Chromosomen 2 und 3 zu detektieren. Mittels
vergleichender Sequenzanalyse konnten in EPO und dessen Promotorregion insgesamt 21
SNPs und in EPOR insgesamt 4 SNPs identifiziert werden. Um die 139 F2-Tiere der Pietrain-
Meishan-Kreuzungspopulation auf ihre Genotypen hinsichtlich der neu identifizierten SNPs
zu charakterisieren, wurde das Verfahren der Pyrosequenzierung angewendet. Anhand der
ermittelten Genotypen der Parenteralgeneration und der Lage der SNPs in der Gensequenz
wurden insgesamt 7 der 21 SNPs in EPO in die nachfolgende QTL-Analyse einbezogen. Da
die F2-Population bei zwei der vier SNPs in EPOR eine Ungleichverteilung der Genotypen
aufwies, wurden diese SNPs in der darauffolgenden QTL-Analyse nicht weiter beriicksichtigt.
Unter Einbeziehung der neu entwickelten SNPs zeigten sich fiir die bekannten QTL auf den
Chromosomen 2 und 3 positive Effekte. Wahrend der Einfluss auf den QTL auf Chromosom
2 vergleichsweile eher gering war, zeigte sich jedoch fiir den QTL auf Chromosom 3 eine
signifikante Assoziation unter Einbeziehung des SNPs ERE7. Tiere mit dem Meishangenotyp
(CC) hatten signifikant hohere Werte fiir verschiedene Parameter des roten Blutbilds.

In einer kommerziellen Population von 90 Hybridsauen (Jungsauen DLxXDE) konnte die
Assoziation zwischen dem Genotyp CC von ERE7 und den Parametern RBC, Himatokrit und
Hiamoglobin ebenfalls hergestellt werden. Auch hier zeigten Tiere mit dem Genotyp CC
signifikant hohere Werte. Am deutlichsten wurde dieser Zusammenhang bei der
Retikulozytenzahl. Es scheint, als wéren die Tiere mit dem Genotyp CC schneller und

effizienter in der Lage Erythrozyten nachzubilden. Allerdings war der SNP nicht mit einem
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Aminosdurenaustausch verkniipft; daher ist ERE7 mit groler Wahrscheinlichkeit nicht der
gesuchte QTN sondern wird mit diesem nur gekoppelt vererbt. In der hier vorliegenden Arbeit
wurde kein weiterer SNP entdeckt, welcher den gesuchten QTN darstellen konnte. Es ist
denkbar, dass der gesuchte QTN im Promotor des EPOR-Gens liegt, da hier elementare
Steuerungselemente flir die Transkriptionsaktivitidt liegen. Aufgrund der zum Zeitpunkt der
Anfertigung der Arbeit nur zum Teil bekannten Sequenzen des Promotors von EPOR, konnte
die Untersuchung des Promotors allerdings nur in geringem Umfang realisiert werden.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit untermauern dennoch die Hypothese, dass EPOR
ein Kandidatengen flir die Variabilitit in der Auspragung des roten Blutbilds beim Schwein
darstellt. AuBlerdem unterstreichen sie die Annahme, dass im EPOR-Gen des Schweins wie
auch beim Menschen Mutationen auftreten konnen, die die Bildung reifer Erythrozyten
beeinflussen. Die Arbeit zeigt, dass die genetische Variabilitdt auch in der Hybridpopulation
vorhanden ist und somit genetisch unterschiedliche Empfindlichkeiten gegeniiber Andmien
bei Mastschweinen bestehen. In weiteren Untersuchungen sollte nun abschlieBend geklért
werden, wo der eigentlich gesuchte QTN im EPOR-Gen liegt und welche weiteren
Kopplungseffekte mit ERE7 zu erwarten sind. Dann wére auch eine tierziichterische Nutzung

dieses SNPs im Hinblick auf die Krankheitsresistenz beim Schwein denkbar.
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7 Summary

Forms of anemia occure frequently in domestic pigs and differences in the manifestation of
anemia seem to be existent in different pig breeds. The molecular components of such
differences, however, remain unknown. Molecular variation in erythropoietin and the
erythropoietin receptor which are involved in the process of erythropoiesis might be
candidates for genetic differences between populations and breeds. Mutations inducing
anemia because of conformational or regulatory changes of the proteins or the signaling
pathways are well known in humans. The aim of the present study was to detect genetic
variation in candidate genes EPO and EPOR associated with differences in erythropoiesis in
swine.

EPO and EPOR were sequenced in a well described Pietrain-Meishan-F2-Family. Both genes
were screened for SNPs that could be associated with the effects of two QTL for erythroid
traits that had been mapped to porcine chromosomes (SSC) 2 and 3. Twenty one and 4 SNPs
were detected in EPO and EPOR, respectively. Based on amino acid substitution,
homozygosity and differences between founder breeds, a set of the 7 most promising SNPs
was chosen for a screening of the 139 F2-pigs by pyrosequencing.

While the influence on the QTL on chromosome 3 was comparatively low, the QTL on SSC2
was significiantly affected by SNP ERE7. Pigs homozygous for the Meishan-allele (C)
showed more effective erythrocyte phenotypes. This association could be verified in a
commercial cohort of 90 hybrid-sows (gilt German Landrace x German Edelschwein).
However, this SNP was not associated with amino acid substitution. Thus, it seems to be
linked with, but not the QTN responsible for the genetic variability of erythroid parameters in
this population. SNPs in the promotor of EPOR could not bei comprehensively analysed,
because the sequences of EPO and EPOR were not available from public resources at the time
of this investigation and a BAC with the complete sequence could not be isolated from the
screened BAC bank.

Further studies are needed to identify the QTN that could help to sceen for pigs with a
desirably high efficience in eryhtopoiesis that could help stabilizing pigs adaptional potential

to diseases in the future.
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9 Anhang

Gen fiir Erythropoetin, Exon 1-5 (GenBank Acc.No. AJ249746)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

gagctcttaa
gcatccatga
tgccatgagc
ccaaaaaaag
tcctagaagg
cctcaacaaa
gtgccccacc
tctccgcecca
ccagaatggc
gcaccttcag
gtctcactcc
ccacacctcc
acagctgata
gtcgcctcgce
ccccgcecteg
cgccaggctt
aggggccggg
gcccectgttt
ggacctgaga
cggcggggcet
tacaggtcca
tgggagcagc
ggccgggaca
aatgaaggca
gggggccagg
cccagcctca
gtccttgctg
tgacagccga
gaggcccctc
gatccaggaa
agtgataaaa
ggagcccttg
gcagcttcag
ggatggaggt
gggtgggaag
gaatctgtta

ggccgctgag

agaattttgt
ggatgcaggt
tgtggagtag
aattttgtca
gggggagaag
acgacactag
agcacctttt
agatggggac
actgctttcc
gaactcaggg
cctgagggcc
cgcgacccct
acagccccga
ctcgccgtcec
ggggtcccgg
tccaggatgc
cgaggcgcgg
gaggaggaat
cttgccaagg
tggggagtcc
ggggaaagag

aacccggatc
agtggattcc
aaggaggcag
cggccggatg
cattcagcct
ctgcttcctce
gtcctggaga
cccaggatct
cctggaactg
gtggtagtcc
gggcccctga
tgagaatatc
gagttccttt
gagaatgaca
attcgttcat

aagaaggagg

gggagttacc atcatggctc

tcgatccctg
gtccgagatg
cacagattag
accccccaaa
tttctagaac
cggcttccac
acccceccttcet
cagcgcagcce
atcgggcggg
cccgacccag
cacgcacaca
ccceccggecg
tccggaccct

acagcagccc

gggctcccgg
agatgggggc
ttaccgctgg
accccggaag
ccgggcaagt
gggctgctat
tgcgagaggg
ggtagttggg
agcctgcgceg
ggtgaacctg
ggctctcttt
tgggcctccc
ggtacatctt
tccacaggtc
gtttcagggg
catcacaaat
ctccaggatt
actgtcccag
ttccegttet
gtgagagaaa
tcatttgttc

gaggggctgg

gtcctgctca
tggcttggtg
cctaaaagtt
tttcttgctc
aagaactggg
acccagatgc
ccagagggcc
ttctgcccat
tagccccgtg
gcgtcctgcc
gcctcccecccecce
ccgccgcagt
ggctgggggce
cctccttagg
cgccggcacce
gcgcggtgag
ggctgttggce
ggcaaggggg
cgaaacttga
gtgggtgacg
gaagcttctg
gggtggggtg
ctcgcaaggt
tccgtctaaa
cctagaatgt
agtcctgggce
ggaggccaag
tcattctcag
tggaggtggg
ctggaagcta
gtgcattgca
acaccaaggt
cttgggaagt
aaacggagca
attcattcaa

cttgggccag

agcagaatcg
gtgggttaag
aggccctaaa
cagtatctgg
tgtgcggccc
attttgagga
cttgcagtcc
gtcggggtca
ccagctgaga
ccccgcacce
ccggctctga
aaccccccac
cccecgggceca
cctgaggcgc
gcggagaggt
cgccaagccce
tactcccggce
ccecgaggggg
gtggggcagc
gctgggaccg
agaaagctga
tcacaccggg
tgcacgcggce
tggggtcggg
ccaacccttc
cctgceccggce
gcccccccac
gagggcgaaa
gagttcaggg
gagccagagc
ggtaaggggc
gatgggctgt
taacttctat
ctcatttggg
gcaaagatga
caaaacttgt

ctgactctga

agtctgacta
gatccagtgt
aagacccccce
cttttcaggg
ccactaaatt
ggccactggt
cagctctgag
ccagtctttc
gcacccacct
gcgcccgcetg
cccctececgge
acgcacgcac
accccggccce
tctgttccga
ggccctgtcc
caggacgctg
cgcccgecca
ctaggttcaa
tttcacctgc
ggtggaggtt
tacctggacc
attgaagttt
cgcgggattg
acggctggcet
tcctgcaatg
tgcttctgcet
gcctcatctg
atgccacggt
tctcctccaa
ccccagcaaa
agggccggcea
gccgaaagct
gcctggaaga
gaacctcata
gggctgaatg

gttggcttgg
gtctctggtce
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2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841

tcttcaggtc
catcctgcag
gcatgtggac
agcccaggtg
gggccctgcc
ccatgtccct
aagccatccc
ttgatacttt
tgtacactgg
tgtccaccac
cccceccgctga
ggtgacatct
ggggccagcc
gtgccagtct
gacaagctgg
agaatttagg
agcccactgg
tcactaggtc
tggctcttgg
ggcagtaggc
ttgcatggcc
tggtcaataa
ggataagtct
ccttgggggc
ctctctgtgg
cacaaacgcc
tctacctgaa

aaccatctca

cagcagcagg
ggccaggccce
aaagctgtca
tgtaggactc
aaggaaatgc
ctggggtccc
ccttccagac
gtgcaaactt
agaggcctgc
ttcgctcacc
ggggccatca
caagggctaa
tgagccccca
ggggcagaca
agggaaaata
aggcaagcca
acaaggaggg
caagttttgt
cttttctctt
agcaggtctg
tgtctgacct
ggtggctcca
ttagtgagcc
tggtggcagce
gcccttette
ctctgaatcc
acctgcagaa

ttgatcatca

ccatggaggt
tgttggccaa
gcggcctgceg
tccctecacac
cagggctctc
cggcactgca
gcatccccct
ttccgcaact
aggagaaggg
accactgcct
gctcagcgcc
aggaaccgtc
aagcaggagg
gtgagactca
cctccttctg
tgaattctcc
tggtgggagce
gtatttttca
ttcctgggag
ggaaaccaga
cttgacccca
ttcaaggcta
tcggctgcecca
tgtcaacact
taatgccacc
agtggatctt
gggctacaga

ctgccacact

ctggcagggt

ctcctcceccag
cagcctcacc
ttgtgttgcc
cttgtccccce
gtaaacttct
cctctgccac
actccaattt
acaggtgact
gtgccatgcc
agcctgtccc
cagagctcaa
aattcagaga
tcttggcgcecc
cacctaccaa
aggtctcatg
cgtgacggga
atctcactgg
ccccecctactt
agtggagggg
ctgggcctga
gtcctcagta
gcaaggagat
ggccactgga
ttgccagaat
tccttgtcectg
taatggtgct

actc

Gensequenz von EpoRezeptor (GenBank Acc.No. EU 407778)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

cgacattgct
tgtgtccggt
gggcaggagce
ctctggccag
cccaactccc
aaatgctggg
caatctatgt

catgctgggg
agtcctgttt

tggtgctggg

gacttgactc
ggaggcagct
cctgggcccce
gagttggctc
ccgacgccaa
gcctgaacgt
tctgggggcece
tctatatccc
tatcttttca

tctaggccect

tagaacttgg
gctgacccag
ccgtggcagg
cctctgtcett
gtttgaaagc
ccagcctggg

caagctgata

caggctgggt

gggaccctgg
gctgtctaga

aggcgcctgg
ctgtggactg
ggctgcatca
ctgctagctg
aaaggtaagg
tcctggggtce
tctgagcceccce
tctagcagag
taacatgcta

gtctctgagg

ctggccctgce
ccatctgagg
tccectgette
ctttctggaa
ctgtgattct
gttctcttct
cccactccga
cctgcgggga
tggtgctccc
ttctgcacct
atggacactc
ctcagaccta
tcagcttaaa
ctgcacaact

gcagggacag

gagactccca
tgggggctgg
caagaactga
ccctggttcet
gttgggccct
ggccacagct
ggcagctgcc
aatggccagg
cccttattat
cagcctttgg
gggacggtta

gtaaaaacca

ccgggaaggyg
tgccggggceg
tgtatcattt
gggccacctg
atggacctga
tatgccggtt
tagactggga
aagttacaga

aaccctaaat

tgagggagcc

tctcagaagc

ccctgcagcet

gggcgctggg
agtgggagga
atcctgaacc
tggcagaagg
acatttgctg
aagctgacgc
acccggggca
ccactcccaa
cagggccagc
aggatgtcac
cttggggaca
gtgatgcctg
aatggactgg
caacagcaag
cccctggcetce
aaccacaacc
gccctatcct
acgtgcagcc
ctgcccacgce
aactggccca
aagaagggcc
tttctgcecctce
caccttaacg
ccattaatgc

tctcccaggg

cctggtcagce

gaagaagggg
cggggcaacc
ggctccttca
gtttggaggg
tttgaacctt
cctgatatag
ggggcattag
gggaaagagc

gaccctctag
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601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

agggggaggg
aacacggttt

ggggcacggt
ctcctacaca
gaagcggagg
tagcgagaca
acccctggaa
acaggcagcg
tcctgacccce
gagcttctgt
agcgctggag
agcaggtgga
tcgcaccttg
gtgggaagcc
cttattcacc
accaaggcgt
tcttggtcag
ggggtgagcce
gtttctggtg
tcactgaggt
gtaagtgcac
aaccgctctc
agagtggcca
tccgctatga
ccgcccectat
cccagacggt
caacttgttc
cccecttgtece
tgttaaatag
tcccaggcecce
tttctctgat
cgcccctatt
cgcactgagt
gcgcgaatgg
ctgctgacag
aggcaagctc
ctccctcecatc
tcggtgagcecg
cctgaggaaa
cagtggcagg
tcttgggegt

aggattaaac
tcaagcagac
tggcgctatc
cacacactca
ccttgaatgc
gtaagacacg
gggcccccgce
ggagggaggg
ctcctctgcecc
gcttcaccga
taggcccaga
gcgccctaca

ggatgtctcc

cgcggggtca
gctggagtgc
cgcgtacgtc
ggcaatactt
gtggaagcca
ctcgctgcect
ttcctcgggce
tgggaaaggg
cgcagtgctg
cgtggtactg
ggtgaacatc
ctcctagceccce
cactatggcc
tctttectaa
caaaccctag
cccaagtccg
cgcctcectge
tggcttggtc
gaccacgcct
gcgtgctgag
cagagccgag
ctagtggtga
acgccttcat
ctcgtgctca
ccccattcetg
ctaggttcag
gctgggatgc
atttctacct

ctaggtccta
gccagatccc
gggcagccgg
cccgcacgca
agcgctcagc
caaccgacgc
ttgggcagtg
gaggatgcct
ctcatcccca
gcggttggag
agactacagc
ggggtagggg
tggtgtcggg
gggttgacac
gatcccaaac
ggggctggga
cccaaattgc
tgccacctgc
acagccgaca
gctccacgct
ggagtgttaa
ctagaccctc
cgctggctcc
tcgacagaga
caagggctgc
tcgcccectcece
tttccecttt
gcctcctcag
ccctctgceta
tttcattgcce
catcaggccc
ctcatccggg
caacctgcgg
cttcggtggce
ggcctcaggce
cttcctgcectce
tcttgctgcet
gcacctggct
agaggggcag
aagccaggtc

tctacttcag

gtcagagggg
tgggtccgceg
gagcctgccg
tgtcttgagt
tcagccecgtce
ttgggagttc
¢gcggggcgyg
tggcccgagg
gcggccctgt
gacttggtgt
ttctcctacc
atgggcgggg
gccggatggce
gccccttagt
actgctgaga
cgcccecctgg
tccctteect
atcaagggcc
cgtcgagctt
accaccgtat
ggaggggtcc
ccgctgggcet
cgccgcctgg
acgccgcagg
acagtcaata
acattccgcecce
cccaccccac
ggtcccgtcce
cctgggtccce
tacctcccca
cacccccaac
cccecgceccecce
ggtggaacgc
ttctggagcg
aggggtgtag
cccagacttg
gctggccgtg
cacacttttc
gcacttgtcc
agttctagac

tggcacccct

ccggaccgca
gagttgaggg
gggccgatag
tggggcgggt
tcggggtggg
ggggggcacc
gacatttctt
acgaggacgg
tggcagcccg
gcttctggga
agcttgagtg
cgggcaaagt
acctctgctg
ggccggggcet
ggacaccgct
tggtagtgtt
cgctggctcc
cacggcccgce
cgtgccccta
catccacatc
tagtttctgc
gctggcacgg
ggcacccatg
gggcgtgcag
gcacccacct
caagacagtt
ctggacgcaa
tttcactgcg
gttctgattg
agagtgggct
atgcccttct
aggtggaaat
gctacacctt
cctggtccga
gaggtgatgg
gaccccctceca
ctcgccecctgce
cccaccaact
aaagtcacac
tttcagttaa
tcttggattc

ggctactgta

aggggggcaa
ggggccccgce
cgggtcgcgg
cgggtgtgtg
acttctgcgg
atcggttcgce
gtctcgggtce
cgggcctgaa
ggaagcggga
agtccaacga
tcccecggagce
gtggtcacta
ggaacagtcc
ccaaatcggc
cagaacgcgc
tcggggaaca
ggctcggtge
gagctgcgeg
aacgaagtgg
tcaactgagc
cgggccgaag
gcgagcctta
agggtgaggc
ctaagtccca
ccacatctac
tcccaactac
ctggccagtce
gtcccagcett
cggttcgtcce
tggcccgcecce
cctcgacggce
catggtacgc
gcctgegtceg
gcgaagcatg
tcctgaccct
tctccecaccg
ttcceettte
agtgaggagt
aattctcagt
ctttgttaat
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3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221

atctttccca
ttaaccctaa
atcctgaggt
cacatactgt
caagtttatt
ggagaaaatg
tacaacaaat
aaaaaaaagg
gaagcctgga
cctgagctgg
ccgttgtggce
cctggcctceg
gatgcagctc
tttgacccct
tgaggtaagg
ggagtgtgga
tacctaacag
attgaacacc
cagatgcttt
ccacacgagg
gtgacacatg
cctggtatcc
ttccaggtag
atccccaggt
ggatgtttgt
gttctctctg
gggtccctgce
aagtggttgce
gacatggcgg
aagcctgggce
tcacagctcc
aagtacttgt
tcccaggaaa
cttgtcccag
cctcagatgce
agcagggtca

aatacatcct

atttcatcag
gagcctctga
ttttataatt
tccttectacce
tacttgattg
tagaacaaac

aagggaatga

ggtataggga
aggaggcaga
gaatgagttt
tcagtgggct
ctaagtgggt
agatctagca
agccaaaaga
ggcggtgaca
ttttattctg
atatccaggc
tatacatccc
ggttgagcct
ctaggagaat
ctaggtactt
caagccctga
gtggcctggce
ctctgagcag
ggtggagccc
agcgctgcectg
tggagccggt
tgcccecggag
ccatggatga
cagagggggc
tgcgcccaag
accttgtggt
cccagggggyg
cccctgagcec
ttggggaccc
gtgaggcctc

gctcagaaag

ctctattgta
ctcctgttat
ccaagtatat
tagaatgtcc
gaaaatacat
cagacatgtc
acagatattt
cacagcagga
catttgaaaa
ggaacactga
aagaacccaa
taaggatctg
ttgctgtggc
gctgtatggt
agagtcagat
aatgcaaggg
aggcctgggt
cgtcagaact
ctgttctcca
ctgtgccaac
ttcttttggce
gggcgagttt
tgtcttgtca
actggtgctg
ctgcacccct
gggggtgaca
gggcagtgaa
gccggccagt
agcctcagaa
ctcagctgcc
agccctgcecc
gtctgactct
ctcatccagt
ttcaccccceg
agcatgactt
cctcaggact

tcaca

aaatcaacca
caagatcctc
accatgtggt
ttcttgccat
attgagtgtc
tctgaccttg
ggttataagt

tggccaggga
gcagggagga
agcagctgca
cacagtatcc
gggttaccac
tgtggtgtag
tcgaactgtg
cacacagggt
ggtaccatgg
gggttttaga
ttgttctagt
gccccatgca
tggtgctgag
ttcaccagga
gagggtctct
aggcctgggg
tttcccecage
tttgcagagg
caagcagtgg
catgcccgag
gaggacctcc
gcatccttct
agctttgagt
gctgagctac
ggcatctcaa
ggcccctact
aactatgtga
caagtgctac

aaggacattg

gatgagctta
gggtgcttta
ttcatacccc
gcaatctcct
aactatgtgc
tgaatctcat
tgtgacgagt
aggcctcaaa
aaaacagcaa
gaaagagcat
ctaagggctc
aagctgcagc
gctggcagct
agggaggaaa
ccgctgcaga
aagggagtga
gggagtacaa
tgcccttttg
ctcgtctgcc
ggggtcttgg
ctctgaagca
tcaccaccca
ctcccctgcet
tgtggctgta
acccacctgce
aaccagccgc
acacctacct
cacagcctgg
gctcatctgce
atactatcct
cccctacccc
ctgactacag
ccaaccctta
cctgctcata
tccaagccca

ctgaccttga

atggaatgat
tatgacaaac
caaatcttgg
atttctctta
taggcacttg
agttgagtca
aatgttacag
gcagagagct
gtacaaaggc
atgggagttc
aggttcaatc
ataggtcaca
gcagctctga
tggtagatga
gctgtgggaa
ggaaggaagg
ggcagtatac
tagggccctg
tccatcatga
tgaatgtcca
gaagatctgg
caagggtaat
cctgtggcca
ccaaactgat
ccctctggaa
agatgatgag
ggtgctggac
tggtgatttg
tctggccecctg
ggatcccagc
accccacctg
ctcagggggc
tgagaacagc
ggattccagc
acatttatcc

ctttctgctc
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Promotorsequenz von Erythropoetin aus BAC CH242-137H (GenBank Acc. No.

46741
46801
46861
46921
46981
47041
47101
47161
47221
47281
47341
47401
47461
47521
47581
47641
47701
47761
47821
47881
47941
48001
48061
48121
48181
48241
48301
48361
48421
48481
48541
48601
48661
48721
48781
48841
48901
48961
49021

FP326674.2)

tac
ggggcagcta
ggaggacact
gaggacaaac
ttactccgtg
tttgccatcc
cagagttcag
gaagcacaga
ggccaagaaa
tggttgtcca
ccaggaagcc
acagaaggtc
ggaaaggagg
ctgggacttc
gcttcttggc
ctccaccccc
cctgctcaag
cggcctggcet
ggtttctctg
catgaccaca
cgcacacggt
cattctcatc

ttgtacatgg

gatggggaag
tgggtggagg
cagagtgagc
tgggaacgag
gtcttcgttc
caaggccact
gagacagtga
atgcaaacag
ccagatagct
tgggcagtat
agtggagtta
ccctcteccca
ctctgtcagce
tcaaaggcag
agcctgaatg

cctggcceccec

ctctgtccac
cactaccaga
ggaggaagct
agcagggaga
ctggccagca
ccaggctcag
gccgctaatc
gctgctacta
gcagaacttg
gcaggaatcc
ctccccccaa
ttccgggcect
aggaggagag
atgctgcctg
tttttcaatc
gccatcctct
aagtagatgg
ccagcacgca
gccaaggtgc
cagaggcaac
cctttgctcet
agggtctaca
tggtctgggce
acagctttct
cttgaaggac
aaagggcagg
ccaagtggga
agaggcgact
gaatgagaaa
ggagaccctc
gcagatggag
tcctgcetcett
ccaagagcac
cgacagctca
ggctgcaatt
agtccccagce
gggcctaggg
actcttccte

tctccatggt

acccaccatc
gacaaggtga
gaggaatatc
gtgaagtgag
tgtaatccca
agataaagtc
cgggctgcect
agaatagaaa
cctcagtttc
cttctccaga
cgccctctga
ctggctgaat
gtctggaggt
ggggtctgga
tgaactggct
ggtcacaacc
tggcgtctca
ttcggaggct
ctggagtgga
atgctaggtg
cttctctgat
tgagtggcac
aggagagacc
actcgggtgt
agggagagat
aagcagcaaa
gaacaggctg
gggagccact
gttactctag
tgcagtggtc
ggggcactgg
cagggccccce
ctgtgctgaa
gggattgggt
gtagctctct
acctaggggc
acctctgaca

tccteectet

caggtcaggg

cccatgacct
acacatgccc
ctggagagtt
ggcgcagtga
ggacagtcct
acttgtctaa
tgtttaccgg
cccaggggtc
tccaaactga
gtccgtgctc
ggtccccagc
tcccgaggcec
ccctcectegte
cagccccggyg
gccaggaaga
gtcccttttce
agcccccteg
gagcagctca
gggagcacgt
cccaatggca
taacctgtgc
ttcttggagc

taagacacat

cagggagggce
agtgtgggag
ccatccaact
tagaggcagg
gcaggctcct
tgacacagct
ctggcgctgg
taggggttga
tgctgtcaag
gctggccccce
gcagggtgta
ccaaaagccc
tagtgctcag
agttgctgtc
cctctggcetg

cagtgacgca

tttctagcga
agcttcccag
ggtctccagg
tgaccgctgg
ggcaagtgac
gtcaggtgct
acaacccttg
tggttcactg
cctttgcaca
ccttccectgt
cggccacctc
cagaagagaa
cccagcacaa
ggatgggggg
ctccagggaa
agaccctgcc
attccagagg
cttcctcect
aatgcaagcc
ccaaggtgaa
tgcctgactc
tgggtcctga
acataaagga
ttcacagaga
ggagatccag
aagtccatgt
tggatggcag
gctcagggga
ggggattcac
gccagcacta
tgggtatcag
gatggataga
aaaccagcct
ctgagatact
caggagatga
ggcccatctc
aggagagaag
cgtctaccte

ggagtcagga

ggcgctcgeg
aaggaacagt
actcccacgt
cctttaccaa
tgctatcatt
tggtaagtgg
tcaggctgct
cttactctgt
ggactttctt
tccccaaggg
gcttcccagce
gccactgctt
ctccaggcag
ctgtaaatct
cagagcctgc
tcagcagctg
gaggttgtcc
cgagacctcc
acacgcaagc
caagatctgc
cagagggtac
accttgtcag
tggcagctga
aggtaatgct
gtggatgaca
gaggggggag
cacacaaagg
ctgataggaa
ctggggggaa
cgccagagaa
agggagagcc
tggaccctgce
ctgcaccctg
gtcctctatt
gccaggacga
ccttceccectttce
caggtcccac
cccatctgtt
gactgggaga
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49081
49141
49201
49261
49321
49381
49441
49501
49561
49621
49681
49741
49801
49861
49921
49981
50041
50101
50161
50221
50281
50341
50401
50461
50521
50581
50641
50701
50761
50821
50881
50941
51001
51061
51121
51181
51241
51301
51361
51421
51481

gcagagcctg
tgagtgtgcg
agggccaagt
ataatggggt
gatcaaggtg
ctattacttc
tttgagaatg
gcatcccttc
tttagtcatt
atctctccac
caaaagaact
tggccaagag
gggagttcct
tcaatccctg
gctgaagaca
ctccgattag
caaaagacaa
taggctaggg
gtatccttaa
gggttcataa
aatgactatt
cctttgcagce
agcctccacc
ttgaaatctt
ttgattccct
cacctcagtc
caggaggcag
tcaattgtct
gactggggag
tttttttttt
taggtattta
aaggaattcc
ggcatatgga
agccacagga
tcggatcctt
ttgagttcgt
agctgggact
ctcagactca
gacctgaacc
tgccctcecact

catcatggct

gggggtgtgg
tgtgctcgtc
gaggctggga
gtgcagacca
agcagagggc
cccaaagctt
ccctttecce
ctgattcatt
tttgccatta
tagaatgtca
cctggtaagc
taggtactct
gtcgcaacac
gcctcactca
cggctcagat
actcctagcc
aaaaaaatta
gatgaatcag
cccactgagt
cccgctcagce
tcccactcett
ctgacccttc
ccaactaggc
acccaccctt
ctgctggaag
ctccaggccce
gaggcaggaa
tgcactaaga
ggagtgaatg
tttttttttt
acctgcacca
agacttccct
agttcccagg
atgcgggatc
aacccactga
tactcctgag
ggtgttttca
ctcctttcca
cctgcctcag

ctgggggtta

cagcagaatc

gggagtcggg

ccacagctgg
ggctgcctgg
gcagccagta
aggggagcag
ctgtctccct
aaccagttac
taacactgcc
gagatcctcc
gttccaccag
attcttgtct
tacatgtgta
agcagaaaca
gtgggttcag
cccacgctgce
tgggaacctc
ttttattttt
agctgcagct
gaggccaggg
cataacagga
tccaaacaaa
cctaacagta
aatggaccaa
caaggctgag
tgagctcccce
catggacccc
gcagggttca
agacactgaa
tataaatatc
tttggctgtg
cagcagtgac
gacttttttt
ctagggttga
cgagctgcat
aaggggccag
ccacagtgca
tgacaccctt
aggtttgaga
ggcttcccag
gctctatact
gagtctgact

acagaatgca
gatctgggaa
gtgctgagag
caccacgttc
ggtccgagca
gccctteeccg
tcatggctcc
ccctceccttceca
atcttttatt
gcaaggccag
gcttcaatca
tttetttttt
aatctcacta
gatccggtgt
tgtggctgtg
catatgctgt
agggctgcac
gtcatctatg
atcaaacctg
acgcccacat
atccaaattc
ctctagcccce
cctcccceccac
cttgttgtta
tcttccaaac
ccceccettetet
acacatcttt
tgcatgaata
cacctgtatt
cctaaagcat
aacactagat
ttcttttggt
atcagagctg
ctgtgatctt
ggattgaacc
gacttctccg
ttcacagatg
ggctagctag
aagccacaaa
agagctctta

agcatccatg

tgtgtggacg
gggagcagaa
ggaaactggg
aaggggggcc
agtcagaccc
ttcatctttc
ctccatcatc
acactcccgg
catttttgtg
atcctaaact
ctgctccaac
aaaatttatt
ggaaccatga
tgccatgagc
gtggaggctg
gggtgcggce
ctgcagcata
tcacagcttt
catcctcatg
gtatatttct
ttcagagcgg
atctccacct
ccacctcaca
cctcctgtat
tcttacagcet
ctactgtaag
tggtcctgaa
aggtatctct
tgtaggactt
acaaaagttt
cctcaacccc
ctttttaggg
cagctgccag
catcacagct
tttgtcctca
tcttttatga
agagcactga
ccttggattc
atttagctgc
aagaattttg

aggatgcagg

tgtgtggacg
ttgggctttg
accagagggc
cccagagcag
ttattatttc
tgaacccctc
ttctcaacag
gccttttete
tttatcatcc
ggctgaacca
cccaggtccc
ttatttttag
gattgcgggt
tgtggggtag
gcagcaacaa
ctaaaaaaga
tggaagttcc
cggcaacaca
gatactaatt
tgagtgagtg
cattcacggc
ctcctcccac
tctcttccca
caaatctccc
cagatctgta
ctacaaactt
aattttgtag
aatatcatgg
ccctgecttt
ccagaccagg
atgtgccacc
ccacacttgt
cctatgccac
catagcaaaa
cagatactag
gaactgcatg
ggttcaggga
ctgctcccca
aaattctaag
tgggagttac
ttcgatccct
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51541
51601
51661
51721
51781
51841
51901
51961
52021
52081
52141
52201
52261
52321

ggtcctgctc
gtggcttggt
gcctaaaagt
atttcttgcet
caagaactgg
cacccagatg
tccagagggc
cttctgccca
gtagccccgt
ggcgtcctgce
agcctccccc
gccgccgcag
tggctggggg

ccctcect

agtgggttaa
gaggccctaa
tcagtatctg
ctgtgcggcc
gattttgagg
ccttgcagtc
cgtcggggte
tccagctgag
gccccgcacce
cccggcectcectg
caacccccca
tccececgggec

ccctgaggcg

ggatccagtg
aaagaccccc
gcttttcagg
cccactaaat
aggccactgg
ccagctctga
accagtcttt
agcacccacc
cgcgcccgcet
acccctcececgg
cacgcacgca
aaccccggcce

ctctgttccg

ttgccatgag
cccaaaaaaa
gtcctagaag
tcctcaacaa
tgtgccccac
gtctccgcecc
cccagaatgg
tgcaccttca
ggtctcactc
cccacacctc
cacagctgat
cgtcgcctceg

accccgcectce

ctgtggagta
gaattttgtc
ggggggagaa
aacgacacta
cagcaccttt
aagatgggga
cactgctttc
ggaactcagg
ccctgagggce
ccgcgacccce
aacagccccg

cctcgcecgtce

gggggtccceg

ggtcagagat
acacagatta
gaccccccaa
gtttctagaa
tcggcttcca
caccccecttce
ccagcgcagce
gatcgggcgg
ccccgaccca
tcacgcacac
acccccggcece
ctccggaccc

gacagcagcc

Promotorsequenz von Erythropoetin Rezeptor aus BAC CH242-272A5 (GenBank Acc.
No. CU855518.2)

36343
36361
36421
36481
36541
36601
36661
36721
36781
36841
36901
36961
37021
37081
37141
37201

catcatcaca
tccctecatca
aggatggaag
tccagggaat
accactcctc
ctcaagggaa
ctccttgtag
aaaaatcaca
ttcatgcatg
tattacaatt
cagtagctta
gctaaagacc
atgcagaaac
ccccetgecect

ctgctagtcc

cagtttctcc
cccaatagaa
cctattgggt
ggagctttct
ccccaggcag
tagcttttat
aataaaatcc
aatgaaatct
ctgtctggca
atttttttcc
cgttttcgga
agataatgta
cagagctctt
ctccaggccce

cgccceccecteg

cctcctagtg
agcagcacct
ccccecttgtgt
gattggctaa
gtacctctgt
ggtttgttct
caagagtgta
cacactccag
gcactgccca
tcctcagacg
atgtttgcta
agtcacctgt
cccaccccca
agcagggcgt
ggggagctgc

acaaagatgt
ccttttcecta
tacatgctct
tctatggcag
ctcgggggtt
atactttcaa
caaacataag
aatacatgta
acagtgtgca
gggaagagat
tgtgccaagce
ccaggatcac
cccgcaagga
ctgcctctcet
cacttggagg

agaagtcc
ctttggctac
ggaactcaag
ccctgaacca
gctgatgcaa
ttacctcagt
gattattaaa
cgttaaaagt
attttacaaa
aacactcaaa
gttgattagt
caggttttat
acagcaaaga

gccacggggg
cttatctcag

cgcctggecg

acattagctt
tccacctgca
gaaaaggctc
atcactgtgt
taaggtaagt
ttaagcttag
gaactgcaca
ctttttccaa
cacaagctca
tgtgcctcat
atgataatat
agatgagaag
aagtgtgtcc
ctctggaggg
ccctggcetge
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3'UTR Region von Erythropoetin Rezeptor aus BAC CH242-272AS (GenBank Acc. No.

42121
42181
42241
42301
42361
42421
42481
42541
42601
42661
42721
42781
42841
42901
42961
43021
43081
43141
43201
43261
43321
43381
43441
43501
43561
43621
43681
43741

CU855518.2)

accccacctg
ctcagggggc
tgagaacagc
ggattccagc
acatttatcc
ctttctgctc
ggtttttttt
atacctgtaa
cagtctgaaa
atgctagctg
tccagaattg
tgggagttgc
agctatcctt
gcatctttag
tgtgagctat
ccagtcagaa
agctgtgcat
taatagcaat
tgtgatgaca
aaagttcgac
aaggatgcag
gctctggtgt
ctgcagctgc
cactaaaaag
gtcatggcac
gcccttgcetce
tcggctcaga

acctctagcecce

aagtacttgt
tcccaggaaa
cttgtcccag
cctcagatgc
agcagggtca
aatacatcct
gtagagatat
gcttcatctt
ttgtgacctg
ccctaacaaa
tcactgaagt
ttaacacatt
gggatacatc
atgaatcctc
tttagggatc
atggtcatgc
ccagaagaga
attcattcct
ccaaatgtca
ataggagttc
gtttgatccc
acgtcccaga
agctccaatt
acaaataaat
agtggttaac
agtgggttaa
tccectgttge
tgggaacctg

accttgtggt
cccagggggyg
cccctgagcec
ttggggaccc
gtgaggcctc
gctcagaaag
atatataaat
ttccectggge
actgaataat
caactcctgg
ggctcaggtc
aaatgttttc
agaatcccag
tgcatcctgt
tagcctagag
aatcaccgcc
aaagctgttt
aaggcttcat
tcaagagact
cagttgtggc
tggccatact
cagagctcag
tgacctctac
aaataaagtt
gaatccgacc
cgatccagca
tgtggctctg
tatatgccg

gtctgactct
ctcatccagt
ttcaccccecg
agcatgactt
cctcaggaca
tcacaacctt
atatataaat
cataggagca
aataataaaa
gagttgcctt
gctgctgtgg
tctctcatat
actggcttta
cagccaacaa
gtgttggcca
agaacgattg
aatgagccac
tttcaatcag
caatgggagt
tcagcgggtt
cagtgggtta
atctggtgtt
tctgggaact
tggcataatc
aggaaccatg
ttgccgtgag
gtgtaggccg

ggcatctcaa
ggcccctact
aactatgtga
caagtgctac
aaggacattg
acagtatttt
ttttgtcatg
gcagtataag
tgaatcagtc
gtggtacagt
catgggtgtg
ttcaatttaa
tcatccccag
gcaaagacag
tctcttecte
acagctggga
tagctagtct
gcccagttcet
tctggtctcg
aagaactgac
aggatccagc
gctgtgactg
tccatatgcce
taggaaagct
aggttgcggg
ctgtggtgta
gcggctacag

ctgactacag
ccaaccctta
cctgctcata
tccaagccca
ctgaccttga
taatgtacag
acttctgtaa
gtcttgagtt
agtgtaagtt
gggttaagga
atccctggcc
acaggtgggc
gggtaacttg
taggtgattc
acaaattcta
aatgtagttt
ctgctactat
aagaaagcac
ccacttttaa
tagtatccat
attggcaaga
tggtgcaggc
gcaggtacag
gggagttccc
ttcggtccect
ggtcgcagac
ctccgatttg
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Buchstabencode fiir Aminosiauren

Aminosaure Dreibuchstabencode | Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsiure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsiure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp \\
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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ANHANG

, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC der F2-Generation

Assoziation von EP9 3 mit HB
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hb: Himoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk: Himatokrit, mche: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: AA , 2: AG, 3: GG



ANHANG 142

Assoziation von EP3 mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC der F2-Generation

Genotyp N SD SE Cl95] CI95u Min. Max. R

1 9 8,12 0,5 0,18 771 8,54 7.3 88 15

2 38 8,14 0,59 01 7,95 8.3 6.5 9,5 3

hbO 3 37 8.0 0 0,07 7.87 8,17 71 9 1.9
4 1 7.9 7.9 7.9

Gesamt 85 8.0 0,51 0,01 7,97 8 6.5 9,5 3

1 10 8,27 09 0.2 7.63 8.9 6.6 9.6 3

2 40 8,46 0,87 0 8,18 8,74 57 10,3 4.6

hb14 3 38 8,29 0.7 011 8.06 852 6.7 9.9 32

4 1 82 82 0

Gesamt 89 8,36 0.8 0,08 19 53 5.7 10.3 4.6

1 10 85 0,63 0.2 11 9,01 7.7 9.3 16

2 40 82 0,58 0.09 02 39 6.6 9.6 3

hb28 3 36 81 0,51 0,08 7.93 28 7 9,2 2,2

4 1 1.7 7.7 7.7 0

Gesamt 87 82 0,57 0,01 8,08 832 6.6 9.6 3

1 10 91 1.07 0,34 8.15 9,67 6.8 0.5 37

2 39 73 0.85 0,14 8,45 58 0.5 7

hb42 3 37 7 0,64 0 8,5 893 / 0.4 34

4 1 8 8 8.8 0

Gesamt 87 8,7 0,78 0,08 8,5 891 5 10,5 4,7

1 9 6.96 0.67. 0,22 6 1.47 6,24 813 1,89

2 38 6,96 0,58 0,09 6,77 7,15 58 8,36 2,55

ery0 3 37 6.76 0.45 0.07 6.61 6.91 575 7.8 2,05

4 1 6,62 6,62 6,62 0

Gesamt 85 6.87 0,54 0.06. 6.75 6.99 575 8.3 2,61

1 10 7 0,6 0,19 6,76 7.63 6 7.93 1,49

2 40 7.2 0.8 013 6.98 7.49 5,49 9.5 4,09

eryld 3 38 7.0 0,59 01 6,89 7.2 582 8.0 2,26

4 1 6 6.8 6 0

Gesamt 89 7,16 0,69 0.0 7,02 7.3 5,49 9,5 4,09

1 10 7.43 0.67. 02 6.96 7.9 6.06. 1 2,35

2 40 7,02 0,6 0 6,82 7.2 593 95 3,02

ery28 3 36 6.88 0.6 0 6.68 7.09 5.38 75 337

4 1 6,63 6,63 6,63 0

Gesamt 87 7.01 0,63 0.07. 6.87 714 53 8,95 3,57

1 10 7.67 0,93 0,29 7 834 6 9,2 2,8

2 39 1.4 0 013 714 7.66 6.2 9.3 31

ery42 3 37 7.34 0 011 712 7,55 6 9.1 31

4 1 75 75 7.5 0

Gesamt 87 7.41 0.75 0.08 71,25 7,57 6 93 33

1 9 0,39 0,02 0,01 0,37 0 0,35 0.42 0,07

2 38 0,39 0.03 0 0,38 0 0,32 0.46 0,14

htk0 3 37 0,38 0,02 0 0,37 0,39 0,34 0,43 0,09
4 1 37 0,37 0.37

Gesamt 85 3 0,03 0,38 0,39 0,3 0,46 0,14

1 10 39 0,04 0 0,36 0,42 0,33 0.46 0,13

2 40 0 0,04 0 0,39 041 0,2 0,48 0,2

htk14 3 38 0,39 0,03 0 0,38 04 0.3 0.4 0,14

4 1 0,3 0,38 0.3 0

Gesamt 89 0,39 0 0 0,39 0 0,28 0.4 0.2

1 10 0 0,03 0,01 0,39 0,43 0,37 0,46 0,09

2 40 0,39 0,03 0 0,3 0 033 0.45 0,12

htk28 3 36 0,39 0,03 0 0,3 0.4 0,33 043 0.1

4 1 0,36 0.36 0.36 0

Gesamt 87 0,39 0,03 0,39 0.4 0,33 0,46 0,13

1 10 0.4 0,04 0.0 0.4 0.46 0.3 05 0,14

2 39 0.4 0,04 0.0 0.4 043 0,3 0,51 0,21

htk42 3 37 0.4 0,03 0.0 0.4 0.43 0,33 0,49 0,16

4 1 0.4 0 0.4 0

Gesamt 87 42 0,04 0 041 0,42 0,3 0.5 0,21

1 9] 21,06 0,45 0,15 2071 21,4 20,5 21,8 13

2 38| 21,12 0.6 01l 2093] 2132 20,2 22,4 2.2

mchcO 3 371 21,09 0,67, 0,11} 2087 2131 19.8 23,6 3.8

4 1 2 21,1 21,1 0

Gesamt 85 2 0,61 0,07] 2097] 21723 19,8 23,6 3.8

1 10 21,3 0,67, 0,21] 20.,82| 21,78 20 22 2

2 40| 212 0,75 012) 21.04] 2152 19 24 5

mchcl4 3 38 21 1,57 0,25] 20,88] 2191 20 30 10

4 1 21 21 21 0

Gesamt 89| 2133 1,1 012 2108 21,57 19 30 11

1 10l 20.82 0 0,25 20,25 21,39 9.7 22,2 2,5

2 40| 20,82 0,59 0,09 20,63 21,01 9,6 22,3 2,7

mchc28 3 36| 21,05 1,49 0,25 20,5 21,56 9.6 28,6 9
4 1 21,3 21,3 213

Gesamt 871 2092 1,07 011 20,69 21,15 9.6 28 9

1 10| 20,88 0,81 0,26 20,3 21,46 9.4 22,3 2.9

2 39| 21,22 0,56 0,09 21,03 214 9.7 22,3 2.6

mchc42 3 371 21,12 0,62 01| 2092 2133 9 22,2 2,8

4 1 21,8 21 218 0

Gesamt 871 21,14 0,62 0,071 21,011 21,28 19 22,3 2,9

hb: Hamoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk:Himatokrit, mche: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:
Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und
unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: GGCTCAG/GGCTCAG,

2: GGCTCAG/CAG, 3:CAG/CAG, 4: GGCCAG/GGCCAG
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Assoziation von EP3_1 mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC der F2-Generation

Genotyp N M SD SE Cl95] Cl95u Min. Max. R

59 8,07 0,58 0.07 7,92 8,22 6.5 9,5 3
hbO 3 7 7.83 091 0.34 6.99 8.67 6.1 9 2.9
Gesamt 66 8.05 0.61 0.08 7.9 8.2 6.1 9.5 34
2 63 8.33 0.89 011 811 8,55 57 10,3 4.6
hb14 3 7 8,26 0.65 0.24 71,66 8.85 6.9 8.9 2
Gesamt 70 8.32 0.86 0.1 8,12 8.53 57 10.3 4.6
2 63 8,18 0.6 0.08 8,03 8,34 6.6 9,6 3
hb28 3 7 8.1 0.73 0.27 71.43 8.77 7.2 9 18
Gesamt 70 8,18 0,61 0.07 8.03 8.32 6.6 9.6 3
2 62 8.68 0.85 011 8.47 8.9 5.8 10.5 4.7
hb42 3 7 8.4 0.55 0,21 7.89 891 7.4 9.1 1.7
Gesamt 69 8,66 0,82 0.1 8,46 8,85 58 10,5 4.7
2 59 6.86 0.55 0.07 6.7 7.01 581 8.36 2,55
ery0 3 7 6.75 0.69 0,26 6,11 7,38 5,28 7.35 2,07
Gesamt 66 6,85 0,56 0.07 6,71 6,99 5,28 8,36 3,08
63 7.14 0.74 0.09 6.95 7.32 5.49 9.58 4,09
eryl4 3 7 7,13 0,73 0,28 6.45 7.8 5,63 7.91 2,28
Gesamt 70 714 0.73 0.09 6.96 731 5.49 9,58 4,09
2 63 7 0.6 0.08 6.85 7,15 575 8.95 32
ery28 3 7 6,95 0,73 0,28 6,27 7,62 592 7,93 2,01
Gesamt 70 7 0.61 0.07 6.85 7,14 575 8,95 3.2
2 62 7,39 0.75 0.1 7.2 7,59 6.2 9.3 3.1
ery42 3 7 71 0.52 0.2 6.62 /.58 6.2 1.7 15

Gesamt 69 7.36 0.74 0.09 719 1.54 6.2 9.3 3,
2 59 0.38 0.03 0 0.38 0,39 0,32 0,46 014
htkO 3 7 0.37 0.03 0.01 0.34 04 0.3 0.41 011
Gesamt 66 0.38 0.03 0 0.37 0.39 0.3 0.46 0,16
2 63 0,39 0,04 0 0,38 04 0,28 0.48 0,2
htk14 3 7 0.38 0.03 0.01 0.35 0.4 0.32 0.41 0.09
Gesamt 70 0.39 0,04 0 0.38 04 0,28 0.48 0,2
2 63 0.39 0.03 0 0.38 04 0.33 0.46 0.13
htk28 3 7 0.39 0.03 0.01 0.35 0.42 0.34 0.43 0.09
Gesamt 70 0.39 0.03 0 0.38 04 0,33 0.46 0,13
2 62 0.41 0.04 0.0 04 0.42 0.3 0.51 0.21
htk42 3 7 0.39 0,03 0.01 0,37 0.42 0.35 0.42 0.07
Gesamt 69 041 0,04 0 04 0,42 0.3 0,51 0,21
591 21,14 0.65 0.08] 2097[ 2131 20 23.6 3.6
mchc0 3 7 21,4 0.54 0.2 20,9 21,9 20.7 22,2 1,5
Gesamt 66| 2117 0.64 008 21,011 21,32 20 23.6 3.6
63| 2122 0.73 009 21.04] 2141 19 24 5
mchcl4 3 2 21,71 0.76 0,29 21,02] 2241 21 23 2
Gesamt 70| 21,27 0.74 0.09 21,11 21,45 19 24 5
2 63] 20,85 0.68 0.09( 20,68] 21,02 19,6 22,9 3.3
mchc28 3 7 21 0.72 027] 2034] 21,66 19.8 21,8 2
Gesamt 701 20,86 0.68 0.08 20.7] 21,02 19.6 22,9 3.3
2 62] 21,12 0,66 0.08[ 2096] 21,29 194 22,3 2,9
mchc42 3 1 21,54 04 015 21,171 21,92 211 22,2 11
Gesamt 69l 21,17 0.65 0.08[ 21,01] 21,32 194 22,3 2,9

hb: Hamoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk:Himatokrit, mche: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 2: CT, 3: TT
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Assoziation von EE1b mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC der F2-Generation
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hb: Himoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk:Himatokrit, mchc: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: DD, 2: Dd, 3: dd



ANHANG

145

Assoziation von EE11 mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHCder F2-Generation

Genotyp N M SD SE Cl95] Cl95u Min. Max. R
1 34 8.05 0,45 0.08 7.9 821 6.8 9 2.2
hbo 2 59 814 0.64 0.08 7.98 831 6.1 9.5 3.4
3 22 8.04 0,44 0.09 7.84 824 7.3 88 15
Gesamt 115 81 0,55 0.05 7.99 82 6.1 9.5 3.4
35 8.18 0,78 0,13 7.92 8.45 6.3 9.9 3.6
hb14 2 60 8.46 0,82 0,11 8.25 8.67 57 10,3 4.6
3 24 823 0,75 0,15 7.92 8,55 6.6 9.6 3
Gesamt 119 8.33 0.8 0.07 8.19 8.48 57 10,3 4,6
] 33 8.15 0,5 0.09 7.98 8,33 6.6 9.2 2.6
hb28 2 59 8.08 0,63 0,08 7.92 82 6.4 9.6 3.2
3 24 831 0.6 0,12 8.06 8.56 7.3 9.3 2
Gesamt 116 8,15 0,59 0.05 8.04 8,26 6.4 9.6 3.2
1 33 8,73 0,51 0.09 8,55 891 7.5 9.6 2.1
hb42 2 59 8.68 0,84 0,11 8.46 8,89 58 10,5 4,7
3 24 8,85 0,77 0,16 8,52 9,17 6.8 10,5 3.7
Gesamt 116 8,73 0,74 0,07 8,59 8,86 58 10,5 4,7
1 34 6,83 0,55 0,09 6.64 7.02 5,75 827 2,52
ervo 2 59 6,93 0,58 0,08 6,77 7.08 5,28 8.36 3,08
y 3 22 6,89 0,5 011 6,67 7,11 6,14 813 1,99
Gesamt 115 6.89 0,55 0.05 6.79 6.99 528 836 3.08
1 35 7.03 0,69 0.1 6.8 7.27 5,62 8.08 2,46
ervid 2 60 7.2 0.8 0. 7 7.41 5.49 9,63 4,14
Y 3 24 7.16 0,55 0.1 6,93 7.39 6.08 8.0 1,96
Gesamt 119 7.15 0.7 0.07 7.01 7.28 5.49 9,63 4,14
33 6.97 0,64 0,11 6.74 7.19 5,75 8.75 3
erv28 2 59 6.89 0,64 0.08 6.72 7.06 5,38 8,95 3,57
Y 3 24 7.23 0,55 0,11 7 7.46 6.06 7.94 1,88
Gesamt 116 6,98 0,63 0.0 6.87 7.1 5,38 8,95 3,57
] 33 7.41 0,62 0,11 7.19 7.63 6.4 9.1 2.7
ervad2 2 59 7.32 0,77 0.1 7.12 7.52 6 9.3 3.3
Y 3 24 7.63 0,69 0,14 7.33 7.92 6.4 9,2 2.8
Gesamt 116 7.41 0,72 0,07 7.28 7.54 6 9.3 3.3
1 34 0.39 0,02 0 0,38 0,39 0,34 0.44 0.1
htkO 2 59 0.39 0,03 0 0,38 0,39 0.3 0.46 0,16
3 22 0,38 0,02 0,01 0,37 0,39 0,35 0.43 0,08
Gesamt 115 0,39 0,03 0 0,38 0,39 0.3 0,46 0,16
1 35 0,39 0,04 0,01 0,38 0.4 0,31 0,46 0,15
htk14 2 60 0.4 0,04 0 0,39 0,41 0,28 0,48 0,2
3 24 0,39 0,04 0,01 037 0.4 0,33 0,46 0,13
Gesamt 119 0.39 0,04 0 0.39 0.4 0,28 0.48 0.2
33 0.39 0,03 0 0.39 0.4 0,33 0.43 0
htk28 2 59 0.39 0,03 0 0.38 0,39 031 0.45 0,14
3 24 04 0,03 0,01 0.38 0, 0,35 0.46 0,11
Gesamt 116 0.39 0,03 0 0.39 0.4 0,31 0.46 0,15
33 0.42 0,03 0.41 0,43 0.36 0.48 0,
htk42 2 59 0.41 0,04 0.01] 0 0,42 0.3 0,51 0,2
3 24 0.4 0,04 0.01] 0.4 0,44 0,36 0.5 0,14
Gesamt 116 0.4 0,04 0 0.4 42 0.3 0,51 0,2
1 34 20,91 0,67 0,12 20,68 21,15 19,8 23,6 3.8
mchcO 2 59 21,11 0,57 0.07 20,96 21,26 19,9 22.4 2.5
3 22 21,17 0,52 0,11 20,94 214 20 22,2 2.2
Gesamt 115 21,06 0.6 0,06 20,95 21,17 19.8 23,6 3.8
1 35 21,29 1,64 0,28 20,72 21,85 20 30 10
mchcl4 2 60 21,37 0,76 0.1 21,17 21,56 19 24 5
3 24 21,33 0,48 0.1 21,13 21,54 21 22 1
Gesamt 119 21,34 1,05 0.1 21,15 21,53 19 30 11
1 33 20,92 1,46 0,25 20,41 21,44 19,6 28,6 9
mchc28 2 59 20,89 0,69 0,09 20,71 21,07 19,6 22.9 33
3 24 20,95 0,59 012 20,7 21.21 9.7 22,2 2.5
Gesamt 116 20,91 0,95 0.09 20,74 21.09 9.6 286 9
33 20,98 0,71 012 20,73 21,23 19.4 22,1 2.7
mchc42 2 59 1.3 0,53 0.07 21,16 21,4 19.7 22.3 2.6
3 24 21,16 0,66 0,14 20,88 21,4 19.4 22.3 2.9
Gesamt 116 21,18 0,62 0.06 21.07 21,29 19.4 22,3 2.9

hb: Himoglobin, ery: Erythrozytenza}il, htk:Hdmatokrit, mchc: mean corpuscular hemoglé)bin concentration,

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: CC, 2: CT, 3: TT

N:
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, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC

Assoziation von EE11 2 mit HB
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hb: Himoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk: Himatokrit, mchc: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: AA, 2: AG, 3: GG
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Assoziation von EE2 mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC
Genotyp N M SD SE CI95] Cl95u Min. Max. R

1 8 7.85 0,55 0.19 7.39 831 6.8 8.6 1.8
hbO 2 41 8.09 0.54 0.08 7.92 8,26 6.5 9.2 2.7
3 66 8,13 0.56 0.07 7,99 8,27 6.1 9.5 34
Gesamt 115 8.1 0,55 0,05 7.99 8.2 6.1 9.5 34
1 8 7.94 0.98 0.35 7,12 8,76 6.3 8.9 2,6
hbl4 2 42 8.23 0.88 0.14 7.95 8.5 57 10,3 4.6
3 69 8.44 0.71 0.09 827 8.61 6.6 9.9 3.3
Gesamt 119 833 0.8 0.07 8.19 8,48 5.7 10,3 4.6
1 7 8.11 0.77 0.29 74 8.83 6.6 8.6 2
hb28 2 41 8,11 0,58 0.09 7,93 8.29 6.6 9.6 3
3 68 8.18 0.58 0.07 8.03 832 6.4 9.3 2.9
Gesamt 116 8,15 0,59 0,05 8,04 8.26 6.4 9.6 3.2
1 8 8.85 0.98 0.35 8.03 9.67 7.5 104 2.9
hb42 2 41 8,72 0,82 0,13 8.46 8,98 58 10,5 4.7
3 67 872 0.67 0.08 8.55 8.88 6.8 10,5 3.7
Gesamt 116 873 0.74 0,07 8.59 8.86 58 10,5 4.7
1 8 6.92 0.66 0.23 6.37 7.47 594 7.8 1.86
ery0 2 41 6,98 0,57 0.09 6.8 7,16 575 8.36 2,61
3 66 6.83 0.53 0.07 6.7 6.96 5.28 8.16 2,88
Gesamt 115 6.89 0,55 0,05 6,79 6.99 5,28 8.36 3,08
1 8 7.15 0.95 0.34 6.35 7.95 5,62 8.05 243
eryl4 2 42 7,16 0.84 0,13 6.9 7,42 549 9,63 4,14
3 69 7.14 0.62 0.07 6.99 7.29 5.57 8.47 2.9

Gesamt 119 7,15 0,72 0,07 7,01 7,28 549 9,63 4.1
1 7 7.32 0.93 0.35 6.45 818 5.75 8.75 3
ery28 2 41 7.09 0,67 0.1 6.87 7.3 538 8.95 3,57
3 68 6.89 0.56 0.07 6.75 7.02 573 841 2,68
Gesamt 116 6.98 0,63 0.06 6,87 7.1 5,38 8.95 3,57
1 8 7.79 0.83 0.29 7.09 848 6.4 9.1 2.7
ery42 2 41 7,52 0.76 0,12 7,28 7,76 6 9.3 3.3
3 67 7.3 0.66 0.08 7,14 7.46 6.2 9.2 3
Gesamt 116 741 0,72 0,07 7,28 7,54 6 9.3 3.3
1 8 0,38 0.03 0.01 0.36 041 0.34 043 0,09
htkO 2 41 0.39 0,02 0 0,38 0.39 0,32 0.44 0,12
3 66 0,38 0,03 0 0.38 0.39 0.3 0,46 0,16
Gesamt 115 0.39 0,03 0 0,38 0.39 0.3 0.46 0.16
1 8 0,38 0.05 0.02 0.34 042 031 0.44 013
htk14 2 42 0.39 0.04 0,01 0,38 04 0,28 0.48 0,2
3 69 0.4 0,03 0 0.39 04 032 0,46 0,14
Gesamt 119 0.39 0,04 0 0.39 04 0,28 048 0,2
1 7 0.4 0,04 0,01 0.36 043 0.33 043 0.1
htk28 2 41 0.39 0.03 0 0.38 04 0,33 0.45 0.12
3 68 0.39 0,03 0 0.38 04 031 0,46 0,15
Gesamt 116 0.39 0.03 0 0.39 04 031 0.46 0.15
1 8 042 0,05 0,02 0.39 0.46 0.36 0.49 013
htka2 2 41 041 0.04 0.01 04 043 0.3 0.51 0.21
3 67 041 0,04 0 0.4 042 0.35 0.5 0,15
Gesamt 116 041 0.04 0 041 042 0.3 0.51 0.21
1 8 20,56 0.44 0.16 20,19 20,93 19,9 21,1 1.2
mchco 2 41 20,91 04 0.06 20.78 21.03 20.1 219 1.8
3 66 21,22 0,66 0.08 21,06 21,38 19,8 236 3.8
Gesamt 115 21.06 0.6 0.06 20,95 21,17 198 236 3.8
1 8 20,63 0,52 0,18 20,19 21,06 20 21 1
mchc14 2 42 21.24 0.58 0.09 21.06 2142 20 23 3
3 69 21,48 127 0.15 21,17 21,78 19 30 11
Gesamt 119 21.34 1.05 0.1 21,15 21,53 19 30 11
1 7 20,39 0,37 0,14 20,04 20,73 19,7 20,8 11
mchc28 2 41 20,78 047 0.07 20,63 20,92 198 22,1 2.3
3 68 21,05 1,16 0.14 20,77 21,33 19,6 28,6 9
Gesamt 116 20,91 0.95 0.09 20.74 21.09 196 28,6 9
1 8 20,85 043 0,15 20,49 21,21 20,3 214 11
mchca2 2 41 21,15 0.62 0.1 20,95 21,34 19,5 22,2 2.7
3 67 21,24 0.64 0.08 21,08 21.4 194 22.3 2.9
Gesamt 116 21,18 0.62 0.06 21.07 21,29 194 22.3 2.9

hb: Himoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk:Himatokrit, mchc: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: TT, 2: TA, 3: AA
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Assoziation von ERE1 mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC

Genotyp N M SD SE Cl95] Cl95u Min. Max. R

91 81 0.59 0.06 71,97 8,22 6.1 9,5 34
hbO 2 5 8.06 0.33 0.15 7,65 8.47 1.7 8.6 0.9
Gesamt 96 8.09 0.58 0.06 7.98 8.21 6.1 9.5 34
1 94 8,27 0,78 0.08 811 8,43 57 10,3 4,6
hb14 2 6 8.68 0.6 0.24 8.06 931 8 9.7 17
Gesamt 100 8.3 0.77 0.08 8.15 8.45 57 10.3 4,6
1 93 8,15 0.6 0.06 8,02 8,27 6.4 9,6 3.2
hb28 2 5 8.26 0.65 0.29 7.46 9.06 7.3 9 1.7
Gesamt 98 8.15 0.6 0.06 8.03 8,27 6.4 9,6 3.2
1 93 8,65 0.74 0.08 85 8.81 5.8 10.5 4.7
hb42 2 5 9.5 0.8 0.36 851 1049 8.5 10,5 2
Gesamt 98 87 0.76 0.08 8.54 8,85 58 10,5 4,7
1 91 6.89 0.58 0.06 6.77 7.01 5,28 8.36 3.08
ery0 2 5 6.97 0,15 0.07 6,78 7,16 6.77 711 0.34
Gesamt 96 6,89 0,56 0.06 6,78 7,01 5,28 8,36 3,08
94 211 0.69 0.07 6.97 71.25 549 9.58 4,09
eryl4 2 6 7,43 0,52 0,21 6.89 7,97 6,71 8.08 1,37
Gesamt 100 713 0.68 0.07 6.99 7,26 5,49 9,58 4.09
1 93 7 0.64 0.07 6.87 713 538 8.95 3.57
ery28 2 5 7,05 071 0.32 6,17 7,93 6.2 7,98 1,78
Gesamt 98 7 0.64 0.06 6.88 713 5.38 8,95 3,57
1 93 7,38 0,72 0.07 7,23 7,53 6 9,2 3.2
ery42 2 5 8.1 0.88 0.39 7,01 9,19 7 9.3 2.3
Gesamt 98 1.42 0.74 0.07 1.27 1.56 6 9.3 33
1 91 0,39 0.03 0 0.38 0.39 0.3 0.46 0,16
htkO 2 5 0.38 0.01 0.01 0.37 04 0.37 04 0.03
Gesamt 96 0.39 0.03 0 0.38 0.39 0.3 0.46 0,16
1 94 0,39 0,04 0 0,38 04 0,28 0.48 0,2
htk14 2 6 0.41 0.03 0.01 0.38 0.44 0.38 0.46 0.08
Gesamt 100 0.39 0.04 0 0.38 0.4 0.28 0.48 0,2
1 93 0.39 0.03 0 0.38 04 031 0.46 0.15
htk28 2 5 0.4 0.03 0.02 0.35 0.44 0.35 0.44 0.09
Gesamt 98 0.39 0.03 0 0.39 0.4 031 0.46 0,15

1 93 0.41 0.04 0 0.4 0.42 0.3 0.5 0,
htk42 2 5 0.46 0.05 0.02 04 0,52 0.4 0,51 011
Gesamt 98 0.41 0,04 0 041 0,42 0.3 0,51 0,21
1 91l 21,06 0.61 0.06] 2093[ 21,19 19,9 23.6 3.7
mchc0 2 5] 21,06 043 0,19 20,52 21,6 20.7 21,7 1
Gesamt 9| 21.06 0.6 0.06f 2094] 21,18 19,9 23.6 3.7
94| 21,26 0.69 0.07{ 21,12 21,4 19 24 5
mchcl4 2 6l 21,17 041 017{ 20,74 21,6 21 22 1
Gesamt 100} 21,25 0.67 0.07f 21,12] 21,38 19 24 5
1 93] 20,86 0.64 0.07f 20,72] 20,99 19,6 22,9 3.3
mchc28 2 5| 2074 0.27 0.12 204 21,08 204 21,1 0.7
Gesamt 98] 20,85 0.63 0.06] 20,72{ 20,98 19,6 22,9 3.3
1 93] 21,17 0.6 0.06] 21,05 21,29 194 22,3 2,9
mchc42 2 5| 20,76 0.65 0,29 1996] 21,56 9.7 21.4 1.7
Gesamt 98l 21,15 0,61 006l 21,03] 2127 194 22,3 2,9

hb: Hamoglobin, ery:

Erythrozytenzahl, htk:Himatokrit, mche: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: CC, 2: CT
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Assoziation von ERE1_2 mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC

Genotyp N M SD SE Cl95] Cl95u Min. Max. R
87 8,08 0,56 0.06 7,96 8.2 6.1 9,5 34
hbO 2 7 8.19 0,35 013 71.86 851 1.7 8.6 0.9
Gesamt 94 8.09 0,55 0.06 1.97 8.2 6.1 9.5 34
1 90 8,33 0.8 0.08 817 8.5 57 10,3 4,6
hb14 2 8 8.66 0,62 0.22 814 9,18 1.8 9.7 19
Gesamt 98 8.36 0.79 0.08 82 8,52 57 10.3 4.6
1 89 8.2 0,57 0.06 8.08 8.32 6.6 9.6 3
hb28 2 6 8.2 0.49 0.2 1.68 8.72 7.3 8.6 13
Gesamt 95 8.2 0.56 0.06 8.08 831 6.6 9.6 3
1 89 8.7 077 0.08 8.54 8.86 5.8 10.5 4.7
hb42 2 6 9,18 0.63 0,26 8,52 9,84 8.5 10,1 1.6
Gesamt 95 8.73 0.77 0.08 8,57 8.89 58 10,5 4.7
1 87 6.84 0,55 0.06 6.73 6.96 528 8.36 3.08
ery0 2 7 7,02 0,23 0.09 6.8 7,23 6.77 71,44 0.67
Gesamt 94 6.86 0,54 0.06 6.75 6.97 528 8,36 3.08
90 712 0.7 0.07 6.97 1.26 549 9.58 4,09
eryl4 2 8 71,42 0.54 0.19 6.96 7,87 6,71 8.08 1,37
Gesamt 98 714 0,69 0.07 7 7.28 5,49 9,58 4,09
1 89 6.99 0,61 0.06 6.86 7,12 538 8.95 3.57
ery28 2 6 6.98 0,52 0,21 6.43 7,53 6.2 7,53 1,33
Gesamt 95 6.99 0.6 0.06 6.86 711 538 8.95 357
1 89 7,37 0.73 0.08 7,21 7,52 6 9.3 33
ery42 2 6 1.72 0,57 0.23 712 8.32 7 8.6 1.6
Gesamt 95 7.39 0.73 0.07 1.24 1.54 6 9.3 33
1 87 0,38 0,03 0 0.38 0.39 0.3 0,46 0,16
htkO 2 7 0.39 0,01 0 037 04 0,37 04 0.03
Gesamt 94 0.38 0.03 0 0.38 0.39 0.3 0.46 0,16
1 90 0.39 0,04 0 0.38 04 0,28 0,48 0,2
htk14 2 8 0.41 0.03 0.01 0.39 0.44 0.37 0.46 0.09
Gesamt 98 0.39 0,04 0 0.39 0.4 0,28 0.48 0,2
1 89 0.39 0,03 0 0.39 04 033 0.46 0.13
htk28 2 6 04 0.03 0.01 0.37 0,42 0.35 0.42 0.07
Gesamt 95 0.39 0.03 0 0.39 04 0,33 0.46 0,13
1 89 041 0,04 0 041 042 0.3 0.5 0,2
htk42 2 6 0.44 0,04 0.02 0.39 0,48 0.39 0,51 0,12
Gesamt 95 041 0,04 0 041 0,42 0.3 0,51 0,21
1 871 21,06 0.6 0.06] 2093[ 21,19 19.8 23.6 3.8
mchc0 2 7l 21,21 0,34 013 209 21,53 20,7 21,7 1
Gesamt 94| 21,07 0,59 0.06] 209 21,19 19.8 23.6 3.8
90| 2141 1,12 012{ 21,18] 21,65 20 30 10
mchcl4 2 8] 21,13 0,35 013] 20,83 2142 21 22 1
Gesamt 98| 21,39 .08 0, 21,17 21,6 20 30 10
1 89| 20,94 1,06 011f 20,71} 21,16 19,6 28,6 9
mchc28 2 6] 2075 024 0.1 20,5 21 204 21,1 0.7
Gesamt 95| 20,93 1,03 011} 20,72 21,13 19,6 28,6 9
1 89| 21,14 0.64 007{ 2101} 2128 194 22,3 2,9
mchc42 2 6] 21,02 073 03 2025] 21,78 9.7 21,6 1.9
Gesamt 95| 21,13 0.64 0.07 21] 21,26 194 22,3 2.9

hb: Hamoglobin, ery:
Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

Erythrozytenzahl, htk:Himatokrit, mche: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: TT, 2: TG
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Assoziation von ERES mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC
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hb: Himoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk:Himatokrit, mchc: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: TT, 2: CT, 3: CC
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Assoziation von ERE7 mit HB, HKT, Erythrozytenzahl und MCHC

Genotvp N M SD SE Cl95| Cl95u Min. Max. R
1 40 8 0,52 0.08 7.83 8.16 6.5 9 2.5
hb0 2 53 8.08 0.6 0,08 7.92 8,25 6.1 9,5 34
3 22 832 0.45 0.1 812 8.52 1.7 9.2 1.5
Gesamt 115 8.1 0,55 0,05 7,99 8.2 6.1 9,5 34
1 41 824 0.76 012 8 8,48 5.7 9.3 3.6
hb14 2 55 825 081 011 8.04 8.47 6.3 9.9 3.6
3 23 8,68 0,77 0.16 8.35 9,02 7.4 10,3 29
Gesam 119 833 0.8 0.07 819 8.48 5.7 10,3 4.6
1 40 8.09 0,57 0,09 7.9 8,27 6.4 9.1 2.7
hb28 2 54 8.02 0,58 0.08 7.87 818 6.6 9.3 2.7
3 22 8,57 0,49 0.1 835 8,78 7.3 9.6 2.3
Gesamt 116 8,15 0,59 0.05 8.04 8,26 6.4 9.6 3.2
41 861 0,73 0.11 839 8.84 58 10,4 4.6
hb42 2 54 8,66 0,76 0.1 8,45 8,87 6.8 10,5 3.7
3 21 9,12 0,61 013 8.84 9,39 8.1 10,5 2.4
Gesamt 116 8,73 0,74 0,07 8,59 8,86 58 10,5 4,7
40 6.77 0,52 0.08 6.6 6,93 581 8,27 2,46
ery0 2 53 6.82 0,51 0.07 6.68 6.96 528 8.07 2.79
3 22 7.28 0,57 0,12 7.03 7,53 6,58 8.36 1,78
Gesam 115 6.89 0,55 0.05 6.79 6.99 528 8.36 3.08
1 41 7.07 0,65 0.1 6,87 7,28 5,49 8.06 2,57
eryl4 2 55 6,99 0,65 0.09 6.81 7.16 5,62 8.47 2,85
3 23 7.65 081 017 7.3 8 637 9,63 3,26
Gesamt 119 7.15 0,72 0,07 7.01 7.28 5.49 9,63 4,14
1 40 6.94 0,57 0.09 6.75 7.12 5.89 834 2,45
ery28 2 54 6.79 0,54 0,07 6,65 6,94 5,38 7,93 2,55
3 22 7.53 0,67 014 7.24 7.83 6.2 8,95 2,75
Gesamt 116 6.98 0,63 0.06 6.87 7.1 538 8.95 3,57
1 41 7.29 0,63 0.1 7.09 7.49 6.2 8.6 24
erva? 2 54 7.3 0,72 0.1 A 7.49 6 9.2 3.2
Y 3 21 7.93 0,69 0,15 7.61 8,24 6.9 9,3 2.4
Gesamt 116 7.41 0.72 0,07 7.28 7.54 6 9.3 3.3
1 40 0,38 0,03 0 0,37 0,39 0,32 0,44 0,12
htk0 2 53 0,38 0,03 0 0,38 0.39 0.3 0.46 0.16
3 22 0.4 0,02 0,01 0,39 0.41 0.36 0.46 0.1
Gesamt 115 0.39 0,03 0 0,38 0,39 0.3 0,46 0.16
1 41 0.39 0,04 0,01 0,38 0.4 0,28 0.45 017
htk14 2 55 0.39 0,04 0 0,38 0.4 0,31 0,46 0,15
3 23 041 0,04 0,01 0.39 0.4 034 0,48 0,14
Gesamt 119 0.39 0.04 0 0,39 0.4 0.28 0.48 0.2
1 40 0.39 0,03 0 0,38 0.4 0,31 043 0,12
htk28 2 54 038 0,03 0 0,38 0.39 032 0.43 011
3 22 041 0,03 0,01 04 0,42 0,35 0,46 0,11
Gesamt 116 0.39 0.03 0.39 0.4 031 0.46 0,15
41 0.4 0,04 0.01 0.4 0.42 03 0,49 0.19
htk42 2 54 041 0,04 0,01 04 0,42 0,33 0,51 0,18
3 21 0.43 0,03 0,01 0,42 0.45 0.36 0.5 014
Gesamt 116 041 0,04 0 0.41 0,42 0.3 0,51 0,21
1 40 21,13 0.77 012 20,88 21,37 19.8 23,6 3.8
mchcO 2 53 21,06 0.45 0.06 20,94 21,18 20,3 22,2 19
3 22 20,96 0,56 012 20,72 21,21 20,1 22,3 2.2
Gesam 115 21,06 0.6 0.06 20,95 21,17 19.8 23.6 3.8
1 41 21,32 1,59 0,25 20,82 21,82 19 30 11
mchci14 2 55 21.4 0.6 0.08 21,24 21,56 20 23 3
3 23 21,22 0,67 0,14 20,93 21,51 20 22 2
Gesamt 119 21,34 1,05 0.1 21,15 21,53 19 30 11
40 20,74 0,72 0.11 20,51 20,96 9.6 22.9 3.3
mchc28 2 54 21,07 1,17 0.16 20,75 21,39 19,7 28,6 8.9
3 22 20.84 0,65 014 20,55 21,13 19,7 22,2 2.5
Gesamt 116 20,91 0,95 0.09 20,74 21,09 19,6 28,6 9
1 41 21,12 0.69 011 20.9 21,34 9.4 22.3 2.9
mchc42 2 54 21,27 0,53 0.07 21,13 21,42 9.5 22,2 2.7
3 21 21,06 0,69 0,15 20,74 21,37 19.4 22,3 2.9
Gesamt 116 21.18 0,62 0.06 21,07 21,29 194 22,3 2.9

hb: Himoglobin, ery: Erythrozytenzahl, htk: Himatokrit, mche: mean corpuscular hemoglobin concentration, N:

Anzahl, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, SE: Standardfehler, CI: Konfidenzintervall (oberes und

unteres), Min.: Minimalwert, Max.: Maximalwert, R: Spannweite, 1: TT, 2: CT, 3: CC
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Assoziation zwischen Phéinotyp und

Genotyp fiir ERE7 in der kommerziellen

Population
Merkmal | Genotyp N Mittelwert SD CI951 Cl95u P
CC 13 7,0562 0,72184 6,6199 7,4924
RBC CT 42 6,8217 0,64565 6,6205 7,0229 0,571
TT 35 6,8523 0,76178 6,5906 7,114
CC 13 7,384615 0,4810512 7,093919 7,675312
HBb CT 42 7,2 0,433927 7,064779 7,335221 0,347
TT 35 7,125714 0,6714089 6,895077 7,356351
CC 13 0,4315 0,03826 0,4084 0,4547
HTC CT 42 0,3902 0,03135 0,3805 0,4 <0,001
TT 35 0,3794 0,03694 0,3667 0,3921
CC 13 133,230769 | 46,2748921 | 105,267132 | 161,194407
RETIS CT 42 71,121429 | 55,3912802 | 53,860291 88,382567 0,001
TT 35 78,428571 | 51,7817454 60,64092 96,216223
CC 13 1,187692 0,0831819 1,137426 1,237959
CHR CT 42 1,190714 0,086006 1,163913 1,217516 0,338
TT 35 1,164 0,0746443 1,138359 1,189641
CC 13 61,407692 3,9808838 59,002068 63,813316
MCV CT 42 57,561905 5,3278354 55,901634 59,222175 0,001
TT 35 55,542857 3,804122 54,236095 56,849619
CC 13 16,961538 1,012866 16,34947 17,573607
RDW CT 42 16,711905 0,9867914 16,404399 17,019411 0,407
TT 35 17,1 1,6100786 16,546919 17,653081
CC 13 1,067692 0,086135 1,015641 1,119743
MCHb CT 42 1,078095 0,0994188 1,047114 1,109076 0,644
TT 35 1,058857 0,0776027 1,0322 1,085515
CC 13 17,387692 0,7360724 16,942888 17,832496
MCHCb CT 42 18,756905 1,021645 18,438538 19,075272 <0,001
TT 35 19,088571 1,0182688 18,738784 19,438359
CC 13 17,128462 0,8793923 16,59705 17,659873
CHCM CT 42 18,832857 1,0481116 18,506243 19,159472 <0,001
TT 35 18,964 1,0567714 18,600986 19,327014

RBC: red blood cells; HBb: Himoglobin; HTC: Hamatokrit;
RETIS: Retikulozyten; CHR: Himoglobingehalt von Retikulozyten ; MCV: mittleres korpuskuldres Volumen;

RDW:RedCell Distribution With / Erythrozytenverrteilungsbreite; MCHb: mittleres korpuskuldres Himoglobin;

MCHCb: mean cell hemoglobin concentration; CHCM: cellular hemoglobin concentraion mean

N: Anzahl, SD: Standardabweichung, C1951: unteres 95%-Konfidenzintervall, CL95u: oberes 95%-
Konfidenzintervall, P: Signifikanz
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