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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Scrapie des Schafes gehort wie auch die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) des
Rindes und die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD) des Menschen zur Gruppe der
Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSE) (Chesebro, 2003). Da der
Zusammenhang zwischen der new variant CJD (vCJD) des Menschen und der BSE des
Rindes als gesichert gilt (Bruce et al., 1997, Hill et al., 1997) und die Scrapie des Schafes als
Ursache der BSE-Epidemie nicht ausgeschlossen werden kann (European Commission,
2001), ist die Scrapieiiberwachung und -bekdmpfung nicht nur aus Griinden der
Tiergesundheit, sondern vor allem aus Griinden des Verbraucherschutzes indiziert
(Verordnung (EG) 999/2001). In diesem Zusammenhang ist die Zucht auf Scrapieresistenz
beim Schaf von grofer Bedeutung (Verordnung (EG) 999/2001).

Das Prionproteingen (PRNP) ist beim Schaf mit der Empféanglichkeit fiir Scrapie assoziiert
(Goldmann et al., 1994, Belt et al., 1995). Schafe mit den Aminoséuren Alanin (A), Arginin
(R) und Arginin (R) an Position 136, 154 und 171 des ovinen Prionproteins weisen eine
erhohte Scrapieresistenz auf (Baylis & Goldmann, 2004). In homozygoter Form galten die
Tréager dieser Proteinvariante lange Zeit als resistent. Ende der neunziger Jahre wurde jedoch
in Norwegen eine neue, atypische Form der Scrapie beschrieben (Benestad et al., 2003), an
der auch Tiere mit dem Genotyp ARR/ARR erkrankten (Buschmann et al., 2004b).
Mittlerweile wird europaweit {iber das Auftreten von atypischen Scrapiefillen beim Schaf
berichtet (De Bosschere et al., 2004, Gavier-Widen et al., 2004, Onnasch et al., 2004, Orge et
al., 2004, Everest et al., 2006, Arsac et al., 2007, Vidal et al., 2007). Aber auch drei Falle von
klassischer Scrapie bei ARR-homozygoten Tieren sind inzwischen bekannt geworden (Ikeda
et al., 1995, Groschup et al., 2007). Somit ist der Erfolg der Scrapieeradikation durch
Selektion auf den ARR-Haplotyp in Frage gestellt und es muss nach weiteren genetischen
Faktoren gesucht werden, die die Scrapieempfénglichkeit beim Schaf beeinflussen.

In zahlreichen Studien wurden Quantitative Trait Loci (QTL) fiir TSE-Resistenz am
Mausmodell identifiziert, darunter auf den Chromosomen zwei, sieben und neun (Stephenson
et al., 2000, Lloyd et al., 2002, Moreno et al., 2003). Diese murinen Chromosomen weisen
homologe Bereiche zu den ovinen Chromosomen 14 und 15 auf (OXGRID, 11/2008).

Des Weiteren befinden sich in den beschriebenen QTL Gene, die in einen funktionellen
Zusammenhang mit TSE gebracht wurden, wie z. B. Cathepsin D, Kallikrein 1 und
Transforming Growth Factor, 1 auf Mauschromosom sieben (Moreno et al.,, 2003).

Weiterhin sind Calpain, Large Polypeptide L2 und Cathepsin B, deren Produkte in vitro auf
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die Akkumulation von pathogenem Prionprotein (PrP>) in der Zelle einwirken (Luhr et al.,
2004a, Luhr et al.,, 2004b, Yadavalli et al., 2004), funktionelle Kandidatengene fiir die
Scrapieempfanglichkeit beim Schaf.

Im Rahmen dieser Arbeit soll zur Identifikation weiterer Genorte, die fiir die
Scrapieempfanglichkeit beim Schaf von Bedeutung sind, beigetragen werden, damit die
ziichterische Selektion auf Scrapieresistenz in Zukunft sowohl im Hinblick auf klassische als
auch auf atypische Scrapie noch effektiver und erfolgreicher vonstatten gehen kann. Ziel ist
es, die Allele von auf OAR 14 und 15 gelegenen Mikrosatelliten auf mogliche Assoziationen
mit der Empfinglichkeit von Schafen fiir atypische und / oder klassische Scrapie zu
iiberpriifen. Weiterhin sollen Polymorphismen in den funktionellen und / oder positionellen
Kandidatengenen Cathepsin B, Cathepsin D, Calpain, Large Polypeptide L2, Kallikrein 1 und
Transforming Growth Factor, f1 identifiziert und auf eine Assoziation mit

Scrapieempfanglichkeit beim Schaf untersucht werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Transmissible spongiforme Enzephalopathien

Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE) sind neurodegenerative Erkrankungen
des Zentralnervensystems (ZNS) mit letalem Ausgang. Sie werden durch Akkumulation eines
posttranslational modifizierten zelluldren Proteins bedingt und weisen lange, Monate bis Jahre
andauernde Inkubationszeiten auf. Histologisch sind sie durch schwammartige (spongiforme)
Verdnderungen im Gehirn gekennzeichnet (Prusiner, 1998, zusammengefasst durch Chesebro,
2003).

TSE kommen bei verschiedenen Tierarten sowie beim Menschen vor: Die élteste TSE ist die
Scrapie des Schafes. Obwohl in vielen Verdffentlichungen (Hornlimann, 2001, Ebringer et
al., 2004) das Jahr 1732 als Erstbeschreibung genannt wird, ist die Scrapie beim Schaf
nachweislich erst seit 1750 bekannt (Schneider et al., 2007). Bei der Ziege wurde die Scrapie
erst 1942 beschrieben (Lantier et al., 1996). Weiterhin sind beispielhaft Chronic Wasting
Disease der Wildwiederkduer und die Transmissible Mink Enzephalopathie der Nerze zu
nennen (Chesebro, 2003).

Die bedeutendste TSE des Menschen ist die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD). Sie kann
entweder sporadisch auftreten (sCJD), durch Infektion iatrogen erworben (iCJD) oder familiér
durch autosomal-dominante Mutation im zelluldren Prionproteingen (fCJD) bedingt sein
(Wadsworth & Collinge, 2007).

In den 80er Jahren erkrankten in England Rinder an einer neuartigen TSE, der Bovinen
Spongiformen Enzephalopathie (BSE). Diese erregte 6ffentliche Besorgnis, als Mitte der 90er
Jahre eine neue Variante der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (vCJD) auftrat, die ursdchlich auf

denselben Prionproteinstamm zuriickzufiihren war wie die BSE des Rindes (Hilton, 2006).

2.1.1 Die ,,protein-only“-Hypothese

Obwohl noch andere Entstehungsmechanismen, wie zum Beispiel Virionen, als Ausloser der
TSE diskutiert werden, hat sich die von Prusiner postulierte ,protein-only“-Hypothese
(Prusiner et al., 1990, Prusiner, 1991b) als derzeitige Lehrmeinung durchgesetzt (Weissmann,
2004):

Hier wird als ursdchliches Agens ein infektioses Protein, das so genannte Prion (Akronym
von ,proteinaceous infectious particle”) angesehen (Prusiner, 1982). Dieses pathogene
Prionprotein, im Hinblick auf Scrapie als PrP> bezeichnet, gleicht in seiner
Aminosdurezusammensetzung einem korpereigenen Protein, dem zelluldren Prionprotein
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(PrP°) (Chesebro et al., 1985, Oesch et al., 1985). Wesentliche Unterschiede sind jedoch in
der Konformation der beiden Proteine zu finden: Wiahrend das PrP© zum groBten Teil in o-
Helices vorliegt, weist das PrP* einen geringeren Anteil an a-Helices und vorwiegend B-
Faltblatt-Struktur auf (Pan et al., 1993). Im Gegensatz zu PrP¢ ist PrP* in
nichtdenaturierenden Detergenzien unldslich und weist eine wesentlich hohere

Proteaseresistenz auf (Prusiner, 1982, Oesch et al., 1985).

2.1.2 Das zellulare Prionprotein

PrP€ ist bei zahlreichen Wirbeltierarten, unter anderem bei Végeln und Fischen nachgewiesen
worden (Schitzl et al., 1995, Gibbs & Bolis, 1997, Wopfner et al., 1999) und weist innerhalb
der Sédugetierspezies einen hohen Konservierungsgrad auf (Wopfner et al., 1999). In Gehirnen
von adulten Tieren wird es konstitutiv exprimiert. Eine hohe Expression ist in Neuronen, aber
unter anderem auch in Astrozyten, Endothelzellen, Perizyten und Mikroglia zu finden
(Chesebro et al., 1985, Brown et al., 1990). Auch auBlerhalb des Gehirns konnen
nennenswerte Gehalte von PrP® in verschiedenen Organsystemen, wie Herz- und
Skelettmuskulatur (Oesch et al., 1985, Brown et al., 1990, Brown et al., 1998), Lunge (Oesch
et al., 1985, Brown et al., 1990) und Darm (Morel et al., 2004) sowie in Zellen des
Immunsystems (Paltrinieri et al., 2004) nachgewiesen werden.

Das zelluldre Prionprotein besteht aus einer flexiblen unstrukturierten N-terminalen Region
(Donne et al., 1997) und einer geordneten globuldren Region am C-Terminus, welche drei
a-Helices und zwei antiparallel ausgerichtete B-Faltblatt-Strukturen beinhaltet (Riek et al.,
1996) (Abbildung 1). An beiden Enden befinden sich Signalsequenzen, die wéhrend der

Prozessierung des Proteins entfernt werden (Vana et al., 2007).

1 23 51 90 121 231 254

et U TR i

«—— N-Terminus >

C-Terminus ——

A

Abbildung 1: Modell des murinen Prionproteins von Aminosiure 1 bis 254 nach Vana et
al. (2007). Der flexible N-Terminus enthiilt eine Region mit mehreren Octarepeats (73).
Der globulire C-Terminus beinhaltet drei oa-Helices ( 2% ) und zwei p-Faltblatt-
Strukturen (). An den beiden Enden des Proteins befinden sich Signalsequenzen (mm),
die wihrend der Prozessierung entfernt werden.
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PrP wird im rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) synthetisiert und passiert auf seinem
Weg an die Zelloberfliche den Golgi-Apparat. Wéhrend seiner Prozessierung werden im rER
N-glykosidisch verkniipfte Oligosaccharidketten an zwei Bindungsstellen des N-Terminus
angefiigt. Die Glykosylierung ist variabel, was je nach der Anzahl der besetzten
Bindungsstellen in un-, mono- und diglykosylierten Glykoformen resultiert. Zusatzlich zur N-
Glykosylierung wird eine einzelne Disulphidbriicke zwischen zwei Cysteinen am C-Terminus
gebildet. SchlieBlich wird nach Abspaltung der C-terminalen Signalsequenz ein Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-Anker angehéngt. Die angefiigten Oligosaccharide werden im Golgi-
Apparat modifiziert und anschlieBend wird PrP an die Zelloberfliche transportiert, wo es mit
Hilfe des GPI-Ankers arretiert wird (Harris, 1999, Lawson et al., 2005). Von der
Zelloberfliche aus wird PrP¢ kontinuierlich zu endozytischen Kompartimenten und wieder
zuriick auf die Zelloberfliche prozessiert. Dabei bleiben iiber 95% des internalisierten PrP©
intakt, der Rest wird am N-Terminus geschnitten (Shyng et al., 1993).

Kodiert wird das PrP® vom Prionproteingen (PRNP), das beim Menschen auf Chromosom 20
(Liao et al., 1986, Sparkes et al., 1986), bei der Maus auf Chromosom 2 (Sparkes et al., 1986)
und bei Rind, Ziege (lannuzzi et al., 1998) und Schaf (Iannuzzi et al., 1998, Liihken et al.,
2006) auf Chromosom 13 liegt. Das murine PrP¢ wird als Vorlauferprotein von 254
Aminoséduren synthetisiert (Prusiner, 1991a). Beim Mensch besteht es aus 253 (Kretzschmar
et al., 1986) und beim Schaf aus 256 Aminoséduren (Tranulis, 2002).

PrP-Knock-out-Mause, bei denen das PRNP ausgeschaltet war, erwiesen sich als resistent
gegen Scrapie: Bei ithnen wurden nach intracerebraler Infektion mit einem mausadaptierten
Prionenisolat weder scrapiespezifische pathologische Verdnderungen noch eine nennenswerte
Vermehrung von PrP%° festgestellt, was den Riickschluss zuldsst, dass PrP¢ fir die

Pathogenese von Prionenerkrankungen essentiell ist (Biieler et al., 1993).

2.1.3 Umwandlung von PrP® zu Prp®°

Die Bildung von PrP*® aus PrP® ist ein posttranslationaler Prozess (Borchelt et al., 1990). Im
Hinblick auf den genauen Verlauf existieren zwei unterschiedliche Hypothesen:

Das eine Model propagiert die Abhingigkeit der PrP*-Bildung von einem keimabhéngigen
Polymerisationsprozess (Keimbildungshypothese): Es wird davon ausgegangen, dass die
Konformation von PrP* eine geringere Stabilitit als die des PrP® aufweist. Die Konversion
von PrP® nach PrP* ist reversibel und wird erst durch ein sich anlagerndes PrP*°-Aggregat
stabilisiert. Die Bildung des initialen Keims eines solchen PrP*‘-Aggregates erfordert eine
Mindestmenge an infektiosem PrP*, so dass bei Unterschreitung dieses Grenzwertes der

kettenreaktionsartige Umwandlungsprozess nicht in Gang kommt. Sobald eine ausreichende
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Menge an PrP*® vorhanden ist, lagert sich dieses zusammen und der entstandene Keim fordert
die Umwandlung von PrP® in PrP%, indem er an das neu gebildete PrP*° bindet und dessen

Konformation stabilisiert (Abbildung 2) (Caughey et al., 1995, Chakraborty et al., 2005).
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Abbildung 2: Modell fiir die Replikation von Prionen nach Collinge & Clarke (2007)
(Keimbildungshypothese). Die Vermehrung von Prp% geht vonstatten, indem
Monomere des zelluliren Prionproteins (PrP) an ein bestehendes PrPSC-Aggregat
gebunden werden (4) und dieses die Konformationsinderung der PrP¢-Molekiile zu
PrP* fordert (b). Teilt sich das PrP*-Aggregat (c), steht eine grofiere Menge an PrP%-
Polymeren zur Verfiigung, um die Umwandlung von weiteren PrP¢-Molekiilen
herbeizufiihren (d).

Die andere Hypothese (Heterodimerhypothese) nimmt eine hohere Stabilitit des PrP®
gegeniber dem PrP® an, geht aber dafir nicht von einer selbststindigen
Konformationsénderung des PrP® zur pathogenen Isoform hin aus (Prusiner et al., 1990,
Prusiner, 1991b). Hier existiert ein durch zufillige Strukturinderungen aus PrP® entstandenes,
teilweise entfaltetes Monomer (PrP*), das ein Zwischenprodukt in der Genese von Prp%°
darstellt. PrP* kann entweder wieder zu PrP® zuriick umgewandelt, abgebaut oder aber zu
PrP¢ umgeformt werden. Normalerweise werden auf diese Weise keine signifikanten Mengen
von PrP% gebildet. Im Falle einer infektisen Prionenerkrankung aber stimuliert exogenes

PrP* die Umwandlung von PrP* in PrP%, indem es mit PrP* einen Komplex bildet und ihm




LITERATURUBERSICHT

als Matrize dient. Die PrP*-Bildung ist nicht reversibel und die entstandenen PrP**-Molekiile

regen wiederum die Generierung neuer PrP*-Molekiile an (Cohen et al., 1994) (Abbildung 3).

E‘\\ PrPSc| exogenes Prionprotein
1 \
- Y
Synthése
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Abbildung 3: Modell fiir die Replikation von Prionen nach Cohen et al. (1994)
(Heterodimerhypothese). Das zellulire Prionprotein (PrPC) wird durch zufillige
strukturelle Verinderungen in die teilweise entfaltete Intermediarform PrP* iiberfiihrt
(a). Diese kann sich zuriick zu PrP€ falten (a), abgebaut werden oder zu Prp5
umgewandelt werden. Normalerweise werden keine signifikanten Mengen von Prp*
gebildet. Im Falle einer Infektion jedoch stimuliert exogenes PrP* die Umwandlung von
PrP* in PrP* (¢), indem es mit diesem einen Komplex bildet (b). Das entstandene Prp%
stimuliert wiederum die weitere Bildung von Prp%¢ (d).

2.1.4 Prionenstamme

Als Ausloser von TSE fungieren unterschiedliche Staimme von Prionproteinen, die durch die
physikochemischen Eigenschaften des PrP*° voneinander unterschieden werden kénnen
(Bessen & Marsh, 1992, Collinge et al., 1996). Allein im Hinblick auf die Scrapie existiert
eine Vielzahl von Prionenstimmen, die sich in genetisch definierten Inzuchtlinien von
Maiusen durch festgelegte Inkubationszeiten und bestimmte neuropathologische
Verteilungsmuster auszeichnen (Bruce, 1993). Ein aus einem an Scrapie erkrankten Tier
gewonnenes Scrapieisolat kann aus mehreren Scrapiestimmen bestehen (Kimberlin &
Walker, 1978b). Auch im Gehirnmaterial von vCJD-Patienten sowie eines an BSE erkrankten
Rindes wurden mehr als ein einzelner PrP**-Typ detektiert (Yull et al., 2006).

TSE konnen nicht nur innerhalb einer Art, sondern auch zwischen unterschiedlichen Arten
durch Inokulation oder orale Aufnahme {ibertragen werden (Kimberlin & Walker, 1978a,
Prusiner et al., 1985, Chesebro, 2003). Um also seine individuellen Merkmale beibehalten zu
konnen, muss der jeweilige Prionproteinstamm seine individuellen Charakteristika dem
Prionprotein seines Wirtes aufzwingen, selbst wenn dieser einer anderen Spezies angehort als

der vorhergehende Wirt (Collinge & Clarke, 2007). Der beim Rind fiir BSE verantwortliche
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Prionenstamm zum Beispiel iibertriagt sich effektiv auf eine Vielzahl von anderen Spezies,
bewahrt jedoch seine biologischen Eigenschaften auch wéhrend der Passage durch eine
Tierart mit abweichender Primérstruktur des Prionproteins (Bruce et al., 1994).

Die drei prinzipiellen Glykoformen liegen bei jedem Prionenstamm in einem fiir ihn
typischen Verhiltnis vor, welches auch wihrend der Passage durch einen Wirt mit einer
unterschiedlichen Aminosduresequenz des Prionproteins beibehalten wird (Collinge et al.,
1996). Auch zeichnet sich jeder Stamm durch eine ihm eigene Konformation aus, die ihn von
den anderen unterscheidet. Dieses lésst sich nach Proteinase K-Verdau durch ein individuelles
Bandenmuster darstellen (Collinge et al., 1996, Telling et al., 1996).

Prionproteinstimme koénnen jedoch auch mutieren. Dieses geschieht im Allgemeinen bei der
Passage durch einen neuen Wirt mit geringer Kompatibilitit. Eine solche Mutation kann,
muss aber nicht zwangsliufig bei der Ubertragung auf eine andere Spezies oder
intraspezifisch bei Ubertragung auf Individuen mit abweichender PrP-Primirsequenz

auftreten (Collinge & Clarke, 2007).

2.1.5 Ubertragung und Speziesbarriere

Die Ubertragung von Prionenerkrankungen innerhalb einer Art ist wesentlich effektiver als
die Ubertragung zwischen Individuen, die verschiedenen Spezies angehdren, weshalb in
diesem Zusammenhang von einer ,,Speziesbarriere* gesprochen wird: PrP-Knock-out-Méuse,
die zelluldres Hamsterprionprotein exprimieren, erkranken nach Inokulation mit PrP* aus
Hamstergehirnen nach kurzer Zeit an Scrapie, zeigen aber sehr lange Inkubationszeiten, wenn
sie mit Méuseprionstimmen infiziert werden (Biieler et al., 1993). Klassische CJD-Prionen
lassen sich auf Méiuse des Wildtyps nicht oder nur gelegentlich mit lidngeren
Inkubationszeiten libertragen. Im Gegensatz dazu sind transgene Méuse, die statt des murinen
PrP® humanes PrP® exprimieren, hochgradig empfinglich fiir diese (Collinge et al., 1995, Hill
etal., 1997).

Prusiner et al. (1990) postulierten, dass die Prionenvermehrung am effizientesten vonstatten
gehe, wenn PrP*° und PrPC in ihrer Primirstruktur identisch sind, da das infektiose PrP> die
Vermehrung von Prionprotein nach seinem Vorbild bestimme.

Biieler et al. (1993) konnten bestétigen, dass ein Mangel an Homologie zwischen infektiosem
PrP* und zellulirem Prionproteingen der Wirtsspezies den Ausbruch der Krankheit verzogert.
Ein von Collinge & Clarke (2007) vorgeschlagenes Modell beschreibt den Einfluss der
Primérsequenz des Wirtsprionproteins folgendermaflen: Eine bestimmte Primirsequenz des
Prionproteins lisst nur eine definierte Anzahl von Konformationen zu. Uberschneidet sich die

Auswahl an méglichen Konformationen, die fiir das PrP* bei zwei verschiedenen Spezies
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moglich wiren, wiirde dieses in einer verhiltnismiBig einfachen Ubertragung der Infektion
zwischen diesen beiden Spezies resultieren. Hitten zwei andere Spezies durch ihre
Primérsequenz bedingt keine fiir das PrP* mogliche Konformation gemeinsam, wire die
Speziesbarriere sehr groB und eine Ubertragung wire nur durch eine Verdnderung des
infektiosen Prionenstammes moglich (Collinge & Clarke, 2007).

Aber auch der jeweilige Prionenstamm beeinflusst den Erfolg der Ubertragung auf eine
andere Spezies. So konnen vCJD-Prionen effizient auf Méuse des Wildtyps iibertragen
werden, wihrend die Ubertragung auf Mause, die das humane PrP® exprimieren, verglichen
mit einer Infektion durch klassische CJD-Prionentypen weniger erfolgreich ist (Hill et al.,
1997). Hier zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen vCJD-Prionen und CJD-Prionen
(sieche oben), obwohl beide eine identische PrP-Primérstruktur besitzen. Zwei Stdmme, die in
derselben Wirtsspezies vermehrt werden, konnen also durchaus unterschiedliche
Speziesbarrieren zu einer anderen Tierart aufweisen (Hill et al., 1997, Collinge & Clarke,

2007).
2.2 Scrapie beim Schaf

2.2.1 Verbreitung

Schon im achtzehnten und neunzehnten Jahrhundert wurde in England und Kontinentaleuropa
iiber die Scrapie beim Schaf berichtet. Im zwanzigsten Jahrhundert, besonders nach dem
zweiten Weltkrieg, verbreitete sich die Krankheit weltweit durch den interkontinentalen
Handel bestimmter Schafrassen, wie z.B. dem Merino (Detwiler & Baylis, 2003).

Die Scrapie gelangte in den 50er Jahren auch nach Australien und Neuseeland, wo sie jedoch
durch strenge Handelsbeschrankungen und die komplette Eliminierung aller Importtiere sowie
deren Kontakttiere zurlickgedrangt werden konnte (Detwiler & Baylis, 2003). Derzeit gelten
beide Lander als scrapiefrei (Buschmann & Groschup, 2005).

Ansonsten muss ohne verlissliche Daten aus TSE-Uberwachungsprogrammen, die das
Gegenteil beweisen, davon ausgegangen werden, dass die Scrapie in fast allen Lédndern der
Welt vorkommt, selbst wenn dort noch keine Félle von Scrapie beschrieben worden sind
(Buschmann & Groschup, 2005). Die hochsten Inzidenzen wurden iiber die Jahre vom
Vereinigten Konigreich, Frankreich, den Niederlanden, Spanien, Irland, Zypern und den USA
gemeldet (Buschmann & Groschup, 2005).

Aus Tabelle 1 kann ein Eindruck iiber die derzeitige Situation beziiglich des Vorkommens

von Scrapie in Europa gewonnen werden. Sie gibt die Anzahl der im Jahr 2006 detektierten
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Scrapiefille in den Staaten, die am 31. Dezember 2006 Mitglied der Europdischen Union
waren (EU-25), an:

In Zypern wurden sowohl absolut als auch relativ zur Schafpopulation gesehen die meisten
Scrapiefille festgestellt. Die Scrapie trat hier zum ersten Mal im Jahr 1985 auf (Toumazos,
1988) und breitete sich in den Folgejahren rasant aus (Toumazos, 1991, Gravenor et al.,
2004). Es wird davon ausgegangen, dass die Seuche auf die Einfuhr von Schafen aus von
Scrapie betroffenen Lindern zuriickzufiihren ist, weil die einheimischen Schafrassen Zyperns
einen hohen Grad an Resistenz gegen eine Infektion aufzuweisen scheinen (Gravenor et al.,
2004). Da infizierte Tiere wéhrend der lange andauernden Inkubationszeiten unerkannt
blieben, konnte sich die Seuche durch den innerzypriotischen Schafhandel ausbreiten
(Gravenor et al., 2004). Die aktive TSE-Uberwachung, die auch eine Erkennung von
scrapieinfizierten Tieren in der Inkubationszeit ermdglicht, wurde in Zypern erst mit seinem
EU-Beitritt im Mai 2004 eingefiihrt (Jahresbericht 2005 der Europdischen Kommission,
2006). Dies muss in Anbetracht der verhdltnisméBig groen Anzahl der im Jahre 2006
detektierten scrapiepositiven Schafe beriicksichtigt werden.

Frankreich weist im Jahr 2006 eine hohe Scrapieinzidenz auf (Tabelle 1). Es ist jedoch zu
beachten, dass in Frankreich EU-weit (EU-25) mit Abstand die meisten TSE-Tests
durchgefiihrt wurden (Jahresbericht 2006 der Europdischen Kommission, 2007). Im Vergleich
zu Griechenland weist Frankreich bei vergleichbarer Schafpopulation zwar eine grofB3ere
Anzahl von scrapiepositiven Schafen auf, hier waren aber nur 0,1% aller dem TSE-
Monitoring unterzogenen Schafe positiv wihrend in Griechenland immerhin 2,7% aller
durchgefiihrten Tests ein positives Ergebnis lieferten (Jahresbericht 2006 der Europiischen
Kommission, 2007).

In Deutschland wurden bis einschlieBlich des Jahres 2001 nur vereinzelt Scrapiefille
gemeldet (BMELV, 01/2008). Mit Beginn des aktiven Scrapiemonitorings im Jahr 2002
erfuhr die Anzahl der detektierten scrapiepositiven Schafe einen starken Anstieg und erreichte
thren Hohepunkt mit 43 bestétigten Scrapiefdllen im Jahr 2004 (BMELYV, 01/2008). Bei der
Auflistung nach Scrapieinzidenz / 100 000 Schafe im Jahr 2006 (Tabelle 1) befindet sich
Deutschland im Vergleich zu den anderen Mitgliedsstaaten im unteren Mittelfeld. Hier ist
auch das Vereinigte Konigreich einzuordnen, das zwar 2006 eine groflere Anzahl von
Scrapiefillen meldete (Tabelle 1), welche aber im Verhiltnis zur Gesamtpopulation gesehen
nur einen geringen Anteil ausmachten.

Bei den Mitgliedsstaaten, die im Jahr 2006 keinen Fall von Scrapie beim Schaf meldeten,
handelt es sich um Staaten mit kleineren Schafpopulationen (n <400 000) (Tabelle 1). In der
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Tschechischen Republik war im Jahr 2005 ein Fall von Scrapie beim Schaf aufgetreten
(Jahresbericht 2005 der Europdischen Kommission, 2006).

Tabelle 1: Anzahl der im Jahr 2006 in den EU-Mitgliedsstaaten* detektierten
scrapiepositiven Schafe (Jahresbericht 2006 der Europiischen Kommission, 2007) sowie
die Schafpopulationen der einzelnen Staaten (FAOSTAT, 01/2008) geordnet nach der
sich daraus fiir 2006 ergebenden Inzidenz.

Mitgliedsstaat Schafpopulation  Scrapiefille  Inzidenz/ 100 000 Schafe
Zypern 272192 1327 487,5
Slowenien 129 352 40 30,9
Frankreich 8908 106 747 8,4
Niederlande 1725 000 84 4.9
Italien 7 954 000 320 4,0
Griechenland 8790 192 296 3,4
Slowakei 320 487 10 3,1
Irland 5969 600 123 2,1
Belgien 153 976 3 1,9
Portugal 3 583 000 65 1,8
Finnland 116 653 2 1,7
Schweden 479 700 8 1,7
Déanemark 206 000 3 1,5
Vereinigtes Konigreich 34722 000 313 0,9
Deutschland 2 560 300 24 0,9
Spanien 22 513970 135 0,6
Ungarn 1 405 000 7 0,5
Estland 49 600 0 0,0
Lettland 41 600 0 0,0
Litauen 29208 0 0,0
Luxemburg 9 644 0 0,0
Malta 14 642 0 0,0
Osterreich 325728 0 0,0
Polen 300 802 0 0,0
Tschechische Republik 148 412 0 0,0

* Staaten, die am 31.12.2006 Mitglied der Europaischen Union waren
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2.2.2 Klassische Scrapie

2.2.2.1 Klinische Symptomatik

Wie alle TSE zeichnet sich auch die klassische Form der Scrapie durch lange
Inkubationszeiten aus: 18 Monate bis 5 Jahre nach Exposition mit dem infektidsen Agens
kann eine klinische Symptomatik beobachtet werden (Bulgin et al., 2006, Bulgin & Melson,
2007). Es sind jedoch auch extrem kurze Inkubationszeiten von ungefihr einem Jahr
beschrieben worden (Bulgin et al., 2006, Bulgin & Melson, 2007). Ein akuter Verlauf mit
heftiger Symptomatik und kiirzerer Dauer sowie ein chronischer Verlauf mit milderer, dafiir
aber ldnger andauernder Symptomatik sind bekannt (Capucchio et al., 2001). Allerdings treten
auch perakute Verlaufsformen mit sofortigem Festliegen auf (Bulgin et al., 2006).

Als die wichtigsten klinischen Befunde sind Verhaltensdnderungen, Sensibilitdtsstorungen,
Storungen der Tiefensensibilitdt sowie motorische Fehlfunktionen zu nennen (Mechelli &
Mantovani, 1988, Petrie et al., 1989, Vargas et al., 2005). AuBBerdem werden gelegentlich
Ausfille der Kopfnerven beobachtet, die sich in schlaff herabhdngenden Ohren, fehlendem
Pupillar- oder Drohreflex du3ern konnen (Vargas et al., 2005).

Die Anderungen des Verhaltens ziihlen zu den ersten klinischen Anzeichen, die im Verlauf
der klassischen Scrapie festgestellt werden (Vargas et al., 2005). Rastlosigkeit, Angstlichkeit
und Uberempfindlichkeit auf externe Stimuli, wie Gerdusche oder menschliche Anniherung
(Kiimper, 1994, Hunter, 2003, Vargas et al., 2005), aber auch Schlifrigkeit (Kiimper, 1994)
sowie eine Abneigung gegen dullere Beschriankungen (Vargas et al., 2005) sind moglich.
Nicht selten starren die Tiere leer vor sich hin oder werden plotzlich aggressiv (Bulgin &
Melson, 2007).

Zeichen von Hypersensitivitit lassen sich leicht durch Kratzen des Riickens provozieren: Die
Schafe strecken darauthin den Hals und machen knabbernde Bewegungen mit Lippen und
Zunge (Petrie et al., 1989, Kiimper, 1994, Bulgin & Melson, 2007). In fortgeschrittenem
Stadium scheuern sich die Tiere an Zaunen oder benagen sich, was dann in Wollverlust und
abgeriebenen teils nackten Hautpartien resultiert (Petrie et al., 1989, Kiimper, 1994, Hunter,
2003).

Storungen der Tiefensensibilitit zeigen sich in Hyporeflexie vornehmlich der
HintergliedmalBlen, seltener der VordergliedmaBen (Vargas et al., 2005).

Ataxien werden zunéchst in schnellen Gangarten sichtbar: Die mangelnde Koordination von
Vorder- und Hinterhand duflert sich in einem hoppelnden Gang (Vargas et al., 2005, Bulgin &

Melson, 2007). Die Tiere konnen nicht mehr galoppieren und bewegen sich stattdessen in
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einem schnellen Trab fort, was der Krankheit im Deutschen die Bezeichnung
,» T raberkrankheit* einbrachte (Kiimper, 1994). Die Vorderbeine werden dabei im Lauf oft
extrem hoch geworfen (Petrie et al., 1989, Vargas et al., 2005). Durch zunehmende Schwéche
und Inkoordination haben betroffene Schafe immer groBlere Schwierigkeiten beim Aufstehen
(Petrie et al., 1989), bis sie endgiiltig festliegen (Kiimper, 1994).

Trotz erhaltenem Appetit magern die Tiere oft zusehends ab (Kimper, 1994), was
wahrscheinlich auf einen Verlust an Muskelmasse zuriickzufiihren ist (Vargas et al., 2005).
Kann sich ein Schaf nicht mehr aus eigener Kraft aufrichten, tritt der Tod innerhalb von 1-2

Wochen ein (Bulgin & Melson, 2007).

2.2.2.2 Infektionswege

Die klassische Form der Scrapie wird sowohl vertikal von der Mutter auf das Lamm als auch
horizontal auf andere Herdenmitglieder {ibertragen: Die Plazenta des infizierten Muttertieres
kann schon wihrend der Inkubationszeit einen massiven PrP**-Gehalt aufweisen (Lacroux et
al., 2007). In utero ist das Lamm hochstwahrscheinlich noch keinem Kontakt mit infektiosem
Material ausgesetzt (Tuo et al., 2001, Andreoletti et al., 2002). Wihrend der Geburt werden
jedoch mit dem Aufbrechen der Fruchthiillen neben Geburtskanal und Euter auch das gesamte
Umfeld und das Lamm selbst mit infektidsem Material kontaminiert. Auch die
Herdenmitglieder nehmen die infektiosen Proteine aus der verunreinigten Umgebung beim
Weiden oder direktem Kontakt mit der infektiosen Nachgeburt auf (Tuo et al., 2001).
Weidegriinde, auf denen scrapiepositive Schafe gehalten wurden, konnen auch nach einigen
Jahren noch fiir darauf aufgetriebene Schafe infektids sein (Brown & Gajdusek, 1991,
Buschmann & Groschup, 2005, Seidel et al., 2007). Direkter Kontakt zwischen Schafen aus
verschiedenen Herden durch die Nutzung gemeinsamer Weidegriinde oder Einsatz derselben
Zuchtbocke, sowie Tierbewegungen zwischen den Herden (Zu- und Verkauf) steigern das

Risiko der Ubertragung von klassischer Scrapie immens (Hopp et al., 2001).

2.2.2.3 Pathogenese

Nach oraler Aufnahme dringt das infektiose Agens in die Gaumenmandel und die
Peyer’schen Plaques des caudalen Jejunums und Ileums ein. In diesem Stadium der Infektion
wird  PrP* auch in den mit der Gaumenmandel assoziierten medialen
Retropharyngeallymphknoten und in den an die Peyer'schen Plaques angeschlossenen
Mesenteriallymphknoten festgestellt. Von hier aus breitet sich das scrapieauslosende Agens in
andere, nicht mit dem Verdauungstrakt assoziierte lymphatische Gewebe aus. Die

Neuroinvasion beginnt im enterischen Nervensystem, von wo aus eine retrograde Ausbreitung
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iiber efferente, den Verdauungstrakt innervierende parasympathische und sympathische
Nervenstrdange stattfindet: So gelangen die Prionen zum einen iiber den Nervus vagus in
dessen sich in der Medulla oblongata befindlichen dorsalen Motornukleus (Nucleus vagus
dorsalis) und zum anderen liber den Nervus splachnicus in die graue Substanz des thorakalen

Riickenmarks (Andreoletti et al., 2000, van Keulen et al., 2002) (Abbildung 4).

orale
Aufnahme

Abbildung 4: Infektionsweg der Scrapie nach Aguzzi & Sigurdarson (2004). Nach oraler
Aufnahme dringt das infektiose Agens iiber die Gaumenmandel (1) in die medialen
Retropharyngeallymphknoten (2) sowie iiber die Peyer’schen Plaques des caudalen
Jejunums und Ileums in die Mesenteriallymphknoten (3) ein. Uber efferente
Nervenstringe gelangen die Prionen zum einen iiber den Nervus vagus (4) in das
Gehirn (6) zum anderen iiber den Nervus splachnicus (5) in die graue Substanz des
thorakalen Riickenmarks.

2.2.2.4 Pathologie

Im mikroskopischen Bild zeigen sich charakteristische schwammartige Verdnderungen des
Gewebes, die als Vakuolisierung bezeichnet werden. In allen Bereichen des Gehirns, die von
Vakuolisierung betroffen sind, konnen PrP-Ablagerungen detektiert werden. Umgekehrt
sind jedoch nicht alle Regionen, die PrP*-Ablagerungen aufweisen, automatisch auch von

Vakuolisierung heimgesucht (van Keulen et al., 1995). Im Hirnstamm auf Hohe des Obex ist
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schon friih eine Akkumulation von PrP* im Zusammenhang mit vakuoldren Lisionen zu
finden, was diese Gehirnregion fiir die Diagnostik der klassischen Scrapie pradestiniert
(Gavier-Widen et al., 2005). Im dorsalen Motornukleus des Vagusnerves sind die
beschriebenen pathologischen Verdnderungen ebenfalls besonders stark ausgepréigt. Er ist
deswegen vor allem fiir die Diagnostik von asymptomatischen sowie von sich in einem frithen
Stadium befindlichen Infektionen, unverzichtbar (van Keulen et al., 1995, Gavier-Widen et
al., 2005).

Es sind zahlreiche Verteilungsmuster von PrP*® im Schafgehirn beschrieben worden, die von
dem jeweiligen Scrapieisolat abhidngen. PrP**-Ablagerungen werden immunhistochemisch in
Form von feinen Granula in den Perikaryen von Nervenzellen, insbesondere der
Motorneurone des Hirnstammes und des zerebelldren Nucleus fastigii, aber auch in Purkinje-
und Pyramidenzellen der GroBhirnrinde, nachgewiesen (van Keulen et al., 1995, Gonzalez et
al., 2002). Auch im Zytoplasma von Gliazellen ist PrP* in Form von groBeren Granula und
teils eiformigen Ablagerungen lokalisiert. Dies ist am deutlichsten im Hirnstamm und der
weiBen Substanz des Kleinhirns ausgeprigt. Perivaskuldr finden sich PrP%-Akkumulationen
insbesondere in der thalamischen / hypothalamischen Region des Hirnstammes sowie in
Klein- und GroBhirnrinde, teilweise in Form von Plaques (Gonzalez et al., 2002). PrP*° lagert
sich weiterhin peripher an Neurone und Astrozyten sowie deren Fortsétze an. Verschiedene
Formationen von PrP* sind z.B. auch als amorphe Plaques, konfluierende netzartige
Strukturen oder feine Granula im Neuropil gelegen (van Keulen et al., 1995, Gonzalez et al.,

2002).

2.2.2.5 Nachweis im Western Blot

Die meisten diagnostischen Tests fiir die Detektierung von PrP* (ELISA, Western Blot)
beruhen auf der Ausnutzung seiner Proteaseresistenz und der Identifikation durch PrP-
spezifische Antikorper (Gavier-Widen et al., 2005).

Im Western Blot ist entsprechend der drei Glykoformen, in denen PrP* vorliegen kann, ein
charakteristisches Bandenmuster zu beobachten: die oberste Bande zeigt die stérkste
Ausprigung und entspricht der diglykosylierten Fraktion des PrP%, die mittlere Bande
(monoglykosylierte Fraktion) ist von nédchstgrofter Intensitét. Die unglykosylierte Fraktion
des PrP* stellt sich in der unteren Bande dar, welche die schwichste Ausprigung besitzt
(Stack et al., 2002). Alle drei Banden sind schwerer als 15 kDa. Thr Molekulargewicht variiert
von 16 — 30 kDa (EFSA, 2005) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Charakteristisches Bandenmuster von atypischen (Nor98) und klassischen
(Class.) Scrapiefillen im TeSeE™ Western Blot mit Negativkontrolle (Neg) und
Groflenmarker (MM). Pfeil weist auf die nur bei atypischen Scrapieisolaten
vorkommende Bande von unter 15 kDa hin. Abbildung von Dr. Sylvie Benestad,
National Veterinary Institute, Norwegen, aus ,,Opinion of the scientific panel on
biological hazards on classification of atypical Transmissible Spongiform
Encephalopathy (TSE) cases in small ruminants” (EFSA, 2005).

2.2.3 Atypische Scrapie

1998 traten in Norwegen die ersten Scrapiefille auf, benannt als Nor98, die in ihren
Charakteristika deutlich von den fiir klassische Scrapie typischen Merkmalen abwichen
(Benestad et al., 2003) (Tabelle 2). Nach Beginn der verstirkten TSE-Uberwachung in den
EU-Mitgliedsstaaten im Jahre 2002 wurden in vielen Landern, so in Deutschland (Buschmann
et al., 2004b), Frankreich (Arsac et al., 2007), Portugal (Orge et al., 2004), Belgien (De
Bosschere et al., 2004), Schweden (Gavier-Widen et al., 2004), Spanien (Vidal et al., 2007),
Irland (Onnasch et al., 2004) und GroBbritannien (Everest et al., 2006) weitere Scrapiefille
dieser Art, als atypisch bezeichnet, detektiert. (Die liberwiegende Mehrheit der atypischen
Scrapiefille ist den Nor98-Féllen dhnlich wenn nicht sogar identisch mit ihnen, auflerhalb
Norwegens werden jedoch sowohl die Bezeichnungen ,,Nor98“, ,Nor98-like* als auch
»atypische Scrapie® verwendet (Benestad et al., 2008).) In der Schweiz wurden im Rahmen
der in den Jahren 2004 bis 2005 durchgefiihrten aktiven und passiven TSE-Uberwachung
sechs Schafe mit atypischer Scrapie identifiziert (Nentwig et al., 2007). Auch in den USA
(Cook, 2007) und in Siidamerika (Epstein et al., 2005) wurde {iber das Auftreten von
atypischen Scrapiefallen berichtet.
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Tabelle 2: Wesentliche Charakteristika der atypischen Scrapie im Vergleich mit
Eigenschaften der klassischen Scrapie.

atypische Scrapie klassische Scrapie
betroffene alle Altqrsgruppen betroffen, Auftre.ter} der klinischen
Altersgruppen Mehrheit der Félle > 5 Jahre Symptomatik i.d.R. im Alter von 2
(Liithken et al., 2007) — 5 Jahren (EFSA, 2005)
Anzahl der positiven meist nur ein Tier pro Herde oft mehr als ein Tier pro Herde
Tiere pro Herde betroffen (Liihken et al., 2007) betroffen (Liithken et al., 2007)
progressive symmetrische Hypersensitivitdt (Pruritus),
Ataxie, Nervositit und Wollverlust durch Scheuern (Petrie
Angstlichkeit, Gewichtsverlust et al., 1989)
bei erhaltenem Appetit (Benestad  Ataxie, Werfen der Vorderbeine,
charakteristische et al., 2003, Onnasch et al., 2004, Hoppeln der Hinterbeine,
Symptomatik Orge et al., 2004) Hypermetrie (Vargas et al., 2005)
meistens im Rahmen von aktiver Nervositit und Angstlichkeit
TSE-Uberwachung detektiert (Kiimper, 1994)
(gefallene oder asymptomatische Gewichtsverlust bei erhaltenem
Tiere) (Liihken et al., 2007) Appetit (Petrie et al., 1989)
PrP* kann in lymphatischen
Beteiligung des kein Nachweis von PrP% in Geweben, wie Tonsilleq,
lymphatischen lymphatischen Geweben Lymphknoten, GALT, Milz '
Systems (Benestad et al., 2003, nachgewiesen werden (Andreoletti
Buschmann et al., 2004b) et al., 2000, van Keulen et al.,
2002)
vakuolédre Degeneration und
PrP*-Ablagerungen vakuolire Degeneration und PrP®-
hauptséchlich im Neuropil des Ablagerungen besonders
Immunhistopathologie Kleinhirns und der ausgeprigt im Hirnstamm auf
GroBhirnrinde, geringgradig im Hohe des Obex und im dorsalen
Hirnstamm, gelegentlich im Motornukleus des Vagusnerves
Obex (Benestad et al., 2003, (Gavier-Widen et al., 2005)
Buschmann et al., 2004b)
von klassischer Scrapie
ENIS/ISflecir-ri)ﬁ{?{VB abweichendes Bandenmuster, drei Hauptbanden (> 15 kDa)
2 zusitzliche Bande < 15 kDa (EFSA, 2005)

(EFSA, 2005)) (EFSA, 2005)

2.2.3.1 Klinische Symptomatik / Problematik der Diagnose bei Asymptomatik

Bei von atypischer Scrapie betroffenen Schafen ist progressive symmetrische Ataxie das
hervorstechendste  klinische ~Symptom. Nervositit und Angstlichkeit wie auch
Gewichtsverlust bei erhaltenem Appetit werden ebenfalls hiufig gesehen (Benestad et al.,
2003, Onnasch et al., 2004, Orge et al., 2004). Wollverlust ist nur selten zu beobachten
(Madec et al., 2004). Die Krankheit kommt in allen Altersgruppen vor, wobei jedoch die

Mehrheit der atypisch scrapiepositiven Tiere iiber 5 Jahre alt ist. Es wurde sogar {iber einige
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bis zu 20 Jahre alte Schafe berichtet, die von atypischer Scrapie betroffen waren. Somit liegt
das Durchschnittsalter wesentlich hoher, als dies bei der klassischen Form der Scrapie der Fall
ist (Benestad et al., 2003, Liihken et al., 2007) (Tabelle 2). Oft werden positive Tiere noch vor
dem Auftreten der ersten klinischen Symptome der Routineschlachtung zugefiihrt, bei der im
Rahmen EU-weiter TSE-Uberwachungsprogramme die Diagnose gestellt wird (Buschmann et
al., 2004b, De Bosschere et al., 2004, Liihken et al., 2007).

Es ist jedoch zu erwidhnen, dass nicht alle in diesem Rahmen gebréuchlichen und in der EU
anerkannten Schnelltestverfahren diese asymptomatischen atypischen Scrapiefille detektieren
(Buschmann et al., 2004a). In Léndern, in denen Schnelltests genutzt werden, die zu falsch-
negativen Ergebnissen fithren, wird die tatsdchliche Anzahl der Scrapiefille sowie die
Privalenz der Krankheit ernsthaft unterschétzt. Es wird davon ausgegangen, dass in
Deutschland auf diese Weise im Mittel 12% der Scrapiefille nicht detektiert worden sind
(Buschmann et al., 2004a). In Schleswig-Holstein zum Beispiel wurde in den Jahren von 2002
— Anfang 2006 kein atypischer Scrapiefall nachgewiesen, obwohl dieses Bundesland die
zweitgroBite Schafpopulation Deutschlands aufweist und die Erkrankung gleichméBig tiber

ganz Deutschland verbreitet ist (Lithken et al., 2007).

2.2.3.2 Infektionswege und Pathogenese

Im Gegensatz zur klassischen Form der Scrapie konnte PrP* bei der atypischen Scrapie nicht
in lymphatischen Geweben, wie Mandibular- oder Retropharyngeallymphknoten, Tonsillen,
Milz oder den Nickhduten nachgewiesen werden (Benestad et al., 2003, Buschmann et al.,
2004b, De Bosschere et al., 2005) (Tabelle 2), was das Risiko der Ausbreitung durch
horizontale Ansteckung verringert (De Bosschere et al., 2005). In diesem Zusammenhang ist
zu erwéhnen, dass meist nur ein Tier pro Herde betroffen ist, was auf einen niedrigen
Infektionsdruck hinweist (Benestad et al., 2003). In Deutschland waren innerhalb der
Zeitspanne von Januar 2002 bis Februar 2006 in 91,6% der von atypischer Scrapie
betroffenen Herden ausschlieBlich Einzeltiere betroffen. Bei 5 von 7 Herden, in denen mehr
als ein atypischer Scrapiefall auftrat, handelte es sich um sehr grole Herden mit bis zu 5000
Tieren. Die librigen 2 Herden waren immerhin 500 — 1000 Tiere grof3 (Liihken et al., 2007).
Aus diesem Grund ist auch eine spontane Genese der Krankheit in der Diskussion (De
Bosschere et al., 2005, Liihken et al., 2007). Le Dur et al. (2005) infizierten erfolgreich
Miuse, die das ovine PrP® exprimierten, intrazerebral mit atypischer Scrapie und gaben so
unabhdngig von ihrem Entstehungsmechanismus einen Hinweis auf die infektiose Natur der
Erkrankung. Des Weiteren konnte die atypische Scrapie experimentell zwischen zwei Schafen

ibertragen werden (Simmons et al., 2007). Unter natiirlichen Bedingungen hingegen konnten
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keine fiir die Ubertragung signifikanten Risikofaktoren wie Tierkontakt oder —bewegungen
zwischen Herden im Bezug auf die atypische Form der Scrapie festgestellt werden. Dies
deutet darauf hin, dass das Ansteckungsrisiko unter natiirlichen Bedingungen eher gering,

wenn liberhaupt vorhanden ist (Hopp et al., 2006).

2.2.3.3 Pathologie

Histopathologisch unterscheidet sich die Verteilung der Lésionen im Gehirn von atypisch
scrapiepositiven Tieren deutlich von dem bisher fiir die klassische Scrapie bekannten
Verteilungsmuster (Tabelle 2). Eine vakuoldre Degeneration ldsst sich hauptsédchlich im
Neuropil insbesondere des Kleinhirns und der GroBhirnrinde und nur geringgradig im
Hirnstamm, gelegentlich im Obex, feststellen (Benestad et al., 2003, Buschmann et al.,
2004b). Der Nucleus vagus dorsalis als der bei klassischer Scrapie erste von Vakuolisierung
und PrP**-Ablagerung betroffene Nukleus des ZNS, dort aus diesem Grund auch Bestandteil
der Routinediagnostik, ist bei der atypischen Scrapie hingegen nicht betroffen (Orge et al.,
2004). Im Hinblick darauf, dass zunehmend atypische Scrapiefille festgestellt werden, wird
empfohlen, neben der obligatorischen Obexprobe auch das Kleinhirn zu beproben und auf das
Vorliegen einer TSE zu untersuchen (Gavier-Widen et al., 2005).

Immunhistochemisch zeigen sich PrP%-Ablagerungen zu einem hohen MaBe in der
Molekularzellschicht, teilweise auch in den iibrigen Bereichen des Kleinhirns, weniger im
Neuropil des frontalen Cortex, Dieencephalon und Obex (Buschmann et al., 2004b, Onnasch
et al., 2004). Dies steht im Gegensatz zur klassischen Form der Scrapie, wo PrP* vor allem
an der Zellmembran von Neuronen und Astrozyten in Medulla oblongata und Pons
akkumuliert (van Keulen et al., 1995). Auftfillig bei der atypischen Form der Scrapie ist die
diffuse Verteilung des PrP*. Sie unterscheidet sich deutlich von dem typisch fleckigen
Erscheinungsbild der perivaskulidren PrP*-Ablagerungen, wie es im Thalamus von klassisch

scrapiepositiven Tieren zu finden ist (Benestad et al., 2003).

2.2.3.4 Nachweis im Western Blot

Bei atypischen Scrapiefillen, insbesondere bei den als Nor98 bezeichneten Fillen, wird im
Western Blot eine zusétzliche Bande in der Grofe von ca. 12 kDa detektiert (Benestad et al.,
2003, Buschmann et al.,, 2004b, De Bosschere et al.,, 2004, Gavier-Widen et al., 2004)
(Abbildung 5, Tabelle 2). Klingeborn et al. (2006) legten bei zwei schwedischen Schafen mit
atypischer Scrapie das Molekulargewicht dieser Bande auf 7 kDa fest. Es werden jedoch nicht
bei allen atypischen Scrapiefdllen Banden in dieser GroBenordnung beobachtet, was auf das

Vorhandensein von mindestens zwei atypischen Scrapiestimmen mit unterschiedlichem
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Phénotyp hinweist (Buschmann et al., 2004a). Auch die Intensitét der drei bereits von der
klassischen Scrapie bekannten PrP*°-Banden weicht beim atypischen Isolat ab: Hier ist das
Signal der wunglykosylierten Fraktion (untere Bande) genauso stark wie das der

diglykosylierten Fraktion (obere Bande) (Buschmann et al., 2004b).
2.3 Genetische Grundlagen der Scrapieresistenz beim Schaf

2.3.1 Klassische Scrapie

2.3.1.1 Das Prionproteingen

Das Prionproteingen (PRNP), das flir das ovine Prionprotein kodiert, liegt beim Schaf auf
Chromosom 13 (Iannuzzi et al., 1998, Liihken et al., 2006). Es besteht aus drei Exons, von
denen die ersten beiden im 5’-UTR-Bereich liegen. Das dritte Exon kodiert fiir ein offenes
Leseraster (ORF) von 256 Codons (Goldmann et al., 1990, Baylis & Goldmann, 2004)
(Abbildung 6).

Im PRNP sind zahlreiche Basenaustausche gefunden worden, die einen Aminosdureaustausch
zur Folge haben, davon wurde fiir folgende Austausche eine Assoziation mit Scrapieresistenz
nachgewiesen (Acin et al., 2004, Baylis & Goldmann, 2004): An Codon 136 des ovinen
PRNPs fiihrt ein Einzelbasenpaaraustausch dazu, dass an der entsprechenden Stelle im
Prionprotein die Aminosdure Valin (V) an die Stelle von Alanin (A) tritt. An Position 154 des
ovinen Prionproteins konnen Arginin (R) oder Histidin (H) eingebaut werden und an Position
171 kann Arginin (R) durch Glutamin (Q) oder Histidin (H) ersetzt werden (Hunter, 2003)
(Abbildung 6). Der jeweilige Haplotyp, im Folgenden auch als Allel bezeichnet, wird durch
die Aminosdurekiirzel an den entsprechenden Stellen in Reihenfolge angegeben. So wird ein
Allel mit den Aminosduren Alanin, Arginin und Arginin an den Positionen 136, 154 und 171
des ovinen Prionproteins als Aj36R;s4Rj7; oder einfach als ARR beschrieben. Fiir die
Bezeichnung des Genotyps werden dann die beiden Allele in Folge genannt (Hunter, 2003).
Obwohl 12 mogliche Kombinationen der unterschiedlichen Aminosduren bestehen, werden
tiberwiegend die fiinf Haplotypen VRQ, ARR, ARQ, ARH und AHQ beobachtet (Belt et al.,
1995), aus welchen 15 Genotypen resultieren, die mit Scrapieempfinglichkeit assoziiert sind
(Hunter, 2003, Baylis & Goldmann, 2004). Kutzer et al. (2002) detektierten in Deutschland
auBerdem die zwei seltenen Allelvarianten VRR und AHR. VRR trat ausschlieBlich bei
Nolana-Schafen auf, wihrend AHR bei den Rassen Nolana, Suffolk und Texel gefunden
wurde (Kutzer et al., 2002).
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An den drei genannten Positionen im Prionprotein wurden aber auch andere
Aminosdureaustausche beschrieben: Guo et al. (2003) detektierten einen Polymorphismus im
Prionproteingen, der zu der Aminosdure Lysin and Position 171 fiihrt. Der daraus
resultierende Haplotyp ARK wurde in spanischen und griechischen Schafrassen gefunden
(Acin et al., 2004, Billinis et al., 2004). Es wird vermutet, dass dieser Aminosdureaustausch
einen gewissen Effekt auf die Scrapieempfanglichkeit hat, jedoch erschwert die niedrige
Frequenz eine konkrete Beweisfiihrung (Baylis & Goldmann, 2004). Billinis et al. (2004)
wiesen den Haplotyp T;36RQ nach. Fiir diesen Aminosdureaustausch steht der Beweis einer

Assoziation mit Scrapieresistenz noch aus (Baylis & Goldmann, 2004).

Intron

i—a // [ N —

’

’
’
’
’
’

: ceg
GCC| [CGT| |CAG]|
/" |GTC][CAT] [CAT]

variierende
Basentriplets

’
’
’
’
’
’

’

Leseraster (ORF) |

I I I
Codon: 136 154 171
Prionprotein

resultierende
Aminosaureaustausche

Abbildung 6: Fiir die Scrapieresistenz bedeutsame Basenaustausche (fettgedruckt) in
Codons 136, 154 und 171 im ovinen Prionproteingen und daraus resultierende
Aminosiureaustausche an den entsprechenden Positionen im ovinen Prionprotein nach
Hunter (2007) und Erhardt (2005). P Promotorregion, === 3’- bzw. 5-UTR, ——
Leseraster (ORF), A Alanin, V Valin, R Arginin, H Histidin, Q Glutamin

Es ist erwdhnenswert, dass kiirzlich auch an den Positionen 137, 142 und 176 seltene
Aminosdureaustausche mit Scrapieresistenz in Verbindung gebracht wurden: So haben die

Aminosédureaustausche Threonin gegen Methionin an Position 137, Lysin gegen Isoleucin an
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Position 142 und Lysin gegen Asparagin an Position 176 des ovinen Prionproteins in
Verbindung mit dem A;36R;54Q171-Allel im Hinblick auf die Empfanglichkeit fiir klassische
Scrapie einen protektiven Effekt (Vaccari et al., 2007).

2.3.1.2 Allele mit hoher Scrapieempfinglichkeit

Der Prionproteingenotyp beeinflusst die Empfanglichkeit fiir klassische Scrapie sowie die
Dauer der Inkubationszeit (Hunter, 2003) und scheint einen FEinfluss auf die
PrP*¢-Akkumulation im Gehirn auszuiiben (Gonzalez et al., 2002).

Der Zusammenhang zwischen dem PrP-Genotyp und der TSE-Empféanglichkeit wurde zuerst
bei einer routinemdfig mit Scrapie infizierten Versuchsherde von Cheviot-Schafen der NPU
(Neuropathogenesis Unit) in GroBbritannien beobachtet: Hier wiesen Tiere, die homozygot
fiir das VRQ-Allel waren, eine deutlich kiirzere Inkubationszeit auf als heterozygote Tiere
(VRQ/ARQ oder VRQ/ARR) (Goldmann et al., 1991, Houston et al., 2002). In derselben
Herde hatten sich auch Tiere auf natiirlichem Wege mit der Krankheit infiziert. Hunter et al.
(1996) stellten fest, dass auch hier der VRQ/VRQ-Genotyp, aber auch der VRQ/ARQ-
Genotyp ein hohes Risiko hatte, an Scrapie zu erkranken. Baylis & Goldmann (2004) setzten
die Genotypen von in GroBbritannien gemeldeten Scrapiefdllen ins Verhéltnis zu den in der
britischen Schafpopulation vorliegenden Genotypfrequenzen und konnten so den hohen Grad
an Scrapieempfinglichkeit, der mit dem VRQ-Allel assoziiert ist, darstellen. Demnach weisen
insbesondere der VRQ/VRQ-Genotyp, aber auch Genotypen mit nur einem VRQ-Allel, wie
ARH/VRQ und ARQ/VRQ einen hohen Grad an Scrapieempfanglichkeit auf (Baylis &
Goldmann, 2004) (Abbildung 7).

In einigen Rassen, wie z.B. beim Suffolk-Schaf, kommt der VRQ-Haplotyp nur in sehr
niedrigen Frequenzen vor (Drogemiiller et al., 2001). Hunter et al. (1997) stellten in einer
schottischen Suffolk-Herde fest, dass hier die meisten Scrapiefille den ARQ/ARQ-Genotyp
aufwiesen. In spanischen Schafrassen (Rasa Aragonesa, Rasa Navarra) kommt das VRQ-Allel
ebenfalls nur in geringen Frequenzen vor (Acin et al., 2004). Auch hier hat der ARQ/ARQ-

Genotyp ein hohes Risiko, an klassischer Scrapie zu erkranken (Acin et al., 2004).
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Abbildung 7: Schatzung der Anzahl der in Grof3britannien gemeldeten Scrapiefille pro
Jahr auf eine Millionen Schafe eines jeden Genotyps gerechnet (GSJM) in
Groflbritannien. Daten von Baylis & Goldmann (2004): Den Daten liegen die Genotypen
von ca. 14 000 britischen Schafen und die Genotypen von allen bis zum Zeitpunkt der
Entstehung der Publikation von Baylis und Goldmann (2004) gemeldeten Scrapiefillen
zugrunde. Aus dieser Schitzung kann ein Eindruck iiber die relative
Scrapieempfinglichkeit eines jeden Genotyps gewonnen werden (Baylis & Goldmann,
2004).

2.3.1.3 Allele mit hoher Scrapieresistenz

Das ARR-Allel verleiht insbesondere in homozygoter Ausprigung eine hohe Resistenz gegen
die klassische Scrapie (Baylis & Goldmann, 2004) (Abbildung 7). Bis 2002 war bei hunderten
scrapiepositiven Schafen nur ein einziges japanisches Suffolk-Schaf Triger des Genotyps
ARR/ARR (Ikeda et al., 1995). Im Jahre 2007 wurde jedoch auch im Rahmen einer
retrospektiven Genotypisierungsstudie aller 230 TSE-Félle bei kleinen Wiederkduern, die in
Deutschland von 2000 bis 2006 aufgetreten waren, ein klassisch scrapiepositives Schaf mit
dem Genotyp ARR/ARR identifiziert (Groschup et al., 2007). Ein weiteres klassisch
scrapiepositives Schaf mit dem Genotyp ARR/ARR wurde bei der Untersuchung von tiber
1700 Gewebeproben von klinischen Verdachtsfillen, die in Frankreich im Zeitraum von 1993
bis 2001 aufgetreten waren, detektiert (Groschup et al., 2007).

Tiere, bei denen das VRQ-Allel zusammen mit dem ARR-Allel auftritt, sind um ein
Vielfaches weniger empfinglich fiir klassische Scrapie als die unter 2.3.1.2 genannten
heterozygoten Trager des VRQ-Allels (Baylis & Goldmann, 2004) (Abbildung 7). Des

Weiteren wurde festgestellt, dass die fiir die vertikale aber auch horizontale Ubertragung von
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klassischer Scrapie bedeutsame Akkumulation von PrP* in der Plazenta von empfinglichen
Muttertieren (VRQ/VRQ) nicht stattfindet, wenn der Fetus den ARR-Haplotyp tréigt
(Andreoletti et al., 2002, Tuo et al., 2002, Lacroux et al., 2007). Bei infizierten Mutterschafen
mit einem VRQ-Allel, das in Kombination mit einem ARR-Allel auftritt, findet keine
Akkumulation von PrP> in der Plazenta statt, selbst wenn der Fetus den empfinglichen
Genotyp VRQ/VRQ besitzt (Lacroux et al., 2007).

Bemerkenswert ist ebenfalls, dass mit Scrapie infizierte ARR/VRQ-Schafe zwar PrP-
Ablagerungen im Gehirn zeigen, die sekundéren lymphatischen Organe jedoch nicht beteiligt

sind (van Keulen et al., 1996, Andreoletti et al., 2000).

2.3.1.4 Sonstige Prionproteinallele

Die Effekte der Allele ARH und AHQ auf die Scrapieempfianglichkeit sind tendenziell
hintergriindig und nicht eindeutig zu differenzieren. In Relation zum ARQ-Haplotyp gestellt,
scheint das AHQ-Allel die Resistenz gegen die klassische Scrapie zu steigern (Elsen et al.,
1999, O'Doherty et al., 2002, Baylis & Goldmann, 2004) (Abbildung 7): Elsen et al. (1999)
beobachteten einen dem ARR-Allel dhnlichen protektiven Effekt des AHQ-Allels in der
Rasse Romanov. O’Doherty et al. (2002) stellten bei Vorliegen des AHQ-Allels bei
Kreuzungstieren der Rassen Suffolk, Texel, Cheviot und Belclare in Irland ein signifikant
geringeres Risiko, an Scrapie zu erkranken, fest.

Das ARH-Allel erhoht die Empfanglichkeit seines Tragers fiir klassische Scrapie,
insbesondere in Kombination mit dem VRQ-Allel (Baylis & Goldmann, 2004) (Abbildung 7).
In anderen Genotypen scheint es aber die Resistenz zu steigern: So sind ARQ/ARH-Tréger im
Verhiltnis weniger von klassischer Scrapie betroffen als fiir ARQ homozygote Tiere und
AHQ/ARH-Trager weniger als Tiere, die homozygot fiir das AHQ-Allel sind (Baylis &
Goldmann, 2004) (Abbildung 7).

2.3.1.5 Situation in der deutschen Schafpopulation

In der deutschen Schafpopulation war im Zeitraum von Januar 2002 bis Februar 2006 mit
Ausnahme eines einzelnen Schafes (siehe 2.3.1.3) kein Triger des ARR-Allels von
klassischer Scrapie betroffen (Liihken et al., 2007). Das ARQ-Allel vermittelte die hochste
genetische Empfinglichkeit fiir klassische Scrapie, wihrend das VRQ-Allel, das allerdings
auch bei den nicht betroffenen Herdenmitgliedern der erkrankten Tiere nur zu ca. 5%

vertreten war, ein geringeres Risiko fiir die Erkrankung aufwies (Liihken et al., 2007).
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2.3.2 Atypische Scrapie

Die ersten Félle von atypischer Scrapie, die 1998 in Norwegen beobachtet wurden, wiesen
alle den bislang als mit geringer Scrapieempfinglichkeit assoziierten Haplotyp AHQ auf,
entweder in homozygoter Form oder heterozygot in Kombination mit dem ARQ-Allel.
Herdenmitglieder, die ein VRQ-Allel trugen, waren jedoch von der Erkrankung nicht
betroffen (Benestad et al., 2003).

Im Rahmen der seit 2002 EU-weit durchgefiihrten TSE-Uberwachungsprogramme wurden
schlieBlich in Deutschland zwei Schafe als atypisch scrapiepositiv diagnostiziert, die den
Genotyp ARR/ARR aufwiesen (Buschmann et al., 2004b). Auch in anderen EU-
Mitgliedsstaaten wie Portugal (Orge et al., 2004), Frankreich (Madec et al., 2004), Belgien
(De Bosschere et al., 2005) oder auch GroBbritannien (Saunders et al., 2006) wurden weitere
Félle bei ARR-homozygoten Tieren detektiert. Dieses stellt den absoluten Erfolg der im
Rahmen der Scrapiebekdmpfung durchgefiihrten ziichterischen Selektion auf das ARR-Allel
in Frage (Buschmann et al., 2004b).

Ein schon zuvor entdeckter und Dbislang als bedeutungslos angenommener
Aminosdureaustausch von Leucin (L) zu Phenylalanin (F) an Codon 141 des ovinen
Prionproteingens (Bossers et al., 1996), konnte von Moum et al. (2005) mit atypischer Scrapie
in Verbindung gebracht werden. Das Fj4;-Allel, welches ausschlieBlich in Verbindung mit
dem ARQ-Haplotyp vorkommt (Bossers et al., 1996, Hunter et al., 1996), sowie das AHQ-
Allel zeigten eine hochst signifikante Assoziation mit den Nor98-Fallen (Moum et al., 2005).
Moum et al. (2005) stellten fest, dass der AF;4;RQ-Haplotyp seinen Tragern dabei ein noch
hoheres Risiko, bei Exposition an atypischer Scrapie zu erkranken, verleiht als der AHQ-
Haplotyp, wobei sich die Effekte beider Allele additiv auswirken. Das im Hinblick auf die
klassische Scrapie als empfanglich beschriebene VRQ-Allel wurde im Rahmen dieser Studie
jedoch bei keinem der von Scrapie betroffenen Tiere gefunden, obwohl es in den betroffenen
Herden eine Frequenz von 22% ausmachte. Die Autoren vermuteten daher, dass das VRQ-
Allel seinen Triagern eine vollstindige oder zumindest partielle Resistenz gegen atypische
Scrapie verleiht.

In Deutschland konnte die hohe Empfanglichkeit des AF4;RQ- (Liihken et al., 2007) und des
AHQ-Haplotypen (Liihken et al., 2004, Liihken et al., 2007) fiir atypische Scrapie bestdtigt
werden. Genotypen, die das AF;4;RQ-Allel beinhalteten, hatten ein besonders hohes Risiko
zu erkranken, insbesondere in Kombination mit dem AHQ-Allel (Liihken et al., 2007). Der
Genotyp AL141RQ/ AL 14 RQ ist zwar nicht sehr empfénglich fiir atypische Scrapie, vermittelt

jedoch auch keine absolute Resistenz. Immer noch fast die Hélfte der betroffenen Tiere in
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Deutschland trugen den AL;4;RQ- oder den ARR-Haplotyp und immerhin 6,8% der von
atypischer Scrapie betroffenen Tiere wiesen den ARR/ARR-Genotyp auf (Liihken et al.,
2007).

2.4 BSE

2.4.1 Potentielle Bedeutung der Scrapie des Schafes fur die BSE des

Rindes

Wihrend bislang noch kein epidemiologischer oder experimenteller Hinweis dafiir vorliegt,
dass eine Verbindung zwischen der klassischen Form der Scrapie und irgendeiner beim
Menschen auftretenden TSE-Erkrankung besteht (Doherr, 2007), wird bei der BSE davon
ausgegangen, dass der ursidchliche Prionenstamm mit dem Ausldser der vCJD identisch ist
(Bruce et al., 1997, Hill et al., 1997).

Die ersten Fille von BSE traten Mitte der 1980er Jahre in GrofBbritannien bei einheimischen
Rindern auf. Dies war der Beginn einer Epidemie, die 1992 mit {iber 35 000 BSE-Fillen ihren
Hoéhepunkt erreichte (Pattison, 1998). Allgemein wird angenommen, dass Fleisch- und
Knochenmehl als Vehikel fiir die Verbreitung des infektiosen Agens diente (European
Commission, 2001). Der Ursprung der BSE wird jedoch kontrovers diskutiert (Doherr, 2007):
Das auslosende Agens der Scrapie beim Schaf kann als Ursache nicht ausgeschlossen werden
(European Commission, 2001). Die in diesem Zusammenhang bei Horn et al. (2001)
beschriebenen Faktoren scheinen aus Sicht des Scientific Steering Committee (SSC)
(European Commission, 2001), das die zur Entstehung der BSE aufgestellten Hypothesen
diskutierte, eine verniinftige Erklarung dafiir zu sein, dass die BSE in solch einem Ausmal in
GrofBbritannien vorkam und nicht an anderer Stelle: So hatte Grofbritannien in der Zeit von
1970 — 1985 innerhalb der EU die grofite Schafpopulation und das Verhiltnis von Schaf zu
Rind war eines der hochsten. Schiatzungen nach gab es mehrere tausend Scrapiefille pro Jahr.
Demnach wire in Fleisch- und Knochenmehl eine vergleichsweise hohe Infektiositit zu
finden, die den Ursprung der BSE des Rindes begriindet haben konnte. In der Zeit von 1970
bis 1988 wurde Fleisch- und Knochenmehl verstirkt in Milchaustauschern fiir Kalber
eingesetzt. Aullerdem wurden die Prozessparameter in den Tierkdrperbeseitigungsanstalten
verdndert: Auch nur eine Differenz um den Faktor 10 bei der Inaktivierung des infektidsen
Agens konnte signifikant zu der Entstehung der BSE-Epidemie beigetragen haben (Horn et
al., 2001). Durch ein Verbot im Juli 1988, Wiederkduerprotein an Wiederkéuer zu verfiittern,

sank die Inzidenz von Neuinfektionen und damit 5 Jahre spéter (= durchschnittliche
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Inkubationszeit) im Jahre 1993 auch das Auftreten von klinischen BSE-Fillen im Vereinigten

Konigreich (Pattison, 1998).

2.4.2 BSE beim Schaf

Aufgrund der Verbindung zwischen BSE und vCJD besteht die Sorge, dass auch Schafe durch
die Fiitterung kontaminierter Futtermittel mit BSE infiziert worden sein konnten (Fryer et al.,
2007). Im Tierversuch wurde nachgewiesen, dass Schafe oral mit BSE infiziert werden
konnen (Foster et al., 2001b). Zwar wurde bislang noch kein BSE-Fall bei einem Schaf
festgestellt (Doherr, 2007), aber im Jahre 2002 wurde im Rahmen der TSE-Uberwachung auf
einem Schlachthof eine BSE-positive Ziege identifiziert (Eloit et al., 2005).

Bellworthy et al. (2005a) beschrieben die Ubertragung von BSE auf natiirlichem Weg in einer
britischen Versuchsherde: Zwei Ladmmer steckten sich prd- oder peripartal bei ihren
experimentell infizierten Muttertieren an und starben an BSE. Die Autoren ziehen die
Moglichkeit in Betracht, dass der BSE-Erreger sich bei ausreichend hohem Infektionsdruck
und dem Vorhandensein von empfanglichen Tieren in der Schafpopulation verbreitet haben
konnte, wenn diese zu Beginn der BSE-Epidemie von BSE betroffen gewesen wire.

Bei experimentell mit BSE infizierten Schafen ist das klinische Erscheinungsbild wie auch bei
der Scrapie sehr variabel: Obwohl bei mit einem klassischen Scrapieisolat infizierten Schafen
zumeist Pruritus als erstes klinisches Anzeichen fiir die Erkrankung festgestellt wird, wahrend
bei von BSE betroffenen Tieren tendenziell Ataxie zuerst auftritt, ist die klinische
Symptomatik der beiden Erkrankungen generell nicht voneinander zu unterscheiden (Houston
& Gravenor, 2003).

Die Verteilung von PrP* in ZNS, lymphatischem System und autonomem Nervensystem ist
dem bei der Scrapie beobachteten Profil sehr dhnlich (Foster et al., 2001b, Jeffrey et al.,
2001). Die bei BSE-infizierten Schafen festgestellte Ausbreitung und Intensitit von PrP* in
lymphatischem Gewebe und peripherem Nervensystem wird bei BSE-infizierten Rindern so
nicht beschrieben. Hier werden kaum detektierbare Mengen von PrP% in peripheren Geweben
gefunden (Foster et al., 2001b, Wells, 2003).

Die Anreicherung von infektiosem Agens in den lymphatischen Organen BSE-infizierter
Schafe erhoht potentiell die Moglichkeit dessen Ausbreitung in der Population (Ersdal et al.,
2003). Seine Verteilung im lymphoretikuldren System stellt auch fiir den Konsumenten eine
potentielle Gefahr dar, da die peripheren Lymphknoten nur schwierig entfernt werden kénnen,
ohne den Schlachtkérper abzuwerten (Bellworthy et al., 2005b). Lezmi et al. (2006)
berichteten auch iiber das Vorhandensein von PrP* in motorischen Nervenfasern sowie der

Skelettmuskulatur von experimentell mit BSE infizierten Schafen. Die Autoren geben zu
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bedenken, dass auch dies das mdgliche Infektionsrisiko fiir den Menschen im Hinblick auf die

Konsumierung von Schaf- und Lammfleisch erhoht (Lezmi et al., 2006).

2.4.3 Einfluss des ovinen PrP-Genotyps auf die BSE-Empfanglichkeit

Wihrend die Aminosdurevarianten an Position 154 des ovinen Prionproteins keine
nachgewiesenen Auswirkungen auf die Inkubations- oder Uberlebenszeit nach einer BSE-
Infektion haben, beeinflusst der Aminosdurepolymorphismus an Codon 136 die Dauer der
Inkubationszeit zu einem geringen Grad. Tritt Valin an dieser Position heterozygot auf,
verldngert es die Inkubationszeit seiner Triger im Vergleich zu fiir Alanin homozygoten
Tieren (Goldmann et al., 1994). Der Austausch von Glutamin gegen Arginin an Position 171
des ovinen Prionproteins hat hingegen signifikante Auswirkungen auf die Empféanglichkeit fiir
experimentelle BSE: Glutamin steigert die Empfanglichkeit seiner Tréger fiir BSE, wihrend
Arginin deren Resistenz gegen die Erkrankung erhoht (Goldmann et al., 1994, Foster et al.,
2001a).

Houston et al. (2003) wiesen nach, dass Schafe des Genotyps ARR/ARR sich intrazerebral
mit BSE infizieren lassen. Es konnte jedoch kein PrP* im lymphatischen Gewebe detektiert
werden. Die Autoren halten es daher fiir unwahrscheinlich, dass Tiere dieses Genotyps das
infektiose Agens ausscheiden und so ihre Umwelt kontaminieren. Gegen orale und
intraperitoneale Infektion zeigten sich ARR/ARR-Schafe aulerdem resistent, was das Risiko
einer natlirlichen Infektion dieses Genotyps minimiert (Jeffrey et al., 2001, Lezmi et al.,
2006).

Eine bei dem Haplotyp ARQ auftretende Substitution von Prolin gegen Leucin in Codon 168
des ovinen Prionproteins ist mit erhdhter Resistenz gegen experimentelle BSE-Infektion
assoziiert (Goldmann et al., 2006). Der von Moum et al. (2005) mit atypischer Scrapie in
Zusammenhang gebrachte Aminosdureaustausch von Phenylalanin gegen Leucin an Position
141 spielt fiir die BSE-Empfénglichkeit keine Rolle (Goldmann et al., 2006). Vaccari et al.
(2007) stellten fiir einen Austausch von Threonin gegen Methionin an Position 137 und einen
Austausch von Lysin gegen Asparagin an Position 176 des ovinen Prionproteins zumindest

eine partielle Resistenz gegen BSE fest.

2.5 Rechtsgrundlagen zur Scrapiebekdmpfung beim Schaf

Die gesetzlichen Grundlagen zur TSE-Uberwachung und -Verhiitung werden derzeit durch
die Verordnung (EG) 999/2001 festgelegt. Diese ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt
unmittelbar in jedem EG-Mitgliedsstaat.
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2.5.1 TSE-Uberwachungssysteme

Die Verordnung (EG) 999/2001 schreibt vor, dass die Mitgliedstaaten der Europdischen
Gemeinschaft jihrlich TSE-Uberwachungsprogramme durchfiihren. Eine bestimmte
Mindestanzahl von fiir den menschlichen Verzehr geschlachteten Schafen aber auch von
gefallenen und getdteten Tieren, die sich nach der Stirke der Schafpopulation des jeweiligen
Mitgliedsstaates richtet, wird mithilfe von festgelegten Schnelltestverfahren auf das Vorliegen
einer TSE untersucht. Die getesteten Tiere miissen mindestens 18 Monate alt sein oder es
miissen mehr als zwei bleibende Schneidezéhne das Zahnfleisch durchbrochen haben. Bei
positivem oder nicht eindeutigem Ergebnis wird das Gehirn entfernt und zur weiteren
Untersuchung an das nationale Referenzlabor, im Falle von Deutschland an das Friedrich-
Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Insel Riems gesandt. Dort
werden Tests zur Bestitigung des positiven Ergebnisses, wie immunhistochemische
Nachweisverfahren, Western Blot oder der Nachweis charakteristischer Fibrillen im
Elektronenmikroskop durchgefiihrt. Féllt einer der Bestitigungstests positiv aus, gilt das Tier

als scrapiepositiv (Verordnung (EG) 999/2001).

2.5.2 Verfitterungsverbot

Um der Ausbreitung des infektiosen Agens vorzubeugen, ist das Verfiittern tierischer Proteine
mit einigen Ausnahmen, wie z.B. Milch und Milcherzeugnisse, an Wiederkduer nicht gestattet

(Verordnung (EG) 999/2001).

2.5.3 Spezifizierte Risikomaterialien

Im Zuge der Schlachtung werden bei allen Schafen und Ziegen iiber 12 Monate, sowie Tieren,
bei denen ein bleibender Schneidezahn das Zahnfleisch durchbrochen hat, der Schédel,
einschlieBlich Gehirn, Augen, Tonsillen und das Riickenmark als spezifizierte
Risikomaterialien unmittelbar nach Entfernung aus dem Tierkorper gekennzeichnet und nach

den Vorgaben der Verordnung (EG) 1774/2002 beseitigt (Verordnung (EG) 999/2001).

2.5.4 Zuchtprogramme

Jeder EG-Mitgliedsstaat hat eine reprisentative Stichprobe seiner gesamten Schafpopulation
im Hinblick auf die Codons 136, 141, 154 und 171 zu genotypisieren. Weiterhin konnen die
Mitgliedsstaaten Zuchtprogramme einfiihren, um auf TSE-Resistenz zu selektieren
(Verordnung (EG) 999/2001).

In Deutschland legte bislang die aufgrund der EG-Entscheidung 2003/100/EG erlassene TSE-

Resistenzzuchtverordnung die Mindestanforderungen an die Ziichtung auf Scrapieresistenz
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bei Schafen fest. Mit der Verordnung (EG) 727/2007 vom 26. Juni 2007 wurde die EG-
Entscheidung 2003/100/EG auBler Kraft gesetzt und folgende Mindestanforderungen an
Zuchtprogramme fiir Schafe auf TSE-Resistenz in der Verordnung (EG) 999/2001 zugrunde
gelegt:

Die Zuchtprogramme konzentrieren sich ausschlieBlich auf Herden mit hohem genetischem
Wert. Es sind jedoch stets die Seltenheit der betreffenden Rasse und die Frequenz des ARR-
Haplotypen in der Population zu beriicksichtigen. Inzucht oder genetische Drift ist zu
vermeiden (Verordnung (EG) 999/2001).

Das Zuchtziel besteht darin, die Héaufigkeit des ARR-Allels zu erhdhen und die fiir Scrapie
empfinglichen Allele aus der Population zu eliminieren. Dafiir miissen die Tiere einzeln
identifizierbar sein. Alle Bocke aus der betreffenden Herde miissen genotypisiert und Trager
des VRQ-Haplotypen innerhalb von 6 Monaten geschlachtet oder kastriert werden. Ménnliche
und weibliche Tiere mit VRQ-Allel diirfen den Betrieb nur zur Schlachtung verlassen. Zum
Schutz von Rasse- und Produktionsmerkmalen konnen Ausnahmen von diesen
Bestimmungen beschlossen werden (Verordnung (EG) 999/2001).

Die TSE-Resistenz wird anerkannt, wenn sich in dem betreffenden Betrieb nur ARR-
homozygote Schafe befinden (Stufe I) oder wenn die gesamte Nachkommenschaft des
Betriebes von Bocken abstammt, die Trager des Genotyps ARR/ARR sind (Stufe II). Aus den
als TSE-resistent anerkannten Herden werden regelmiflig nach dem Zufallsprinzip Proben
zwecks Genotypisierung entnommen. Zusdtzlich werden iiber 18 Monate alte Tiere

stichprobenartig auf das Vorliegen einer TSE untersucht (Verordnung (EG) 999/2001).

2.5.5 MaBRnahmen im Seuchenfall

Bei Auftreten eines TSE-Falles muss von jedem positiven Schaf der Prionproteingenotyp
(Codons 136, 154, 171) bestimmt werden. Jeder Fall bet ARR/ARR homozygoten Tieren
muss unverziiglich der Europdischen Kommission gemeldet werden. Liegt ein Fall von
atypischer Scrapie vor, so ist zusdtzlich der Genotyp an Codon 141 des ovinen Prionproteins
zu bestimmen (Verordnung (EG) 999/2001).

Mit den Herdenmitgliedern bzw. allen {ibrigen Tieren des Haltungsbetriebes, aus dem das
TSE-positive Tier stammt, wird wie folgt verfahren:

Kann ein BSE-Fall bei dem positiven Tier nicht ausgeschlossen werden, so ist die gesamte
Herde zu téten und unschidlich zu beseitigen (Verordnung (EG) 999/2001).

Liegt ein Fall von klassischer Scrapie vor, konnen Zuchtbocke, die homozygot fiir das ARR-
Allel sind, und weibliche Zuchttiere mit mindestens einem ARR-Allel aber keinem VRQ-
Allel in der Herde verbleiben. Auch Schlachtschafe, die mindestens ein ARR-Allel tragen
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oder unter 3 Monate alt sind, miissen nicht getdtet und unschadlich beseitigt werden. Von der
Totung aller iibrigen Tiere kann unter anderem jedoch abgesehen werden, wenn das ARR-
Allel selten in der Zucht oder der Herde selbst vorkommt oder die fraglichen Tiere zur
Vermeidung von Inzucht bendtigt werden. In die betroffenen Betriebe diirfen fiir einen
definierten Zeitraum nur Schafbocke mit dem Genotyp ARR/ARR und weibliche Schafe mit
mindestens einem ARR-Allel aber keinem VRQ-Allel verbracht werden (Verordnung (EG)
999/2001).

Bei Auftreten eines atypischen Scrapiefalles kann der betreffende Betrieb anstelle einer
Keulung der gesamten Herde auch zwei Jahre unter verstirkte TSE-Uberwachung gestellt
werden. Alle Schafe und Ziegen miissen identifiziert werden und alle iiber 18 Monate alte
Tiere, die zum menschlichen Verzehr geschlachtet werden, im Betrieb verenden oder getotet
werden, miissen auf das Vorliegen einer TSE getestet werden (Verordnung (EG) 999/2001).
Den Mitgliedsstaaten steht es frei, alle Tiere, die beim Auftreten eines Scrapiefalles (klassisch
und atypisch) zur Totung und unschéddlichen Beseitigung bestimmt sind, stattdessen der
Schlachtung zuzufiihren, sofern iiber 18 Monate alte Tiere und Tiere, bei denen zwei
bleibende Schneidezédhne das Zahnfleisch durchbrochen haben auf das Vorliegen einer TSE
getestet werden (Verordnung (EG) 999/2001).

Beim Auftreten von Scrapie oder BSE ist der Prionproteingenotyp von mindestens 50
Schafen, die beseitigt, getdtet oder geschlachtet werden, zu bestimmen (Verordnung (EG)

999/2001).

2.6 Einflussnahme anderer Genorte auf die TSE-Resistenz

Schon lange ist bekannt, dass Polymorphismen im Prionproteingen die Resistenz gegeniiber
TSE beeinflussen (Prusiner, 1991b). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass sich auch andere
Genorte bei Prionenerkrankungen auf die Lidnge der Inkubationszeit auswirken (Bruce &
Dickinson, 1985, Carlson et al., 1988). So wurden in verschiedenen Studien bei experimentell
infizierten Mausen Quantitative Trait Loci (QTL) gefunden, die die Lange der Inkubationszeit
beeinflussen (Tabelle 3). Des Weiteren wurde in einigen Studien ein Einfluss des Geschlechts

auf die Inkubationszeit festgestellt (Tabelle 3).
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Tabelle 3: QTL-Analysen fiir TSE-Empfinglichkeit bei der Maus. Der jeweiligen Studie
sind das zur Inokulation verwendete TSE-Isolat und die chromosomale Lokalisation der
detektierten QTL zugeordnet. Weiterhin werden beschriebene Geschlechtseffekte (&/%-
Effekt) aufgefiihrt.

Studie TSE-Isolat 3/Q-Bftekt AT
Stephenson et al. (2000) Chandler-Scrapieisolat - 7,9,10,11, 18, 19
Lloyd et al. (2001) Chandler/RML-Scrapieisolat - 2,6,7,11,12
Manolakou et al. (2001) BSE-Isolat + 2,4,8,15
Lloyd et al. (2002) BSE-Isolat - 2,11
Moreno et al. (2002) C506M3-Scrapieisolat + 4,5,6,7,8,17
Moreno et al. (2003) ME7-Scrapieisolat + 4,5,6,7,8,17

In zahlreichen Studien wurden Unterschiede in der Genexpression zwischen scrapieinfizierten
Miusen und Kontrolltieren sowie auch zwischen mit unterschiedlichen Scrapieisolaten
infizierten Méusen festgestellt (Tabelle 4). Auch dieses spricht dafiir, dass weitere Gene die

Pathogenese der Scrapie beeinflussen.

2.6.1 QTL fur TSE-Resistenz auf Mauschromosomen 9 und 2

Die Ergebnisse folgender Studien machen das ovine Chromosom 15 fiir Assoziationsstudien
im Hinblick auf Scrapieresistenz interessant: Stephenson et al. (2000) detektierten einen QTL
fiir Scrapieresistenz bei der Maus auf Chromosom 9, dessen LOD-Score seinen Peak im
Intervall zwischen den Markern D9Mit9] und D9Mit25 hatte. In diesem
Chromosomenabschnitt liegen bei der Maus die Gene Zink Finger and BTB Domain
containing 16 (Zbtb16), Heat Shock Protein 8 (Hspa8) und Burkitt lymphoma receptor 1
(BIrl) (Mouse Genome Database, 01/2008). Diese drei Gene sind beim Rind auf Chromosom
15 lokalisiert (GenBank Nrn.: 534401, 281831 und 497021).
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Tabelle 4: Uberblick iiber einige Expressionsstudien, die die Genexpression in Gehirnen
von scrapieinfizierten Miusen untersuchten. Die Anzahl (n) der detektierten Gene, die
sich deutlich in ihrer Expression zwischen scrapieinfizierten Tieren und Kontrolltieren
oder zwischen den mit wunterschiedlichen Scrapieisolaten infizierten Tieren
unterschieden, ist wie auch die zur Infektion der Versuchstiere verwendeten
Scrapieisolate aufgefiihrt.

Studie Scrapieisolat Vergleich von Gene (n)

scrapieinfizierten Tieren und

Dandoy-Dron et al. (1998) C506M3 Kontrolltieren 8
mit unterschiedlichen
Booth et al. (2004a) ME7, T9A, 22A Scrapieisolaten infizierten 114°
Tieren
.. . . K,a
scrapieinfizierten Tieren und 158™
Booth et al. (2004Db) ME?7, 79A Kontrolltieren 41
Riemer et al. (2004) 139A scraplemﬁmertel} Tieren und 1147
Kontrolltieren
: ME7, 22L, scrapieinfizierten Tieren und > 400
Skinner et al. (2006) Chandler/RML Kontrolltieren 22Pa
Xiang et al. (2004) ME7, RML,  Scrapieinfizierten Tieren und 121°
Kontrolltieren

P Expression wurde in der praklinischen Phase der Scrapie analysiert, K Expression wurde in der
klinischen Phase der Scrapie analysiert, * Gene unterschieden sich deutlich in ihrer Expression
zwischen scrapieinfizierten Tieren und Kontrolltieren, ® Gene unterschieden sich deutlich in ihrer
Expression zwischen den mit unterschiedlichen Scrapieisolaten infizierten Tieren

Weiterhin identifizierten Lloyd et al. (2002) durch Composite Intervall Mapping drei QTL fiir
BSE-Resistenz im Abstand von hochstens 10 ¢cM zueinander auf Mauschromosom 2. Einer
davon liegt in der Ndhe des Markers D2Mit304. Im Intervall Mapping wiesen sowohl der
Marker D2Mit304 als auch der benachbarte Marker D2Mit274 signifikante LOD-Scores auf.
Zwischen diesen beiden Markern liegen bei der Maus die Gene Catalase (CAT), Follicle
Stimulating Hormone, beta (FSHB) und Potassium Voltage-gated Channel, Shaker-related
Subfamily, Member 4 (KCNA4) (Mouse Genome Database, 01/2008). Auch diese Gene sind
beim Rind auf Chromosom 15 lokalisiert (GenBank Nrn.: 531682, 281171 und 281880).
Rinderchromosom 15 ist homolog zu Schafchromosom 15 (Vergleich SheepMap 4.7 BP SA,
Cattle 3 — Ihara et al. (2004) (Sheep Comparative Maps, 01/2008)).

2.6.2 QTL fur TSE-Resistenz auf Mauschromosom 7

Die Ergebnisse von Moreno et al. (2003) machen den distalen Teil des ovinen Chromosoms
14 fiir Assoziationsstudien im Hinblick auf Scrapieresistenz interessant: Die Autoren
detektierten bei der Maus einen QTL fiir Scrapieresistenz auf dem proximalen Teil von

Chromosom 7, in dem die beiden Marker D7Mit76 und D7Mit246 lokalisiert sind. Dieser
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Bereich auf Mauschromosom 7 (Mouse Genome Database, 01/2008) ist homolog zu dem
distalen Teil des bovinen Chromosoms 18 (Goldammer et al., 2002). Der distale Teil von
Rinderchromosom 18 wiederum ist homolog zum distalen Teil von Schafchromosom 14
(Vergleich SheepMap 4.7 BP SA, Cattle 3 — Thara et al. (2004) (Sheep Comparative Maps,
01/2008)).

2.6.3 Mikrosatelliten

Mikrosatelliten sind Wiederholungen von 1 — 6 bp langen Nukleotidmotiven und werden auch
als simple sequence repeats (SSR) bezeichnet. 48 — 67% aller SSRs in vielen Spezies sind
Dinukleotidrepeats. Bei Primaten herrschen jedoch poly-A/T-Sequenzen vor. Im Gegensatz
zu Di- und Tetranukleotidrepeats kommen Triplet-SSRs hiufiger in kodierenden als in nicht
kodierenden Regionen des Genoms vor. Ihre Mutationsrate ist mit 10°— 10" Ereignissen pro
Genlokus pro Generation im Vergleich zur Rate der Punktmutationen in kodierenden
Genbereichen sehr hoch. DNA-Slippage wihrend der DNA-Replikation und Rekombination
zwischen DNA-Stringen (ungleiches Crossing over, Genkonversion) stellen zentrale
Mechanismen in der Entstehung solcher Mutationen dar. Obwohl der Mutationsprozess
deutlich von verschiedenen Faktoren wie Spezies, Repeat-Typ, Alter und Geschlecht
beeinflusst wird, manifestiert sich die SSR-Instabilitit vorwiegend in einer verdnderten
Anzahl der Repeats (Li et al., 2002, Li et al., 2004).

Mikrosatelliten haben Effekte auf die Chromatinorganisation, die Regulation des DNA-
Metabolismus (Rekombination, DNA-Replikation, Zell-Zyklus, Mismatch repair system) und
die Regulierung von Genaktivierung (Transskription, Translation, Binding protein) und sind
deswegen nicht als evolutionsbiologisch neutral einzustufen. Die genomische Verteilung von
Mikrosatelliten erstreckt sich nicht zufillig liber Protein kodierende Sequenzen, UTRs und
Introns. SSR-Mutationen in diesen Regionen konnen einen Frameshift, Schwankungen in der
Genexpression, eine Inaktivierung eines Gens oder sogar Funktionséinderungen eines Gens
hervorrufen (Li et al., 2002, Li et al., 2004).

SSRs sind wegen ihres hohen Polymorphiegrades hochgradig informativ und kénnen meistens
in einer Polymerase-Kettenreaktion nach einem Standardprogramm amplifiziert werden
(Schlétterer, 2004). Durch Multiplex-PCR oder Multiloading kann so eine Vielzahl von
Genorten effektiv und kostengiinstig typisiert werden (Peter, 2005).

Die Verwendung von Mikrosatelliten in indirekten Gentests fiir Erbkrankheiten, bei denen das
ursdchliche Gen noch nicht identifiziert worden ist, ist gingig. Beispiele hierfiir sind
Erbkrankheiten wie die Bovine Progressive Degenerative Myeloenzephalopathie (,,Weaver*-

Syndrom) oder die Spinale Dysmyelinisierung, die bei Brown-Swiss-Rindern und deren
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Kreuzungstieren auftreten (Gentile & Testoni, 2006). Auch fiir die bei dieser Rasse
auftretende Spinale Muskelatrophie, fiir die das ursidchliche Gen kiirzlich identifiziert wurde
(Krebs et al., 2007), war zuvor ein markergestiitzter Test entwickelt worden (Gentile &

Testoni, 2006).
2.7 Kandidatengene fiir Scrapieresistenz

2.7.1 Cathepsine Bund D

Sowohl in vivo (Safar et al., 2005) als auch in vitro (Enari et al., 2001, Peretz et al., 2001)
wird PrP* nicht nur gebildet, sondern wie auch PrP® wieder abgebaut. Der genaue
Mechanismus der Beseitigung von PrP*® aus dem Gehirn ist unbekannt. Caughey et al. (1991)
und Taraboulos (1992) vermuteten, dass PrP* in Lysosomen iiberfiihrt und durch lysosomale
Proteasen am N-Terminus geschnitten wird. Fiir einen moglichen Einfluss des endosomalen /
lysosomalen Systems auf die Pathogenese von TSE sprechen die Beobachtungen von
Supattapone et al. (1999, 2001), die feststellten, dass PrP*° durch verzweigte Polyamine aus
scrapieinfizierten Neuroblastomzellen eliminiert werden konnte. Diese benotigten ndmlich in
vitro einen sauren pH-Wert, um die Proteaseresistenz von PrP*° herabzusetzen und
akkumulierten auBerdem in den Lysosomen lebender Zellen. Die Autoren leiteten daraus die
Maoglichkeit ab, dass lysosomale Proteasen normalerweise PrP*° in prioneninfizierten Zellen
mit einem geringen Durchsatz abbauen und dass dieser Vorgang durch verzweigte Polyamine
beschleunigt werden kann. Die beiden Proteasen Cathepsin B und Cathepsin D, die neben
einer Vielzahl von hydrolysierenden Enzymen in Lysosomen enthalten sind (Ishidoh &

Kominami, 2002), konnten in diesem Zusammenhang eine Rolle spielen.

2.7.1.1 Cathepsin B

Erste Hinweise auf eine Beteiligung der Cysteinprotease Cathepsin B (CTSB) in der
Pathogenese von TSE geben die von Arnold et al. (1995) durchgefiihrten Untersuchungen an
Gehirnen von scrapieinfizierten Miusen: Die Autoren stellten fest, dass PrP*° in spiten
Endosomen, den Vorldufern von Lysosomen, akkumuliert, und dort gleichzeitig eine Aktivitat
von CTSB zu detektieren war.

Diese These wurde bekriftigt durch Luhr et al. (2004b), die berichteten, dass der Abbau von
PrP* in mit Scrapie infizierten Nervenzellen vornehmlich durch Cysteinproteasen bei einem
sauren pH-Wert stattfindet, woraus die Autoren ebenfalls auf eine Degradierung von PrP* in
endosomalen / lysosomalen Kompartimenten schlossen. Eine mogliche Involvierung von

CTSB in den PrP*-Abbau wurde in einer anderen Studie der Autoren bestitigt, in der der
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Einsatz eines selektiven Cathepsin B-Hemmers den PrP*-Gehalt von scrapieinfizierten
Nervenzellen deutlich erhdhte (Luhr et al., 2004a).

Es gibt Hinweise darauf, dass im Verlauf einer Scrapieinfektion vermehrt CTSB nachgefragt
wird: So konnten mehrere Arbeitsgruppen eine erhohte Expression von CTSB in mit Scrapie
infizierten Mausegehirnen feststellen (Booth et al., 2004b, Xiang et al., 2004, Skinner et al.,
2006). Zusitzlich wurde in neuronalen Zellen nach der Infektion mit Scrapieprionen ein
signifikanter Anstieg der Enzymaktivitdt von CTSB detektiert (Zhang et al., 2003).

Zusitzlich scheint CTSB im Zusammenhang mit Apoptose und der Aktivierung von
Mikroglia, welches charakteristische Merkmale der Pathologie von TSE sind (Giese et al.,
1995, Betmouni et al., 1996), von Bedeutung zu sein: In einer neuronalen Zellkultur konnte
Apoptose durch aus aktivierten Mikroglia gewonnenes Medium induziert werden, was auf die
Wirkung von CTSB zuriickzufiihren war. Noch schneller lie3 sich dieser Effekt durch CTSB
in Reinform erzielen (Kingham & Pocock, 2001). Somit ist C7SB auch von seiner
proapoptotischen Wirkungsweise her gesehen als Kandidatengen fiir Scrapieresistenz zu
begreifen.

Im Bezug auf andere neurodegenerative Erkrankungen, wie die Alzheimersche Erkrankung
(AD), liegen widerspriichliche Ergebnisse iiber die Wirkung von CTSB vor: Gan et al. (2004)
konnten zeigen, dass durch Amyloid B, welchem im Rahmen der AD eine dhnliche Funktion
zukommt wie PrP* im Rahmen von TSE, aktivierte Makrophagen CTSB absondern, was in
der Folge zu neurotoxischen Effekten auf primdre Neuronen fiihrt. Miiller-Steiner et al.
(2006) stellten hingegen einen neuroprotektiven und antiamyloidogenen Effekt des CTSB im
Rahmen der AD fest. Die Autoren halten es fiir wahrscheinlich, dass eine verminderte CTSB-
Aktivitét sich negativ auf den Krankheitsverlauf auswirkt, wéhrend eine Aktivitétssteigerung
der Neuropathologie jedoch entgegenwirken konnte. Die AD ist wie auch
Prionenerkrankungen durch die  Ablagerung unldslicher  Proteinkomplexe und
Neurodegeneration gekennzeichnet (DeArmond, 1993). Aufgrund dessen stirken die
Ergebnisse aus den eben genannten Studien die Rolle von CTSB als Kandidatengen fiir

Scrapieempfanglichkeit beim Schaf.

2.7.1.2 Cathepsin D

Bei sCJD-Patienten konnte die Involvierung des ELS auch in Zusammenhang mit der
lysosomalen Aspartatproteinase CTSD beobachtet werden: In den Gehirnen von Erkrankten
war CTSD vorwiegend in den Lysosomen lokalisiert und zeigte eine herdformige
Kolokalisation mit intra- und perineuralen PrP%-Ablagerungen. In Pyramidenzellen der

GroBhirnrinde und Purkinjezellen der Kleinhirnrinde von sCJD-Fillen, die ein hohes Maf3 von
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Gewebezerstorung aufwiesen, war der Volumenanteil von CTSD signifikant hoher als dieses
bei sCJD-Fiéllen mit einem geringen Mal3 an zerstortem Gewebe der Fall war. Der Verlust an
Neuronen sowie die Dichte der PrP*-Ablagerungen waren positiv mit dem Volumenanteil
von CTSD korreliert (Kovacs et al., 2007). Dies deutet auf eine Rolle des CTSD im PrP%°-
Stoffwechsel hin. Das Enzym CTSD ist in der Lage, ein kurzes Stiick am C-Terminus des
Prionproteins zu entfernen, an dem der GPI-Anker angeheftet ist (Lewis et al., 2006). Weitere
Hinweise fiir eine Beteiligung des CTSD an der Pathogenese der Scrapie geben zahlreiche
Expressionsstudien: Xiang et al. (2004) konnten in mit unterschiedlichen Scrapiestimmen
infizierten Méusegehirnen eine vermehrte Expression von CTSD beobachten. Die erhdhte
Expression stand dabei in zeitlichem Zusammenhang mit dem Beginn der PrP*-
Akkumulation und der Aktivierung der Mikroglia. Brown et al. (2004) identifizierten im
Scrapiemausmodell eine gesteigerte Expression von CTSD in einem Zeitraum vor Einsetzen
der klinischen Symptomatik, fiir den bekannt ist, dass 50% der Neuronen der CA1-Region des
Hippocampus zugrunde gehen. Diedrich et al. (1991a, 1991b) konnten einen Monat nach
Einsetzen der Akkumulation von PrP* in Astrozyten von scrapieinfizierten Méusen auch dort
eine vermehrte Expression von CTSD detektieren. Riemer et al. (2004) stellten eine
Steigerung der CTSD-Expression zu einem relativ spiten Zeitpunkt bei Miusen im Verlauf
einer Scrapieinfektion fest. Die Autoren halten es fiir wahrscheinlich, dass dieses die weitere
Aktivierung und Differenzierung von Gliazellen widerspiegelt.

Auch im Zusammenhang mit dem bei Scrapie auftretenden neuronalen Zellverlust (Bulgin &
Melson, 2007) ist CTSD interessant: In einer Studie von Kim et al. (2007) kam CTSD in der
Zellkultur eine zentrale Rolle als Mediator des neurotoxischen Effektes von aktivierten
Mikroglia zu. Die Neurotoxizitdt schien unabhidngig von der proteolytischen Aktivitit des
CTSD zu sein. Weiterhin stellten McLaughlin et al. (2006) fest, dass die toxische Wirkung
von stimulierten Mikroglia, die aus der Mauslinie C57BL/6 isoliert worden waren, auf
neuronale Zellen zweimal grofer war als die von stimulierten Mikroglia, die aus Gehirnen
von SWR/J-Méusen stammten und in denen die Menge an CTSD {iber 50% geringer war als
in den Mikroglia der Mauslinie C57BL/6. Dies deutet ebenfalls auf die neurotoxische
Wirkung von mikroglialem CTSD hin. Zusétzlich zu seinen funktionellen Attributen spricht
auch die Lage von C7SD in einem QTL fiir Scrapieresistenz bei der Maus auf Chromosom 7
(Moreno et al., 2003) fiir die Auswahl als Kandidatengen fiir Scrapieempfanglichkeit beim
Schaf.
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2.7.2 Calpain 2

Calpaine sind nichtlysosomale intrazelluldre Cysteinproteasen. Zu ihrer Gruppe gehdren die
beiden ubiquitdren Enzyme Calpain 1 (p-Calpain) und Calpain 2 (m-Calpain). Das Calpain 2
ist ein Heterodimer, das sich aus einer 80 kDa schweren katalytischen Untereinheit, die von
dem Gen Calpain, Large Polypeptide L2 (CAPN2) kodiert wird, und einer kleineren 28 kDa
schweren regulatorischen Untereinheit, die es mit dem Calpain 1 gemein hat, zusammensetzt
(Goll et al., 2003). Die katalytische Untereinheit wiederum besteht aus vier Doménen (I — IV)
mit unterschiedlichen Funktionen. Doméne II umfasst zwei Subdoménen (I1a und IIb), die fiir
die katalytische Aktivitét zustidndig sind (Wu et al., 2007).

Calpaine spielen vermutlich eine wichtige Rolle bei der Umformung des Zytoskeletts, bei der
Zelldifferenzierung, Apoptose, Nekrose, in der Embryonalentwicklung und bei der Langzeit-
Potenzierung an Synapsen von Nervenzellen (Wu et al., 2007). In der Pathogenese von
Morbus Alzheimer gibt es Hinweise darauf, dass Calpain 2 in die Neurodegeneration
involviert ist (Grynspan et al., 1997, Tsuji et al., 1998). Auch mit anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie Down Syndrom, kortikobasale Degeneration, progressive supranukleére
Lahmung und Lewy-Body-Demenz ist aktiviertes Calpain 2 in Verbindung gebracht worden
(Adamec et al., 2002). Wie die oben erwdhnten Krankheiten gehen auch Prionenerkrankungen
mit einer pathologischen Ablagerung von Proteinmaterial im ZNS einher (Prusiner, 1998).
Untersuchungen von Yadavalli et al. (2004) weisen darauf hin, dass die endoproteolytische
Spaltung von PrP% von Calpainen abhingt und einen wichtigen Schritt bei der
PrP*-Formation und -Vermehrung darstellt: Im gesunden Gehirn des Menschen ist ein 17
kDa schweres C-terminales Fragment des PrP® zu finden, das durch Spaltung an AS-Position
110/111 entsteht und als C1 bezeichnet wird (Chen et al., 1995). In Gehirnen von Creutzfeldt-
Jakob Erkrankten hingegen wird ein Proteinase K-resistentes Fragment des Prionproteins
produziert, anscheinend das Resultat einer Spaltung an der Position, an der PrP* auch durch
Proteinase K geschnitten wird. Dieses 21 kDa schwere Fragment wird als C2 bezeichnet und
hat offenbar dieselbe molekulare Masse wie unglykosyliertes PrP-(27 — 30), der
proteaseresistente Kern des PrP* (Chen et al., 1995, Yadavalli et al., 2004). Yadavalli et al.
(2004) leiteten aus der Behandlung von prioneninfizierten Zellen mit zelluldren
Proteaseinhibitoren ab, dass die Produktion von C2 durch Calpaine vermittelt wird: In
scrapieinfizierten Médusegehirnzellen (SMB-Zellen) wurde die Produktion von C2 durch
verschiedene Calpaininhibitoren gehemmt. Die Wirkung des Calpain Inhibitors IV war am
effektivsten und resultierte in einer scheinbar kompletten Eliminierung von C2. Der CI-

Gehalt erhohte sich auf ein fiir gesunde Zellen charakteristisches Maf. Die Autoren
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interpretierten dieses Phinomen als eine konformationsabhingige Verschiebung von PrP*- zu
vorherrschend PrP¢-Bildung. Der Inhibitor Calpain IV fiihrt zu einer irreversiblen Hemmung
von Calpain 2 und Cathepsin L (Angliker et al., 1992), die somit ursédchlich fiir die Produktion
von C2 infrage kommen. Eine Involvierung von Cathepsin L wurde von Yadavalli et al.
(2004) in ihrer Studie jedoch ausgeschlossen. Weiterhin hatte die Behandlung der infizierten
Zellen mit den Calpaininhibitoren MDL28170 und Calpeptin ebenfalls eine signifikante
Reduktion von C2 bei niedrigeren C1-Gehalten zur Folge (Yadavalli et al., 2004).

Wihrend Calpain Inhibitoren in der Studie von Yadavalli et al. (2004) die Produktion von C2
hemmten, hatten Ionophoren, welche den intrazelluldren Calciumgehalt der SMB-Zellen
erhohten und gleichzeitig die Calpainaktivitdt steigerten, den gegensitzlichen Effekt: Die
Behandlung von SMB-Zellen mit dem Ca*"-Ionophor Ionomycin stimulierte die durch
Calpain vermittelte Spaltung von PrP bei einer Ca**-Konzentration von 2 mM, was in einem
dosisabhingigen Anstieg von C2 und einer damit einhergehenden Reduktion des Gehaltes an
ungeschnittenem PrP resultierte (Yadavalli et al., 2004). Auch dieses deutet auf eine
Beteiligung des Calpain 2 hin, da dieses in vitro die Hélfte seiner maximalen Enzymaktivitat
bei einer Calciumkonzentration von 0,4 — 0,8 mM erreicht, wovon sich auch die Bezeichnung
m-Calpain ableitet (Goll et al., 2003). Funktionell erklirt sich das so, dass in Abwesenheit
von Calcium die beiden Subdoménen Ila und IIb der katalytischen Untereinheit durch eine
tiefe Kluft geteilt sind, was das aktive Zentrum des Enzyms in eine strukturelle Konformation
versetzt, die eine Substrathydrolyse nicht zuldsst. Bindet Calcium jedoch an die katalytische
Untereinheit, findet eine Konformationsédnderung statt, was in einem funktionstiichtigen
aktiven Zentrum der Cysteinprotease resultiert (Wu et al., 2007).

Verdnderungen in der Calciumhomoostase spielen im Hinblick auf transmissible spongiforme
Enzephalopathien unter anderem auch im Zusammenhang mit neuronalem Zelltod eine Rolle
(Kristensson et al., 1993, Ferreiro et al., 2006): In einem Modellversuch wurde gezeigt, dass
PrP-(106 — 126), ein synthetisches Peptidhomolog zu PrP*, in kortikalen Neuronen zu einer
Deregulierung der Calciumhomdostase fiihrte. Schon 24 h nach Inkubation mit dem PrP*°-
Homolog erhohte sich der intrazelluldre Calciumgehalt, was iiber die Freisetzung von
Cytochrom C und die anschlieBende Aktivierung von Caspasen den apoptotischen Zelltod
nach sich zog (Ferreiro et al., 2006). Diese Verdnderungen im Calciumhaushalt konnten also
durch eine Aktivierung von CAPN2 den Prionproteinstoffwechsel beeintrachtigen. CAPN2
kann in diesem Zusammenhang aber auch fiir den nach dem intrazelluldiren Calciumanstieg
eintreffenden Zelltod mitverantwortlich sein: O Donovan et al. (2001) postulierten, dass PrP-

(106 — 126) den apoptotischen Zelltod von Neuronen nach einer initialen Calciumfreisetzung
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aus den Mitochondrien zum einen durch die Aktivierung von Caspasen zum anderen durch
die Aktivierung von Calpainen ausloste. Weiterhin stellten Lopes et al. (2007) in Neuronen,
die mit PrP-(106 — 126) behandelt worden waren, eine signifikant hohere Calpainaktivitét fest
als in Kontrollzellen. Sie konnten zeigen, dass der Calpaininhibitor MDL28170 die durch das
Peptidhomolog hervorgerufene Calpainaktivitdt deutlich hemmte und den neuronalen Zelltod
signifikant reduzierte. CAPN2 ist also zum einen wegen seines moglichen Einflusses auf die
PrP-Formation und -Vermehrung zum anderen wegen seines potentiellen Mitwirkens am
neuronalen Zelltod im Verlauf einer Scrapieerkrankung ein Kandidatengen fiir

Scrapieempfanglichkeit beim Schaf.

2.7.3 Kallikrein 1

Im Rahmen der unter 2.6.2 erwéhnten Studie vermuteten Moreno et al. (2003) bei der Maus
einen weiteren QTL fiir Scrapieresistenz auf Chromosom 7, in welchem sich die beiden
Kallikreine KLK1b3 und K1b4 (bzw. Nerve Growth Factor o und Nerve Growth Factor y)
befinden. Sie sind zwei von 24 Paralogen des humanen Kallikrein 1 (KLKI), das auch als
Glandular Kallikrein 1 oder Tissue Kallikrein bezeichnet wird (Olsson & Lundwall, 2002).
Kallikrein 1 ist eine Serinprotease, die Kinin (Bradykinin) aus Kininogen freisetzt. Auf
diesem Weg wirkt es auf das kardiovaskuldre System, die renale Natriumexkretion,
Zellproliferation und Schmerzproduktion ein (Bhoola et al., 1992). Es ist aber auch im Gehirn
weit verbreitet und wurde in Neuronen von Rattengehirnen nachgewiesen: Bei Feten war es in
den Zellkernen zu finden, nach der Geburt aber auch im Zytoplasma. Mit zunehmendem Alter
verschob sich die Lokalisation immer mehr in Richtung Zellkorper. Bei adulten Ratten wurde
Kallikrein 1 schlieBlich auch in den Fortsdtzen der Nervenzellen detektiert (Iwadate et al.,
2000).

Ein moglicher funktioneller Zusammenhang zwischen Scrapie und der Serinprotease
Kallikrein 1 ergibt sich folgendermaflen: In scrapieinfizierten Neuroblastomzellen wurde
gegeniiber nicht infizierten Kontrollen eine viermal hdhere Expression des Insulin-Like
Growth Factor-1 Rezeptors (IGF1R) festgestellt (Ostlund et al., 2001). Der an diesen
Rezeptor bindende Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF1) wirkt unter anderem als
neuroprotektiver Uberlebensfaktor bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen (u.a.
Alzheimersche Krankheit) (Doré¢ et al., 1997). Seine Affinitit zum IGF1R war in der Studie
von Ostlund et al. (2001) jedoch vermindert und es wurde eine um 80% geringere Anzahl an
Bindungsstellen fiir IGF1 am Rezeptor detektiert. Die Autoren nahmen daher an, dass eine
Scrapieinfektion die proliferative Zellantwort auf IGF1 inhibiert, indem die Bindung von

IGF1 an seinen Rezeptor verhindert wird.
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In diesem Zusammenhang konnten Insulin-Like Growth Factor Binding Proteine (IGFBP-1-6)
eine Rolle spielen, da diese die Bioaktivitidt von IGFs verdndern, indem sie deren Zugang zu
den entsprechenden Rezeptoren kontrollieren: Das Insulin-Like Growth Factor-Binding
Protein-5 (IGFBP-5) hemmt die wachstumsstimulierende Wirkung von IGF1 (Hou et al.,
2005). Hou et al. (2005) wiesen jedoch nach, dass nach Zugabe einer Serinprotease, die zur
Spaltung von IGFBP-5 fiihrt, IGF1 freigesetzt wurde, welches nun an seinen Rezeptor binden
konnte und die Mitogenese aktivierte. Weiterhin deuten die Ergebnisse von Iwadate et al.
(2003) darauf hin, dass die Serinprotease KLLK1 iiber die Prozessierung von IGFBP-5 bei der
Regulierung von IGF1 mitwirkt: Die Autoren untersuchten immunhistochemisch die
Verbreitung von KLK1 und IGFBP-5 in Rattengehirnen und stellten eine Kolokalisation
beider Proteine in Neuronen fest. Sie beobachteten ebenfalls, dass KLK1 IGFBP-5 in vitro
hydrolysierte. Deshalb postulieren die Autoren, dass KLK1 eine potentielle Rolle bei der
Regulation der Vorginge von IGFBP-5 und IGF im Gehirn der Ratte spielt. Im
Zusammenhang mit der Studie von Ostlund et al. (2001) gesehen, kénnte KLK1 somit iiber
die Regulierung von IGFBP-5 und IGF auch die Schwere des Verlaufs einer
Scrapieerkrankung beeinflussen.

Dies wird von den Beobachtungen von Kizuki et al. (2006, 2007) unterstiitzt, die {iber einen
hervorstechenden wachstumsstimulierenden Effekt von Kallikrein 1 auf neurale Stammzellen
aus prinatalen Rattengehirnen berichteten: Dieser wachstumsfordernde Effekt konnte durch
die Zugabe von Antiserum gegen KLK1 gehemmt werden, nicht aber durch die Blockade des
Bradykinin B,-Rezeptors, weshalb die Autoren annehmen, dass die durch KLK1 vermittelte
Freisetzung von Kinin nicht in diesen Vorgang involviert ist. KLK1 besitzt allerdings auch
einen durch die Aktivierung des B,-Rezeptors vermittelten protektiven Effekt gegen durch
ischdmische Infarzierung hervorgerufene Schiden im Zusammenhang mit Schlaganfillen,
indem es die Apoptose und Entziindung hemmt und die Angio- und Neurogenese fordert
(Chao & Chao, 2006, Xia et al., 2006). Auch aus diesem Grund stellt Kallikrein 1 ein
Kandidatengen fiir Scrapieempfanglichkeit beim Schaf dar.

2.7.4 Transforming Growth Factor, 31

Transforming Growth Factor, Bl (TGFBI1) ist der Prototyp einer Superfamilie von
Wachstums-, Differenzierungs- und Morphogenesefaktoren (Massague, 1990). TGFBI1 ist ein
sehr vielseitiges Protein, zu dessen Aufgaben die Modulation von Zellwachstum (Massague,
1990) und Immunabwehr (Letterio & Roberts, 1998) gehdren. In Gehirnen scrapieinfizierter

Miuse war TGFB1 sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene gegeniiber den gesunden
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Kontrollen deutlich erhoht (Cunningham et al., 2002). Auch in experimentellen Tiermodellen
fiir CJD konnte eine erhohte Expression von TGFB1 beobachtet werden (Baker et al., 1999).
Weiterhin ist die Scrapieinfektion bei Mdusen entgegen dem im Zusammenhang mit
Prionenerkrankungen beschriebenen Fehlen von Entziindungsanzeichen (Prusiner, 1995)
durch die Aktivierung von Mikroglia und die Rekrutierung von T-Lymphozyten
charakterisiert (Betmouni et al., 1996, Walsh et al., 2001). Die Aktivierung von Mikroglia
durch einen neurodegenerativen Stimulus erhoht die Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine, wie Interleukin-1 und -6 (IL-1 & IL-6) sowie Tumor Necrosis Factor a (TNF-a).
Zusitzlich setzen die aktivierten Zellen freie Radikale, wie Superoxid und Stickstoffmonoxid
(NO), Produkte von NADPH Oxidase bzw. induzierbarer NO-Synthase (iNOS), frei (Dheen
et al., 2007). In mit Scrapie infizierten Gehirnen konnte jedoch wider Erwarten keine
Erhohung von IL-1, IL-6 oder TNF-a festgestellt werden (Walsh et al., 2001, Cunningham et
al., 2002). Eine Expressionssteigerung der iNOS wurde ebenfalls nicht detektiert (Walsh et
al., 2001). Dieser Mangel an proinflammatorischen Zytokinen ldsst sich durch die gesteigerte
Expression von TGFBI, die in verschiedenen Modellen fiir experimentelle
Prionenerkrankungen beobachtet wurde (Baker et al., 1999, Walsh et al., 2001), erkldren
(Cunningham et al., 2002): TGFB1 unterdriickt zum einen die Aktivierung von Mikroglia und
hemmt zum anderen die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (Kim et al., 2004).
Die Translation von TNF-a wird direkt von TGFBI1 inhibiert (Bogdan et al., 1992). In diesem
Zusammenhang ist ebenfalls interessant, dass TGFB1 die Bildung von Stickstoffmonoxid
einschrinkt (Lodge & Sriram, 1996, Minghetti et al., 1998). TGFB1 erhoht auerdem die
PGE,-Produktion, indem es die Expression von COX-2 steigert (Minghetti & Levi, 1998). Im
TSE-Modell enthielten aktivierte Mikroglia bei Méusen einen erhohten Gehalt des Enzyms
Cyclooxigenase-2 (COX-2), welcher mit der Produktion von Prostaglandin E2 (PGE;)
assoziiert war (Walsh et al., 2000). Auch im Liquor cerebrospinalis von Creutzfeldt-Jakob-
Erkrankten konnte PGE; in erhohtem Malle nachgewiesen werden (Minghetti et al., 2000).
Dieses deutet auf eine Rolle von TGFB1 in der Pathogenese von TSE hin.

Uberdies resultiert eine astrogliale Uberexpression von TGFB1 bei Miusen in einer starken
Aufregulierung der extrazelluldren Matrixproteine Laminin und Fibronectin, besonders in der
Nachbarschaft perivaskulirer TGFB1-exprimierender Astrozyten (Wyss-Coray et al., 1995).
Im Mausmodell fiir TSE war die extrazellulire Matrixdeposition um die Blutgefifle des
Gehirns erhoht. Hier konnten ebenfalls die Proteine Laminin und Fibronectin sowie Collagen

Type IV identifiziert werden, die alle durch TGFB1 prozessiert werden (Cunningham et al.,
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2002), so dass TGFB1 moglicherweise eine Rolle bei der Entstehung der im Rahmen einer
Scrapieerkrankung auftretenden perivaskulidren Ablagerungen zukommen konnte.

Der Einfluss von TGFBI auf die Pathogenese der Scrapie konnte in der Studie von Giese et
al. (1998) gezeigt werden: Mikrogliale Aktivierung kann bei scrapieinfizierten Mausen schon
frith in der Inkubationszeit beobachtet werden und ist in Verteilungsmuster und Zeitverlauf
mit der PrP%-Akkumulation vergleichbar. Die Aktivierung der Mikroglia geht dem
neuronalen Zelltod deutlich voran und ist in vitro fiir die Ausbildung der Toxizitdt von PrP-
(27 — 30), dem proteaseresistenten Teil von PrP*, essentiell (Giese et al., 1998). Boche et al.
(2006) hemmten die Bioverfiigbarkeit von TGFBI1 bei scrapieinfizierten Mausen. Dieses
fiihrte zu einer starken Zunahme der iNOS-Expression und verschirften lokalen
Entziindungsanzeichen, die sich in einem starken Anstieg der Mikroglia und T-Zellen im
Hippocampus duBerten. Neuronaler Zelltod war mit der iibertriebenen Entziindungsreaktion
assoziiert. Die Autoren gehen von einer protektiven Funktion des TGFBI1 im Verlauf von
Prionenerkrankungen aus, deren Ausbleiben schidliche Auswirkungen auf den
Krankheitsverlauf haben konnte.

TGFBI liegt bei der Maus in einem QTL fiir Scrapieresistenz auf Chromosom 7 (Moreno et
al., 2003) und ist somit nicht nur ein funktionelles, sondern auch ein positionelles

Kandidatengen fiir Scrapieempfinglichkeit beim Schaf.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial

Das Probenmaterial stammt von Schafen aus Deutschland, die in den Jahren 2002 — 2005 als
scrapiepositiv identifiziert wurden (Liihken et al., 2007) (siche Tabelle 5). Die Tiere wurden
zuerst im Rahmen der TSE-Uberwachung durch den Bio-Rad TeSeE Schnelltest (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA, ehemals Bio-Rad Platelia-Test) identifiziert und die
endgiiltige Diagnose wurde am Friedrich-Loffler-Institut durch Western Blot, den Nachweis
charakteristischer Fibrillen und / oder immunhistochemische Nachweisverfahren nach
vorgeschriebenen Standards (OIE, 2004) bestitigt. Dort wurden in der Folge auch alle TSE-
Fiélle dem von Gretzschel et al. (2005) beschriebenen FLI-Test unterzogen, um eine BSE-
Infektion dieser Tiere auszuschlieBen.

Als Kontrolltiere fiir die vorliegende Studie wurden scrapienegative oder -unverdichtige
Herdenmitglieder (sieche Tabelle 5), unabhéngig von ihrem Prionproteingenotyp, ausgewéhlt.
Wenn mdglich wurde auf besonders alte Tiere (>4 Jahre) bzw. Tiere aus der Altersklasse des
scrapiepositiven Schafes zuriickgegriffen. Die Rasse wurde nach dem Phénotyp bestimmt.
Eine genaue Rassezuordnung konnte oftmals nicht getroffen werden, da sich die meisten
Herden aus unterschiedlichen Rassen und deren Kreuzungen zusammensetzten. Bei elf von
atypischer Scrapie betroffenen Herden handelte es sich um reine Merinolandschafherden. Des
Weiteren traten vereinzelt Herden der Rassen Coburger Fuchsschaf, Graue Gehornte
Heidschnucke, Texel, Shropshire, Merinowollschaf, Moorschnucke, Ostfriesisches
Milchschaf und WeiBes Bergschaf auf (Tabelle 5). In Ubereinstimmung mit der Verordnung
(EG) 999/2001 war ein Teil der Tiere abhingig vom PrP-Genotyp und der ARR-
Allelfrequenz in der betroffenen Herde getdtet und durch einen zugelassenen Schnelltest
(Verordnung (EG) 36/2005) als scrapienegativ identifiziert worden. Die iibrigen Kontrolltiere
waren am Leben gelassen worden und blieben (bis zur Entstehung dieser Arbeit im August
2008) frei von klinischer Symptomatik. Von Mitarbeitern des Instituts fiir Tierzucht und
Haustiergenetik oder den verantwortlichen Veterindrbehorden wurden Blut- oder
Gewebeproben (Zunge, Ohr) entnommen.

Bei Zusammenstellung der Kontrollgruppen wurden einem klassisch scrapiepositiven Tier
fiinf scrapienegative oder -unverdédchtige Tiere aus derselben Herde zugeordnet. Existierten

zwel bis fiinf Scrapiefille in einer Herde wurden aus dieser Herde ebenfalls fiinf Kontrolltiere

44



MATERIAL UND METHODEN

ausgesucht. War eine groBlere Anzahl von Scrapiefillen in einer Herde aufgetreten, wurde
eine equivalente Menge an Kontrolltieren ausgewéhlt. Aus einer besonders groflen von
klassischer Scrapie betroffenen Herde (Herde KS) standen 51 scrapiepositive Tiere zur
Verfiigung, denen 50 scrapienegative oder -unverddchtige  Herdenmitglieder
gegeniibergestellt wurden. In den von atypischer Scrapie betroffenen Herden waren zumeist
nur ein, selten zwei oder drei TSE-Félle zu verzeichnen. Hier wurden zumeist fiinf (ein bis
acht) Kontrolltiere ausgewéhlt.

Tabelle 5: Anzahl (n) der von klassischer und atypischer Scrapie betroffenen Herden

sowie der scrapiepositiven Tiere (Fall) und Kontrolltiere (Kontroll) mit
Rassenzuordnung.

atypische Scrapie klassische Scrapie
Rasse Herden  Fall Kontroll Herden  Fall  Kontroll
(n) (n) (n) (n) (n) (n)

Kreuzungen 40" 45° 196 13° 101* 129
Merinolandschaf 11 16 55 0 0 0
Coburger Fuchsschaf 3 3 15 0 0 0
Graue Gehornte Heidschnucke 2 2 10 0 0 0
Texel 1 1 5 1 2 5
Shropshire 1 1 4 1 1 5
Merinowollschaf 1 1 5 0 0 0
Moorschnucke 1 1 5 0 0 0
Ostfriesisches Milchschaf 1 1 5 0 0 0
Weilles Bergschaf 1 1 4 0 0 0
Gesamt 62! 72° 304° 15° 104* 139

' Zur Durchfihrung der Mikrosatellitenanalyse stand eine weitere Herde mit einem atypisch
scrapiepositiven Tier und funf Kontrolltieren zur Verfugung. 2Zur Durchfuhrung der
Mikrosatellitenanalyse standen aus organisatorischen Grinden der Probenverfugbarkeit insgesamt
ein atypisch scrapiepositives Tier weniger und drei Kontrolltiere mehr zur Verfligung. % Zur
Durchfiihrung der Mikrosatellitenanalyse stand eine Herde mit einem klassisch scrapiepositiven Tier
und 5 Kontrolltieren weniger zur Verfligung. * Zur Durchfiihrung der Mikrosatellitenanalyse standen
aus organisatorischen Griinden der Probenverfligbarkeit insgesamt zwei klassisch scrapiepositive
Tiere und funf Kontrolltiere weniger zur Verfiigung.

3.1.2 DNA zur Standardisierung der Fragmentanalyse

GI12003: Herkunft: Lehr- und Forschungsstation Oberer Hardthof, Rasse: Merinolandschaf,
Identifizierung: 1719 HS

3.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Abdeckmatte flir 96well Platte Perkin Elmer (4pplied Biosystems GmbH, Weiterstadt)
ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Darmstadl)
Analysewaage AC2118S (Satorius AG, Géttingen)
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Bidestanlage Bi-Dest 2302 (Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel)
Biofuge 13R (Heraeus Instruments GmbH, Hanau)

Biosphere® Filter Tips 100 pl (Sarstedt, Niimbrecht)

Blockthermostat BT 1301 (MAGYV, Rabenau-Londorf)

Borosilikat-Glasplatten (12 cm und 36 cm Lange) (Applied Biosystems, Darmstadt)
Centrifuge 5804 mit Rotor A-2-DWP (Eppendorf AG, Hamburg)

Centrifuge 5810R mit Rotor A-4-62 (Eppendorf AG, Hamburg)

Centrifuge/Vortex Combi-spin FVL 2400 (Peglab, Erlangen)

Combitips® plus (Eppendorf AG, Hamburg)

Digital Graphic Printer UP-D895 (Vertrieb in Deutschland iiber Biometra, Gottingen) (Sony,
Tokyo, Japan)

Distriman, Distritips Micro, Mini, Maxi (Gilson International B.V., Bad Camberg)
Eismaschine Scotsman AF10 (Kdlte Mack, Maintal)

Elektrophoresekammer Modell HRH (International Biotechnologies Inc., New Haven,
Conneticut, USA)

Faltenfilter, 595 2, @ 240 mm (Whatman GmbH, Dassel)

Filter Tips 10 pl, 1000 pl (nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe)

Filter Tips 20 pl, 200 ul (Peglab, Erlangen)

Gelkdmme und Gelschlitten diverser Gro3en (Von Keutz Labortechnik GmbH, Reiskirchen)
Haifischzahnkamm, 36-well/48-well (mylar, 0,2 mm stark) (Applied Biosystems, Darmstadt)

Horizontalelektrophoresekammern, ungekiihlt, mini und midi (Von Keutz Labortechnik
GmbH, Reiskirchen)

iCycler 96well Thermocycler (Bio-Rad, Miinchen)

K-EDTA Monovetten 9 ml (Sarstedt, Niimbrecht)

Kimwipes® (Kimberly-Clark, Roswell, USA)

Latexhandschuhe (G. Kisker GbR, Steinfurt)

Magnetriihrer MR2002 (Heidolph, Kelkheim)

ME25 Membranfilter (Porengrof3e 0,45 um) (Whatman GmbH, Dassel)
Mikrowelle (Clatronic, Kempten)

Minichiller (Peter Huber Kdltemaschinenbau, Offenburg)

Multipette (Eppendorf AG, Hamburg)

Multiply® Deckelkette 8er Kette (Sarstedt, Niimbrecht)

Multiply®-p Strips 0,2 ml 8er Kette (Sarstedt, Niimbrecht)

Netzgerit Consort E425 MAGYV (Rabenau-Londorf)

Netzgerite Power Pac 1000 und 3000 (Bio-Rad, Miinchen)
Nitrilhandschuhe latexfrei MAGV (Rabenau-Londorf)

PCR-Cups Soft Tubes® mit Deckel Soft Strips® (Biozym, Hess. Oldendorf)
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PCR-GefiBe in Streifen 0,2 ml mit Kappenstreifen (VWR International GmbH, Darmstadt)
PCR-Platte PP 96well mit Kappenstreifen (nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe)

Photopapier Type V UPP-110HG (Vertrieb in Deutschland iiber MS Laborgeréte Schroder,
Wiesloch) (Sony, Tokyo, Japan)

Pipette Research pro 0,5 — 10 ul und 50 — 1200 pul (Eppendorf AG, Hamburg)

Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000 (Gilson International B.V., Bad Camberg)
Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1000 pl (Sarstedt, Niimbrecht)

Quali PCR-Platten 96well mit Kappenstreifen (G. Kisker GbR, Steinfurt)

Reagiergefalie 1,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht)

Rotor-Gene 3000, Pipettier-Roboter CAS-1200" (Corbett Life Science, Sydney, Australia)
Spacer, mylar (0,2 mm stark) (Applied Biosystems, Darmstadt)

Submarine/Horizontal Gel Unit (CBS Scientific Company, Inc., Del Mar, Kalifornien, USA)
Thermocycler PE 9600 Perkin Elmer (4pplied Biosystems GmbH, Weiterstadt)
ThermoFast® 96, Low Profile (4Bgene Germany, Hamburg)

Transferpette®-8 von 2,5 bis 25 ml (Brand GmbH + Co KG, Wertheim)

Transilluminator Biometra Ti5 (Biometra, Géttingen)

Vortex Reax 2000 (Heidolph, Kelkheim)

Wasserbad GFL (MAGYV, Rabenau-Londorf)

Wasserbad Julabo 22A (Julabo Labortechnik, Saalbach)

Wasserbad (Kéttermann Labortechnik, Uetze-Hdnigsen)

3.1.4 Chemikalien und Reaktionskits

Alle verwendeten Chemikalien wiesen den Reinheitsgrad p.a. (zur Analyse) auf.
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30%ig w/v) (Bio-Rad, Miinchen)

Agarose NEEO Ultra-Qualitét (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Ammoniumpersulfat (APS) (dmresco, Ohio, USA)

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (4pplied Biosystems, Darmstadt)
Borsédure (AppliChem, Darmstadt)

Bromphenolblau (United States Biomedical Corp., Ohio, USA)

10x Buffer R (1x Buffer R: 10 mM Tris-Hydrochlorid (pH 8.5 at 37°C), 10 mM
Magnesiumchlorid, 100 mM Kaliumchlorid, 0.1 mg/ml BSA) (Fermentas, St. Leon-
Rot)

10x Buffer Tango™ (1x Buffer Tango™: 33 mM Tris-Azetat (pH 7.9 bei 37°C), 10 mM
Magnesiumazetat, 66 mM Kaliumazetat, 0.1 mg/ml BSA) (Fermentas, St. Leon-Rot)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat (AppliChem, Darmstadt)
Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Ethidiumbromid (Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg)
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Formamid (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Glycerol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Harnstoft (AppliChem, Darmstadt)

Invisorb® Blood Mini HTS 96 Kit/C-Sheep (Invitek, Berlin)
Magnesium Solution (25 mM Mg(OAc),) (Eppendorff AG, Hamburg)
MSB® HTS PCRapace/ C-Kit (Invitek, Berlin)

Natriumazetat (Merck KGaA, Darmstadt)

10x NEBuffer 3 (1x NEBuffer 3: 100 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris-Hydrochlorid, 10 mM
Magnesiumchlorid 1 mM Dithiothreitol) (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

10x NEBuffer 4 (1x NEBuffer 4: 50 mM Kaliumazetat, 20 mM Tris-Azetat, 10 mM
Magnesiumazetat, | mM Dithiothreitol) (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

NuSieve® GTG" Agarose (Cambrex Bio Science Rockland, Inc., Rockland, Maine, USA)
QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden)

Rotiphorese® 10x TBE Puffer (1 M Tris-Borat (pH 8,3), 20 mM EDTA, destilliertes
deionisiertes Wasser) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

10x Taq Buffer advanced (selbstregulierend, maximale Mg”'-Konzentration: 2 mM Mg”")
(Eppendorff AG, Hamburg)

N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED) (4dmresco, Ohio, USA)

N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED) (4ppliChem, Darmstadt)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (MP Biomedicals, LLC, Eschwege)

Wasser fiir die Molekularbiologie (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Wasser fiir HPLC (KMF Laborchemie Handels GmbH, Sankt Augustin)

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega GmbH, Mannheim)

Xylencyanol FF (United States Biomedical Corp., Ohio, USA)

3.1.5 GroRenstandards

FastRuler™ DNA Ladder, Low Range, ready-to-use (Fermentas, St. Leon-Rot)
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, St. Leon-Rot)

Gene Scan’ 500 Rox  GroBenstandard (4pplied Biosystems, Darmstadt)
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23 (Fermentas, St. Leon-Rot)

3.1.6 Enzyme

Proteinase K (Invitek, Berlin)

Restriktionsenzyme BseY1 (Bacillus species 2521), BsmFl1 (Bacillus stearothermophilus F)
(New England Biolabs, Frankfurt am Main)

Restriktionsenzyme Lwel (Listeria welshimeri), BseGl (Bacillus stearothermophilus G), Mval
(Micrococcus varians RFL19) (Fermentas, St. Leon-Rot)

Taq (Thermus aquaticus) DNA-Polymerase (Eppendorff AG, Hamburg)
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3.1.7 Oligonukleotide

6-FAM markierte Oligonukleotide (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
unmarkierte Oligonukleotide (biomers.net GmbH, Ulm)
VIC bzw. NED markierte Oligonukleotide (Applied Biosystems, Darmstadt)

3.1.8 Computerprogramme

TFSEARCH (dkiyama, 1995, Heinemeyer et al., 1998)

Genotyper® V 3.7 NT (4Applied Biosystems, Darmstadt)

Matlnspector (Cartharius et al., 2005)

EMBOSS (Labarga et al., 2007)

NEBcutter V2.0 (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA)
Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000)

SAS® 8.01 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)

ESEfinder 3.0 (Smith et al., 2006)

Sequence Manipulation Suite: CpG Islands (Stothard, 2000)
ChromasPro Version 1.32 (Technelysium Pty Ltd)

Alternative Splicing Database Project (ASD) (Thanaraj et al., 2004, Stamm et al., 2006)

3.2 Methoden zur Probenverarbeitung

3.2.1 Isolierung genomischer DNA

Die DNA der Kontrolltiere wurde aus peripheren Blutleukozyten, Zungen- oder Ohrgewebe
mit Hilfe der fiir Schafsblut optimierten Version des Invisorb® Blood Mini HTS Kits isoliert,
wie detailliert von Lipsky (2006) beschrieben.

Die DNA der scrapiepositiven Schafe wurde vom Institut fiir Neue und Neuartige
Tierseuchenerreger (INNT), Arbeitsgruppe Groschup (Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald-

Insel Riems) zur Verfiigung gestellt.

3.2.2 Quantifizierung der genomischen DNA

Die genomische DNA wurde mithilfe des Rotor Gene 3000 quantifiziert und unter
Verwendung des Pipettier-Roboters CAS-1200" auf 10 ng/pl verdiinnt. Dabei wurde jeweils

nach den Vorgaben des Herstellers vorgegangen.

49



MATERIAL UND METHODEN

3.3 Methoden zur Mikrosatellitenanalyse

3.3.1 Amplifikation der Mikrosatelliten durch PCR

Die Primerinformationen fiir die Mikrosatellitenanalyse wurden der Australian Sheep Gene
Mapping Web Site (http://rubens.its.unimelb.edu.au/~jillm/jill.htm) entnommen und sind in
Tabelle 6 aufgefiihrt. Die Riickwirtsprimer wurden an ihren 5°-Enden mit den
Fluoreszenzfarbstoffen NED, VIC oder 6-FAM markiert (Tabelle 6). Mikrosatelliten, die
gemeinsam amplifiziert wurden, deren Allele sich aber in der GroBe soweit unterschieden,
dass Verwechslungen zuverldssig ausgeschlossen werden konnten, wurden mit demselben
Farbstoff markiert.

Tabelle 6: Primersequenzen der Mikrosatelliten, deren chromosomale Lokalisation im

Schafgenom (Oar) sowie die zur Markierung der Primer verwendeten
Floureszenzfarbstoffe.

Primersequenz (5"'— 3") Fluoreszenz-

Name Oar :
f = forward, r = reverse farbstoff (Lieferant

BMISI' 14 GTTATICCATCAGGAGGAGC.( vie”
BMS2S12 15 N G ITCCATIGOATATTCC () oram
CSAPE’ 13 1GACTGACAAAATTCTCTACCATCC (n  6FAM
CSRDG' 14 GTGATACTICACACATACCTATG (7 NEP”
MCMISI' 15 q0AGACAGGACTAMGCGACTTACA M NEP”
MCMAIE 15§ GGAANATGGCCAAATAGAG (1) ST
MCMASST 15 A AGAGTGGGACATGAATGA () OTAM"
RMO0ST 15 A CCTGGGAAGGCCTTTA () vie”
UWCAS 14 CTTCCCTGTGTTAGGCTATGT (f) 6-FAM !

CAAGAGAAGACAAGACTACAGA (1)

(GenBank Nr.: G18441) (Stone unveroffentllcht) (DeSilva et al., 2003), gDawes etal., 1996),
(Dawes etal., 1995), ° (Beh et al., 2000),  (Beh et Maddox, unveroffentllcht (Kossareketal
1993), ° (Sun et al., 1994), "° (Applied Biosystems, Darmstadt), "' (Sigma- Aldrlch Chemie GmbH,
Munchen)

Unter Verwendung des Qiagen Multiplex PCR Kits wurden drei Multiplex-PCRs etabliert.
Die Reaktionen enthielten bei einem Gesamtvolumen von 12 pl 12 ng DNA, 1x Qiagen

Multiplex PCR Master Mix und Primerpaare (je Primer) in den folgenden Konzentrationen:
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0,07 uM MCM159, 0,08 uM MCMA53 (Multiplex-PCR Nr. 1), 0,05 uM UWCAS5, 0,15 uM
CSAP26E, 0,07 uM CSRD63, 0,05 uM BM6507 (Multiplex-PCR Nr. 2), 0,04 uM MCMA16,
0,11 uM BMS2812 und 0,09 pM RM004 (Multiplex-PCR Nr. 3).

Fiir alle Multiplex-PCRs wurde ein Standard-PCR-Protokoll mit einer initialen Denaturierung
bei 95°C fiir 15 s gewihlt. Es folgten weitere 35 Zyklen, die sich aus 30 s Denaturierung bei
94 °C, 90 s Annealing bei 58°C und 60 s Elongation bei 72°C zusammensetzten.
Abschliefend wurde eine terminale Elongationsphase fiir 10 min bei 72°C durchgefiihrt.

3.3.2 Agarosegelelektrophorese

Zur Uberpriifung der PCR-Bedingungen wurde die Agarosegelelektrophorese herangezogen.
Die Konzentration der Agarosegele richtete sich nach der GroBe der nachzuweisenden
Fragmente sowie den GroBenunterschieden zwischen ihnen (Miihlhardt, 2003). Als
GroBenmarker diente der FastRuler™ DNA Ladder, Low Range, ready-to-use bzw. der
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus. Die Proben wurden vor dem Laden mit 16,7% (v/v)
Probenpuffer I versetzt. Als Gel- und Laufpuffer diente je nach verlangter Qualitit 0,5x bzw.
Ix TBE. Innerhalb von 45 - 180 min erfolgte die Auftrennung der Fragmente durch das
Anlegen einer konstanten Spannung von 5 — 10 V/cm (Elektrodenabstand). Die Laufstrecke
wurde mittels der Bandenposition der beiden Pufferfarbstoffe Bromphenolblau und
Xylencyanol abgeschitzt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele fiir 20 min
in einem Ethidiumbromidbad (0,1% (v/v) Ethidiumbromid in 1x TBE) angefirbt und die
DNA-Fragmente durch Fluoreszenz unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Ergebnisse wurden
schlieBlich durch eine Videokamera mit angeschlossenem Thermodrucker (Polaroid-Digital-

Video-Store-System) dokumentiert (Prinzenberg, 1998).

Probenpuffer I:
50% Glycerol, 0,025% Bromphenolblau, 0,025% Xylencyanol FF

3.3.3 Typisierung der Mikrosatelliten mittels Fragmentanalyse

Die Typisierung der Mikrosatelliten wurde mittels Fragmentanalyse durchgefiihrt. Die
einzelnen Mikrosatellitenloci werden hierzu mithilfe von fluoreszenzmarkierten, die DNA-
Sequenz der Marker flankierenden Primerpaaren amplifiziert und am Sequenziergerét durch
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt. Anhand der Fragmentlingen werden die

unterschiedlichen Allele der einzelnen Loci nachgewiesen (Toh et al., 1996, Leeb, 2005).
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3.3.3.1 Herstellung des Polyacrylamidgels

Fiir die Fragmentanalyse am ABI PRISM® 377 DNA Sequenzer wurde ein 12 cm langes,
0,2 mm diinnes, 6,75%iges (w/v) 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid-Gel mit 6 M Harnstoff in 1,2x
TBE-Puffer verwendet. Zur Herstellung des Gels wurde der Gelmix aus
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30%ig w/v), Harnstoff, 10x TBE-Puffer und HPLC-Wasser in
einer Saugflasche mit Membranfilter (Porengréfle 0,2 um) durch eine Wasserstrahlpumpe
entgast. Als Katalysatoren fiir die Polymerisation wurden 0,9% (v/v) Ammoniumpersulfat
(APS) (10%) und 0,06% (v/v) TEMED hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Gelldsung
blasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen. Als Platzhalter fiir den spéter verwendeten
Haifischzahnkamm mit 48 Slots wurde ein Vorkamm gesetzt, der nach dreiigminiitiger
Polymerisationszeit gezogen wurde. Als Gel und Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer verwendet.
Zu 42,86% (v/v) der zu testenden PCR-Produkte wurde 57,14% (v/v) Probenpuffer II in eine
Thermowellplatte gegeben. Nach einer zweiminiitigen Denaturierung bei 90°C wurden die

Proben bis zum Laden auf das Gel auf Eis gelagert (Peter, 2005).

TBE-Puffer 10-fach:
0,89 M Tris, 0,89 M Borsdure, 22 uM EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat, Wasser fiir HPLC,
filtriert durch 595 7> Faltenfilter @ 240 mm

Probenpuffer II:
62,5% (v/v) Formamid, 12,5% (v/v) Gene Scan™ 500 Rox™ Grofsenstandard + 25% (v/v)
zugehoriger Ladepuffer

3.3.3.2 Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Im halbautomatischen Sequenzierer wurde das Gel zunédchst auf Fremdfluoreszenzen
iiberpriift und auf eine fiir die Durchfiihrung der Elektrophorese optimale Temperatur von
51°C aufgeheizt. Als Laufpuffer wurde 1x TBE verwendet.
Die Elektrophorese wurde bei einer Temperatur von 51°C bei 3000 V, 60 mA und 200 W
iiber eine Zeitdauer von 2 h durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Fragmentanalyse wurden am
PC mit dem Programm Genotyper® V 3.7 NT ausgewertet.

TBE-Puffer 10-fach:
siehe 3.3.3.1

3.3.3.3 Standardisierung der Ergebnisse

Bei jedem Lauf wurde eine Standardprobe (Gi2003) geladen, um die Ergebnisse
untereinander abzugleichen, zu vereinheitlichen und durch abweichende Laufeigenschaften

auftretende Typisierungsfehler auszuschlieen.
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3.3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprogramms SAS® 8.01
durchgefiihrt. Die Allelfrequenzen wurden fiir jeden Mikrosatelliten nach Scrapietyp getrennt
ermittelt und anschlieBend zwischen scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren verglichen.
Seltene Allele mit einer Frequenz von unter 5% in der Gesamtpopulation wurden zu einer
Gruppe (xxx) zusammengefasst. Die Signifikanz der Unterschiede wurde mit dem Chi-
Quadrat-Test gerechnet und durch Fisher's exact Test abgesichert. Bei Auftreten einer
Signifikanz (P < 0,05) wurde jedes der Allele des betreffenden Mikrosatelliten einzeln gegen
alle anderen gerechnet.

Aus den von atypischer Scrapie betroffenen Herden wurden in einem erneuten Rechenansatz
die Merinolandschatherden ausgewihlt, um die Allelfrequenzen auch hier fiir atypisch
scrapiepositive Tiere und Kontrolltiere getrennt zu bestimmen und untereinander zu
vergleichen.

Fiir die 51 scrapiepositiven Tiere und deren scrapienegative oder -unverdichtige
Herdenmitglieder aus der von klassischer Scrapie betroffenen Herde KS wurde die
Berechnung und Auswertung der Allelfrequenzen ebenfalls noch einmal gesondert
durchgefiihrt.

Weiterhin wurde fiir die Gesamtheit der Population die Abweichung der Genotypfrequenzen

vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht gepriift (Hardy, 1908).
3.4 Methoden zur Kandidatengenanalyse
3.4.1 PCR-Amplifikation spezifischer Genregionen

3.4.1.1 Primerauswahl

Die Primerpaare zur Amplifikation der ausgewdhlten Genregionen wurden mithilfe des
Programms Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) aufgrund von Schaf- oder

Rindergenbanksequenzen ausgewéhlt (Tabelle 7).

3.4.1.2 PCR-Reaktionsansatz

Ein Standardreaktionsansatz von 50 pl enthielt 40 — 50 pmol je Vorwirts- und
Riickwiértsprimer, 30 — 90 ng genomische DNA und 1 — 1,75 U Tag-DNA-Polymerase in 1x
Taq Buffer advanced. Die dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) lagen insgesamt in einer
Konzentration von 640 — 800 uM vor. Der PCR-Ansatz zur Amplifikation von Kallikrein 1
enthielt tiberdies 25 nmol Magnesium Solution (MgO(Ac);). Bei den Genen Calpain, Large
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Polypeptide L2 und Cathepsin D wurden zusitzlich 10% (v/v) DMSO, bei dem Gen
Transforming Growth Factor, 1 zusétzlich 5% (v/v) DMSO in den Reaktionsansatz gegeben.

Tabelle 7: Primersequenzen der Kandidatengene und Genbankressourcen (Bta = Bos
taurus, Oar = Ovis aries), auf denen sie basieren.

Primersequenz (5'— 3") GenBank Nr.
Gen .
f = forward, r = reverse (Spezies)
. GGAACACTGATTGGGGTGAC (f)
Cathepsin B ATTCCACAGTGGTCCTGTCC (ry ~ M_174031 (Bta)
. CTGTGAGGCTATCGTGGACA (f)
Cathepsin D CTCAGGCACACGGTCGTC (1) AF164143 (Oar)
Calpain, Large AGTGGGAAACCGGCTAAAGT ()
Polypeptide L2 TGCTGGAGTAAGGTCCCAAC (1) XM_864105 (Bta)

CCTGTTTGAGGACGAAGACAC (f)

Kallikrein I GGTGTAGACGGAGGGCTTATT (r)

AY290705 (Bta)

Transforming Growth AGAACTGCTGTGTTCGTCAGCTC (f) NM_001009400
Factor, p1 GTTGGACAACTGCTCCACCTTG (r) (Oar)

3.4.1.3 Thermocyclerprotokoll

Mit Ausnahme des Gens Cathepsin D wurde fiir alle Gene die PCR mit einer initialen
zweiminiitigen Denaturierung bei 95°C begonnen. Danach folgten 35 — 40 Zyklen, die eine
Denaturierung bei 95°C fiir 30 s, ein Annealing bei individuellen Temperaturen im Bereich
von 57 — 65 °C fiir 30 s und eine in der Dauer der Grofle des erwarteten Produkts angepasste
Elongation bei 72 °C beinhalteten (Tabelle 8). AbschlieBend wurde eine finale Elongation bei
72°C fiir 10 min durchgefiihrt.

Tabelle 8: Fir die Amplifikation der einzelnen Gene verwendete
Annealingtemperaturen und Elongationszeiten.

Gen Annealingtemperatur (°C) Elongationszeit (s)
Cathepsin B 58 45
Calpain, Large Polypeptide L2 57 35
Kallikrein 1 65 80
Transforming Growth Factor, [1 64 60

Fiir die Amplifikation von Cathepsin D wurde ein fiir den Einsatz von DMSO empfohlenes
Cyclerprogramm verwendet (Miiller, 2001): An eine initiale Denaturierung bei 94 °C fiir 5
min schlossen sich 35 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94 °C, 30 s Annealing bei 50 °C und
einer einminiitigen Elongation bei 72 °C an. Das Programm wurde mit einer zehnminiitigen

Elongationsphase bei 72 °C beendet.
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3.4.2 Reinigung und Mengenbestimmung von PCR-Produkten

3.4.2.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden mit dem MSB® HTS PCRapace/ C-Kit, im Falle von Cathepsin B
mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System aufgereinigt. Dabei wurde nach den

Vorgaben des Herstellers verfahren.

3.4.2.2 Mengenschiatzung mittels Agarosegelelektrophorese

Ein Aliquot (5 pl) der aufgereinigten Amplifikate wurde mit 16,7% (v/v) Probenpuffer I
(siehe 3.3.2) vermischt und zur Mengeschétzung auf ein 1% (w/v) Agarosegel geladen. Als
Mengenstandard dienten 0,5 pg des GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus. Elektrophorese
und Ethidiumbromidfarbung erfolgten wie unter 3.3.2 beschrieben. Die Menge an PCR-
Produkt wurde mittels Fluoreszenzvergleich abgeschétzt. Durch Umrechnung auf das

eingesetzte Volumen wurde die Konzentration (ng/ul) der Amplifikate bestimmt.

3.4.3 Sequenzierung

Die auf der di-Desoxyterminationsmethode von Sanger et al. (1977) beruhende automatische
DNA-Sequenzierung wurde mit dem ABI PRISM® 377 DNA Sequenzer durchgefiihrt. Das
Prinzip der Methode beruht darauf, dass an die eingesetzten ddNTPs, die zum Kettenabbruch
filhren, entsprechend ihrer verschiedenen Basen vier verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe
gebunden sind. Wandern diese dann mit der ihrer GréBe entsprechenden Geschwindigkeit zur
Anode, werden sie nach der Anregung mit Laserlicht vom halbautomatischen Sequenzierer

detektiert.

3.4.3.1 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion erfolgte als lineare DNA-Amplifikation durch die Cycle-Sequencing-
Methode unter Einsatz des BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits. Auf einen
Reaktionsansatz von 20 pl wurden 4 pl des Ready Reaction Mix in 1x Sequencing Buffer
gegeben. Je nach Linge des Amplifikates wurden 23 — 60 ng aufgereinigtes PCR-Produkt mit
5 pmol des Sequenzierprimers eingesetzt. Als Sequenzierprimer diente einer der beiden fiir
die Amplifikation des jeweiligen PCR-Produktes verwendeten Primer (Tabelle 9).

Das Thermocyclerprogramm bestand aus einer initialen einminiitigen Denaturierung bei 96°C
sowie 25 Zyklen, die eine Denaturierung bei 96°C fir 10 s, ein Annealing bei
unterschiedlichen Temperaturen fiir 5 s und eine Elongation bei 60°C fiir 4 min beinhalteten

(Tabelle 9).
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Tabelle 9: Zur Sequenzierung der einzelnen Gene eingesetzte Sequenzierprimer und
verwendete Annealingtemperaturen (Annealingt.).

Gen Primersequenz (5 — 3) Annealingt.
f = forward, r = reverse (°O)
Cathepsin B ATTCCACAGTGGTCCTGTCC (r) 55
Cathepsin D CTGTGAGGCTATCGTGGACA (f) 55
Calpain, Large Polypeptide L2 AGTGGGAAACCGGCTAAAGT (f) 57
Kallikrein 1 GGTGTAGACGGAGGGCTTATT (1) 55
Transforming Growth Factor, p1 GTTGGACAACTGCTCCACCTTG (1) 60

Anschliefend wurde die Sequenzierreaktion durch die Zugabe von 6 pumol Natriumazetat
(pH 4,6 — 5,2) und 69,4% (v/v) absolutem unvergélltem Ethanol gefillt. Das erhaltene Pellet
wurde noch zweimal mit 150 pl 70%igem Ethanol gewaschen und dann bis zum Laden auf

den halbautomatischen Sequenzierer bei — 20°C tiefgefroren.

3.4.3.2 Sequenzierung am halbautomatischen Sequenziergerit

Die Sequenzierung am ABI PRISM® 377 DNA Sequenzer erfolgte analog der in 3.3.3
beschriebenen Fragmentanalyse mit folgenden Unterschieden: Es wurde ein 36 cm langes, 0,2
mm diinnes 5%iges (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Gel mit 7 M Harnstoff, 0,5% (v/v)
Ammoniumpersulfat und 0,04% (v/v) TEMED verwendet. Die Probenpellets wurden in 4 ul
Probenpuffer III resuspendiert. Zur Erstellung der Geltaschen wurde ein 36er Haifischkamm
benutzt. Die Elektrophorese wurde bei einer Temperatur von 51°C bei 2500 V, 50 mA und 48
W iiber 8 h durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Sequenzen am PC mithilfe des
Programms Chromas Pro 1.3.2 ausgewertet.

Probenpuffer 111:

50 mg Blue Dextran 2000 in 1 ml EDTA (25 mM) durch Ultraschall gelost, anschliefsend 5:1

mit Dimethylformamid verdiinnt

3.4.4 Nachweis von Mutationen

3.44.1 PCR-RFLP

Die identifizierten SNPs wurden durch PCR-RFLP (Saiki et al., 1985) nachgewiesen. Dazu
wurde zuerst mithilfe des Programms NEBcutter V2.0 ein Enzym, dessen Erkennungssequenz
im fraglichen Bereich liegt, ausgewihlt. Das unter 3.4.1 fiir Cathepsin B beschriebene
Protokoll konnte unverdndert fiir die RFLP-Analyse verwendet werden. Fiir die Gene
Cathepsin D und Kallikrein 1 wurden neue Primer ausgewihlt, um die moglichen

Fragmentlingen in ein fiir die Auftrennung im Agarosegel giinstiges GroBenverhiltnis
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zueinander zu bringen. Bei den RFLP-Analysen der Gene Cathepsin B und Kallikrein 1 war
es moglich, eine zusétzliche Erkennungssequenz fiir das jeweilige Enzym (siche Tabelle 11)
in den Amplifikaten als Positivkontrolle fiir einen erfolgreichen Verdau zu nutzen.

In einen 15 pl Reaktionsansatz wurden 9 — 10 ng DNA eingesetzt. Ansonsten entsprach die
Zusammensetzung der Reaktionsansdtze fiir die Gene Kallikrein 1 und Cathepsin D der unter
3.4.1.2 beschriebenen. Die Thermocyclerprotokolle stimmten ebenfalls mit den unter 3.4.1.3
aufgefiihrten Protokollen {iberein, bis auf dass die Annealingtemperatur fiir die Amplifikation
von Cathepsin D bei 55°C lag und die Elongationszeit im Thermocyclerprotokoll zur
Amplifikation von Kallikrein 1 auf 45 s verkiirzt worden war. In beiden Protokollen war die

Zyklenanzahl um fiinf Zyklen erh6ht worden.

Tabelle 10: Primer fiir die PCR-RFLP-Analyse der Gene Cathepsin D und Kallikrein 1.

Primersequenz (5'— 3)

Gen
f = forward, r = reverse

GGAGGACTACACGCTCAAGG (f)

Cathepsin D CTCAGGCACACGGTCGTC (r)

CCACACACATCAGAGTTCACG (f)

Kallikrein 1 GGTGTAGACGGAGGGCTTATT (1)

Die PCR-Produkte wurden mit den jeweiligen Enzymen (Tabelle 11) in 1x Reaktionspuffer
tiber Nacht bei den vom Hersteller empfohlenen Temperaturen verdaut. Die genaue

Zusammensetzung der Verdauansitze ist Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Verdauansitze zur RFLP-Analyse der Gene
Cathepsin B, Cathepsin D und Kallikrein 1.

Verdauansatz Cathepsin B Cathepsin D Kallikrein 1
Ansatzvolumen (ul) 10 10 12
Enzym / Enzymmenge (U) Lwel /5 BseY1/0,5 BsmF1/1
1x Reaktionspufter Buffer-Tango NEBuffer 3 NEBuffer 4
Menge an PCR-Produkt (ul) 8 8 10

I1x BSA nein nein ja

BSA = Bovines Serumalbumin

Die verdauten PCR-Produkte wurden je nach Grofle und Grdéfenverhdltnis der erwarteten
Fragmente (Miihlhardt, 2003) auf 2,5 — 4%ige (w/v) Agarosegele geladen. Diese bestanden
anteilig zu 83% (w/w) aus Standardagarose und zu 17% (w/w) aus NuSieve® GTG" Agarose.
Als Standard diente jeweils ein zuvor durch Sequenzierung als heterozygot identifiziertes

Tier. Zusitzlich wurden der GroBenstandard pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23 und bei
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Vorhandensein einer Kontrollschnittstelle ein unverdautes PCR-Produkt auf jedes Gel

geladen. Farbung und Dokumentation erfolgten wie unter 3.3.2 beschrieben.

3.44.2 PCR-ACRS

Existiert keine natiirliche Schnittstelle fiir eine Restriktionsendonuklease, stellt die ACRS-
PCR (Amplification Created Restriction Site - Polymerase Chain Reaction) eine elegante
Losung dar: Durch Modifikation des der Mutation benachbarten Primers nahe des 3’-Endes
wird dabei eine kiinstliche Erkennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym geschaffen
(Haliassos et al., 1989). Im Optimalfall liegt das 3’-Ende des Primers direkt vor der Mutation
und die Basenfehlpaarung zwei oder drei Basen vor dem 3’-Primerende. Ist die
Basenfehlpaarung direkt am 3’-Ende des Primers lokalisiert, kann sie zu Problemen bei der
Amplifikation des gewiinschten Produktes fithren (Eiken et al., 1991). Die Stabilitdt der
Oligonukleotidbindung an die DNA wird neben der Position auch von der Art der jeweiligen
Fehlpaarung beeinflusst und nimmt in folgende Richtung ab:
CC>CT>GG>AA=AC>GT (Eiken et al., 1991, Miiller, 2001).

Fiir die Amplifikation des gewiinschten Bereiches aus dem Gen Transforming Growth Factor,
p1 wurde ein modifizierter Vorwértsprimer, der mit dem Wildtypallel (G) die
Erkennungssequenz fiir das Enzym BseGI bildet, und ein dazu passender Riickwértsprimer

ausgewdhlt (Abbildung 8).

Basenfehlpaarung

\
Primersequenz (5'— 3”) GGAGAAAGAAAAGGAGACgGAT (f)
f=forward, r = reverse CTCCCCCTGTCTTATCTCATTC (r)
PCR-Produkt (Wildtyp) PCR-Produkt (Mutante)
5"...AAGAAAAGGAGACgGATG...3’ 5. .AAGAAAAGGAGACgGAT@. .3

T T

Erkennungssequenz fiir

Restriktionsendonuklease BseGl keine Schnittstelle fir Restriktionsenzym

Fettgedruckte Basen: Position der Basenfehlpaarung; Eingerahmte Base: Mutation

Abbildung 8: Primer fiir die ACRS-PCR des Gens Transforming Growth Factor, f1
sowie im PCR-Produkt resultierende Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease
BseGl.

In einen Reaktionsansatz von 15 pl wurden 7 ng DNA und 15 nmol Magnesium gegeben.
Weiterhin enthielt der Ansatz 15 pmol je Vorwirts- und Riickwértsprimer und 0,5 U Taq
DNA-Polymerase in 1x Reaktionsbuffer. Die dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) lagen
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insgesamt in einer Konzentration von 800 uM vor. Das Thermocyclerprotokoll entsprach dem
fiir Transforming Growth Factor, f1 unter 3.4.1.3 beschriebenen Protokoll, bis auf dass die
Annealingtemperatur bei 63 °C lag, die Elongationszeit nur noch 30 s betrug und die
Zyklenanzahl auf 45 erhoht worden war.

In den Verdauansatz mit einem Gesamtvolumen von 14 pl wurden 12 pul PCR-Produkt in 1x
Buffer Tango™ mit 1 U BseGlI eingesetzt und bei 55°C iiber Nacht verdaut. AnschlieBend

wurden die Ansétze analog zu 3.4.4.1 mithilfe von 4% (w/v) Agarosegelen ausgewertet.

3.44.3 ASPCR

Eine andere Methode zum Nachweis bekannter Punktmutationen ist die allelspezifische PCR
(ASPCR), zuvor als amplification refractory mutation system (ARMS) beschrieben (Newton
et al., 1989). Hierbei werden zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt, von denen jede fiir eine
Variante des untersuchten Gens spezifisch ist. Fiir das Calpain, Large Polypeptide L2 wurden
zwel Vorwirtsprimer entworfen, die sich am 3’-Ende um die fragliche Base unterscheiden.
Die Gegenprimer wurden aufgrund dhnlicher Schmelztemperaturen ausgewéhlt. Die
verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 12 aufgefiihrt. Zur Erhohung der Spezifitit der
Vorwirtsprimer wurde an drittletzter Stelle vor dem 3’-Ende eine zusitzliche Fehlpaarung
eingefiigt (Miiller, 2001). Die dadurch bedingte Destabilisierung verhinderte dann zuverldssig
die Amplifikation des jeweils nicht komplementéren Allels (Abbildung 9). Um durch PCR-
Ausfille verursachte falsch-negative Ergebnisse auszuschlieBen, wurde als Positivkontrolle
ein innerhalb der ASPCR-Oligonukleotide liegender zweiter Vorwértsprimer eingesetzt, der
mit dem Riickwirtsprimer der ASPCR ein Kontrollfragment amplifizierte (Miiller, 2001)
(Tabelle 12).

Tabelle 12: Primer fiir die allelspezifische PCR (ASPCR) zur Amplifikation von Allelen
des Wildtyps (-G) bzw. mit Mutation (-T) des Gens Calpain, Large Polypeptide L2

(CAPN2) inklusive zusitzlichem  Vorwirtsprimer zur Amplifikation des
Kontrollfragmentes (-Kontrollfr.).

Primersequenz (5"'— 3")

Primerbezeichnung f= forward, r = reverse

CAPN2 ASPCR-T (f) CCGCTTTTCCACCGGGATGCCT 63)
CAPN2 ASPCR-T (r) GGTTGAGGTACTTGACCGCCCTCTCG (r)
CAPN2 ASPCR-G (f) GCTTT TCCACCGGGATGCCG 63}
CAPN2 ASPCR-G (r) GGGAAGGAGGGGTCCTGGAACAG (r)
CAPN2 ASPCR-Kontrollft. (f) CCGCGGGACCCGGTGAATCAT (f)

Fettgedruckte Basen: Allelspezifische Basen; Eingerahmte Basen: eingefiigte Fehlpaarungen
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Beide PCR-Ansétze enthielten in einem Gesamtvolumen von 12 pl je 24 pmol der
allelspezifischen Primer (CAPN2 ASPCR-T (f), CAPN2 ASPCR-T (r) bzw. CAPN2 ASPCR-
G (f), CAPN2 ASPCR-G (r) (Tabelle 12)) und 12 pmol des innenliegenden Primers zur
Amplifikation des Kontrollfragmentes (CAPN2 ASPCR-Kontrollfr. (Tabelle 12)). Weiterhin
wurden 10% (v/v) DMSO, 0,5 U Tag DNA-Polymerase und 8 ng DNA in die Reaktion

eingesetzt. Die dNTPs lagen insgesamt in einer Konzentration von 800 uM vor.

ASPCR-Primer CCG CTT TTC CAC CGG GAT GC@ CT — — Produktamplifikation
Allel (Mutante) ...GGC GAA AAG GTG GCC CTA CGGGAC CCA CGA GCGTCG GC...

ASPCR-Primer ~ CCG CTT TTC CAC CGG GAT GCIIICJT]  keine Produktamplifikation
Allel (Wildtyp) ...GGC GAA AAG GTG GCC CTA CGGGCC CCA CGA GCG TCG GC...

Fettgedruckte Basen: Position der Mutation; Eingerahmte Basen: Fehlpaarungen

Abbildung 9: Funktionsprinzip der allelspezifischen PCR (ASPCR). Bei
Basenfehlpaarung am 3'-Ende erfolgt keine Amplifikation des PCR-Produkts, sondern
nur bei Komplementaritit an dieser Position. Die zusiitzliche Fehlpaarung an
drittletzter Stelle des Primers erhoht die Spezifitit der Bindung.

Die Thermocyclerprotokolle fiir die beiden allelspezifischen PCRs glichen dem unter 3.4.1.3
beschriebenen Protokoll zur Amplifikation von Cathepsin D mit dem Unterschied, dass die
allelspezifische PCR zur Amplifikation des Wildtypallels (G) eine Annealingtemperatur von
66 °C bei 50 Zyklen und die allelspezifische PCR zur Amplifikation des mutierten Allels (T)
eine Annealingtemperatur von 72 °C bei 45 Zyklen aufwies.

Im Anschluss wurden die PCR-Ansétze auf 2% (w/v) Agarosegele geladen, wie unter 3.3.2

beschrieben gefirbt und die Ergebnisse dokumentiert.

3.4.4.4 Nested PCR mit anschlieBendem RFLP

Da die zur Typisierung des Calpain, Large Polypeptide L2 angewandte ASPCR bei einigen
wenigen heterozygoten Tieren das G-Allel nicht detektierte, wurden alle Proben, die als
homozygot fiir T typisiert worden waren, zur Absicherung des Ergebnisses mittels PCR-
RFLP typisiert. Weiterhin wurden einige Proben, die durch PCR-Ausfélle ohne eindeutiges
Typisierungsergebnis geblieben waren, iiberpriift.

Die fiir den PCR-RFLP ausgewdhlte Zielregion des Gens weist einen sehr hohen GC-Gehalt
auf, was zur Beschrinkung der Amplifikation durch die Ausbildung stabiler
Sekundérstrukturen fiihrt (Moreau et al., 1997). Weiterhin produzierten die ausgewéhlten
Oligonukleotide (siehe unten), sofern genomische DNA in den PCR-Ansatz eingesetzt wurde,

zahlreiche Nebenbanden, die sich durch unspezifische Primerpaarungen erkldren lassen
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(Moreau et al., 1997). Aus diesen Erwiggriinden heraus wurde eine nested PCR durchgefiihrt,
deren Spezifitidt und Sensitivitdt im Vergleich zu einer herkommlichen PCR deutlich erhdht
ist (Albert & Fenyo, 1990). Diese setzt sich aus zwei aufeinander folgenden Amplifikationen
zusammen: In der ersten werden Primer verwendet, die aullerhalb des gewlinschten PCR-
Fragments lokalisiert sind. So wird ein grofleres Amplikon produziert, das als Matrize in die
zweite PCR-Reaktion eingesetzt wird, in der weiter innen liegende Primer schlielich das
gewiinschte PCR-Fragment amplifizieren (Miiller, 2001) (Abbildung 10). Genomische DNA
ist selbst bei effektiver Reinigung noch mit Histonen assoziiert und superspiralisierte DNA-
Matrizen lassen sich teilweise nicht zu 100% denaturieren. Der Vorteil der nested PCR ist
neben der Beseitigung unspezifischer Bindungsstellen auch darin begriindet, dass lineare und
proteinfreie DNA-Fragmente als Matrize in die zweite PCR eingesetzt werden konnen

(Miiller, 2001).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der nested PCR nach Miiller (2001). In der
ersten PCR-Reaktion (a) liegen die Primer (=) aullerhalb des letztendlich gewiinschten
PCR-Fragments (==). Aus genomischer DNA (mmm) wird ein Produkt (—) amplifiziert,
das als Matrize in die zweite PCR-Reaktion (b) eingesetzt wird. Spezifische interne
Oligonukleotide (=>) vervielfiltigen nun das gewiinschte Amplifikat (¢).

In die erste PCR wurden auf einen Gesamtansatz von 10 pul 7 ng DNA in 1x Tag Buffer
advanced eingesetzt. Es wurde das schon unter 3.4.1.1 beschriebene Primerpaar fiir die

Amplifikation von Calpain, Large Polypeptide L2 verwendet und 10 pmol je Primer

61



MATERIAL UND METHODEN

zugegeben. Die dNTPs lagen insgesamt in einer Konzentration von 800 uM vor. Des
Weiteren wurden 10% (v/v) DMSO und 0,35 U Tag-DNA-Polymerase beigefiigt. Das
Thermocyclerprotokoll glich dem fiir Calpain, Large Polypeptide L2 unter 3.4.1.3
aufgefiihrten Protokoll mit dem Unterschied, dass die Annealingtemperatur bei 55,5 °C lag
und die Elongationszeit 40 s betrug. Es wurden 45 Zyklen durchgefiihrt.

Das PCR-Produkt aus der ersten PCR diente als Matrize fiir die zweite Amplifikation: Durch
das bloBe Eintauchen einer Pipettenspitze (der Grofe 10 pl) in den ersten PCR-Ansatz wurde
eine geringe Menge des Amplifikates in den Reaktionsansatz der zweiten PCR verbracht.
Dieser enthielt weiterhin bei einem Gesamtvolumen von 16 pl 16 pmol je innenliegendem
Primer (Tabelle 13) und 0,5 U Tag-DNA-Polymerase in 1x Tag Buffer advanced. Weiterhin
wurden 10% (v/v) DMSO zugegeben. Die dNTPs lagen in ihrer Gesamtheit in einer
Konzentration von 800 pM vor. Die PCR wurde mit einer initialen Denaturierung von 5 min
bei 94°C eingeleitet. Daran schlossen sich 45 Zyklen mit je einer Denaturierung bei 95 °C fiir
30 s, einem Annealing bei 60,5 °C fiir 30 s und einer Elongation bei 72 °C fiir 35 s an.
Abschlieend wurde eine finale zehnminiitige Elongation bei 72 °C durchgefiihrt.

Tabelle 13: Innenliegende Primer fiir die Amplifikation von Calpain, Large Polypeptide
L2 in einer nested PCR.

Primersequenz (5"'— 3)

Gen
f = forward, r = reverse

GGATTTGAGTCCCCGCTTTTC (f)

Calpain, Large Polypeptide 1.2 GGCAGCGGGACTGTGAGC (r)

In einem Verdauansatz von 12 pl wurden 10 pl des Amplifikates mit 5 U Mval in 1x
Buffer R™ bei 37 °C iiber Nacht verdaut. Die Auswertung wurde analog zu 3.4.4.1 unter

Nutzung von 3% (w/v) Agarosegelen durchgefiihrt.

3.4.5 Statistische Auswertung

Die Allel- und Genotypfrequenzen eines jeden Gens wurden mit dem Computerprogramm
SAS® 8.01 nach Scrapietyp getrennt ermittelt und dann mithilfe des Chi-Quadrat-Tests
zwischen scrapiepositiven und Kontrolltieren verglichen. Die Ergebnisse wurden durch
Fisher’s Exakt-Test abgesichert. Des Weiteren wurde in der Gesamtheit der Population die
Abweichung der Genotypfrequenzen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht gepriift (Hardy,
1908).
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4 Ergebnisse

4.1 Mikrosatellitenanalyse

Alle typisierten Mikrosatelliten erwiesen sich mit 2 — 10 Allelen als polymorph. Auller den
drei Allelen 98, 99 und 100 des Markers BMS2812 wiesen alle Allele fiir Dinukleotidrepeats
charakteristische Abstinde zueinander auf.

In den von klassischer Scrapie betroffenen Herden wurden bei den Mikrosatelliten BM6507,
BMS2812, MCMA53, MCM159 und RM004 1 — 2 Allele weniger gefunden als in den von
atypischer Scrapie betroffenen Herden. Anders verhielt es sich mit den Markern CSRD63 und
CSAP26E. Hier wiesen die von klassischer Scrapie betroffenen Herden ein Allel mehr auf als
die von atypischer Scrapie betroffenen Herden. Die Mikrosatelliten MCMA16 und UWCAS
zeigten in den Herden beider Scrapietypen die gleichen Allele. Die Gesamtpopulation befand
sich im Hinblick auf die Mikrosatelliten BMS2812, CSAP26E, CSRD63, MCMA16, RM004
und UWCAS5 im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Im Bezug auf die Mikrosatelliten BM6507,
MCM159 und MCMAS53 zeigte sie Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, die
aber fiir alle drei Mikrosatelliten jeweils nur durch einen einzelnen Genotypen hervorgerufen
wurden, dessen Erwartungswert weit unter einem Tier lag, von dem tatsdchlich aber 1 — 4

Tiere gefunden worden waren.

4.1.1 Allelfrequenzen in von atypischer Scrapie betroffenen Herden

Im Vergleich der Allelfrequenzen zwischen atypisch scrapiepositiven Tieren und
Kontrolltieren wurde bei dem Mikrosatelliten MCMAS53 ein hoch signifikanter Unterschied
detektiert (Xz =13,49, P<0,01) (Abbildung 11) (Tabelle 14). Besonders die Gruppe xxx mit
den Allelen 101, 109 und 113 wies hochst signifikante Unterschiede zwischen

scrapiepositiven und Kontrolltieren auf (x> = 11,56, P < 0,001).
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Abbildung 11: Allelfrequenzen des Markers MCMA53 der atypisch scrapiepositiven
Tiere (A-Fall) und ihrer Kontrolltiere (A-Kont). xxx = Gruppe xxx mit den Allelen 101,
109 und 113

Fir den Marker MCMAI6 wurde ebenfalls ein signifikanter Unterschied in den
Allelfrequenzen zwischen atypisch scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren festgestellt
(x*=10,77, P<0,05) (Abbildung 12) (Tabelle 14). Hier wies das Allel 204 einen
signifikanten Frequenzunterschied zwischen atypisch scrapiepositiven Tieren und
Kontrolltieren auf (X2 =5,56, P <0,05). Das Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests fiir Allel 194
verfehlte knapp die Signifikanzgrenze von 5% (x> = 3,51, P = 0,061).
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Abbildung 12: Allelfrequenzen des Markers MCMAI6 der atypisch scrapiepositiven
Tiere (A-Fall) und ihrer Kontrolltiere (A-Kont). xxx = Gruppe xxx mit den Allelen 192,
206 und 212
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Die Allelfrequenzen der iibrigen Mikrosatelliten (BM6507, BMS2812, CSRD63, CSAP26E,
MCMAI159, RM004, UWCAS) zeigten keine signifikanten Abweichungen zwischen atypisch
scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren (Tabelle 14).

Bei den Merinolandschatherden unterschieden sich weder der Mikrosatellit MCMAS53
(x> = 2,52, P =0,47) noch der Mikrosatellit MCMA16 (x* = 1,08, P = 0,78) signifikant in den
Allelfrequenzen zwischen atypisch scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren. Die iibrigen

Marker waren ebenfalls in den Allelfrequenzunterschieden zwischen diesen nicht signifikant

(Tabelle 15).
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Tabelle 14: Allelfrequenzen der Mikrosatelliten der atypisch scrapiepositiven Tiere (A-
Fall) und ihrer Kontrolltiere (A-Kont) sowie die Ergebnisse der Assoziationsanalyse.
n = Tierzahl

Allelfrequenzen des Markers BM6507 (%) ™*

n 141" 143" 145 147" 149" 151 153 155 X P
A-Fall 64 08 00 570 00 1,6 258 62 86
A-Kont 302 1,0 03 566 03 05 253 55 10,5 0,50 0,97
Allelfrequenzen des Markers BMS2812 (%) ™ )
n 88" 90" 94 96 98 99 100 102 114 118" X P
A-Fall 63 0,0 00 11,9 00 365 198 246 72 00 0,0
A-Kont 306 1,0 02 147 13 343 167 220 93 02 03 28 032
Allelfrequenzen des Markers CSRD63 (%) ™™ )
n 131" 135 141" 143 145 147 X P
A-Fall 67 0,0 127 15 12,7 642 89
A-Kont 302 1,1 96 12 126 659 96 1,47 0,83
Allelfrequenzen des Markers CSAP26E (%) ™* )
n 235 2370 239 X P
A-Fall 60 100 08 8972
A-Kont 305 13,4 13 853 1,29 0,53
Allelfrequenzen des Markers MCMA16 (%) * 5
n 192" 194 204 206' 208 210 212 X P
A-Fall 62 65 258 08 1,6 51,6 13,7 0,0
A-Kont 306 3,8 185 59 23 591 103 0,1 10,77° 0,03
Allelfrequenzen des Markers MCMA53 (%) ** )
n 8 101" 103 105 107 109" 113 X P
A-Fall 67 440 3,0 104 172 209 45 0,0
A-Kont 305 50,8 00 103 13,6 233 17 03 13,490,009
Allelfrequenzen des Markers MCM159 (%) ™* )
n 122 134 136 138 140 142" 146' 150° 152 154' % P
A-Fall 67 7,5 52 381 172 67 22 00 1,5 21,6 0,0
A-Kont 306 77 7.0 341 168 119 20 10 1,5 155 25 193 024
Allelfrequenzen des Markers RM004 (%) ™* )
n o 1370 139 141" 143 145 147 149 151" 153" 155 K P
A-Fall 62 00 89 40 185 557 40 81 00 00 08
A-Kont 306 03 124 51 147 457 59 126 02 06 25 81 013
Allelfrequenzen des Markers UWCAS (%) ™ ) p
n 120 124 X
A-Fall 67 53,0 47,0
A-Kont 304 488 512 0,75 0,39

' Seltene Allele mit Frequenzen unter 5% zusammengefasst zur Gruppe xxx, * signifikant

(P <0,05),
** hoch signifikant (P < 0,01), ™ nicht signifikant
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Tabelle 15: Allelfrequenzen der Mikrosatelliten der atypisch scrapiepositiven Tiere (A-
Fall™) und ihrer Kontrolltiere (A-Kont™") aus Merinolandschafherden sowie die
Ergebnisse der Assoziationsanalyse. n = Tierzahl

Allelfrequenzen des Markers BM6507 (%) ™™ ,
n 141" 143" 145 147" 149' 151 153 155

A-Fall™ 15 00 00 667 00 00 267 66 00
A-Kont™ 54 09 00 639 09 00 176 148 109 3,320,50

Allelfrequenzen des Markers BMS2812 (%) ™ )
n 8" 90" 94 96" 98 99 100 102 114" 118'

A-Fal™ 15 00 00 67 00 30,0 333 30,0 00 00 00
A-Kont™ 56 00 00 134 00 348 259 250 09 00 00 203 073

Allelfrequenzen des Markers CSRD63 (%) ™* )
n 131" 135 141" 143 145 147 X P
A-Fal™ 15 0,0 133 0,0 100 60,0 16,7
A-Kont™™ 54 19 157 00 12,0 528 17.6 0,97 0,91
Allelfrequenzen des Markers CSAP26E (%) ™* )
n 235 2370 239 X P
A-Fall™ 15 133 0,0 86,7
A-Kont™™ 55 19,1 00 809 0,53 047
Allelfrequenzen des Markers MCMA16 (%) ™ )
n 192" 194 204 206' 208 210 212! X P
A-Fall™ 15 10,0 16,7 0,0 0,0 533 200 0,0
A-Kont™ 56 7,1 170 0,0 09 61,6 13,4 00 1,08 0,78
Allelfrequenzen des Markers MCMAS53 (%) ™ )
n 8 101" 103 105 107 109" 113 x P
A-Fall™ 15 433 0,0 133 16,7 267 0,0 0,0
A-Kont™ 55 536 00 173 13,6 155 0,0 00 252 047
Allelfrequenzen des Markers MCM159 (%) ™™ 2 P

n 122 134 136 138 140 142" 146' 150" 152 154!

AFall™ 15 00 67 333 233 133 34 00 00 200 00
AKont™ 56 09 36 366 187 125 45 00 00 232 00 32 097

Allelfrequenzen des Markers RM004 (%) ™* 5
n 137" 139 141' 143 145 147 149 151" 153" 155!

A-Fal™ 15 0,0 3,3 100 233 500 0,0 134 00 00 0.0
AKont™ 56 00 89 45 187 473 18 179 00 09 00 287 072

Allelfrequenzen des Markers UWCAS (%) ™* 5
n 120 124 X P
A-Fall™ 15 40,0 60,0
A-Kont™™ 54 56,5 43,5 2,56 0,12

' Seltene Allele mit Frequenzen unter 5% zusammengefasst zur Gruppe xxx, ™ nicht
signifikant
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4.1.2 Allelfrequenzen in von klassischer Scrapie betroffenen Herden

Die Uberpriifung der Allelfrequenzunterschiede zwischen klassisch scrapiepositiven Tieren
und Kontrolltieren ergab fiir den Mikrosatelliten MCMA 159 einen signifikanten Unterschied
(X2 =13,58, P <0,05) (Abbildung 13) (Tabelle 16). Die deutlichsten Frequenzunterschiede
waren bei dem Allel 140 zu finden (x° = 6,21, P < 0,05).

Die Ergebnisse der Mikrosatelliten MCMAI6 und MCMAS53 lagen geringfiigig iiber der
Signifikanzgrenze (X2 =7,22, P=0,065, X2 =9,13, P=0,058). Auch keiner der anderen
Mikrosatelliten (BM6507, BMS2812, CSRD63, CSAP26E, RM004, UWCAS) wies signifikante
Allelfrequenzunterschiede zwischen klassisch scrapiepositiven und Kontrolltieren auf

(Tabelle 16).
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Abbildung 13: Allelfrequenzen des Markers MCMA159 der Kklassisch scrapiepositiven
Tiere (K-Fall) und ihrer Kontrolltiere (K-Kont). xxx = Gruppe xxx mit den Allelen 142,
146, 150 und 154

In der Herde KS, in der 51 Tiere von klassischer Scrapie betroffen waren, ergab die
Berechnung der Allelfrequenzen fiir den Marker MCM159 erneut hoch signifikante
Abweichungen zwischen positiven Tieren und Kontrolltieren (x> = 16,82, P <0,01) (Tabelle
17). Die Allele 122 (x* = 3,90, P < 0,05), 134 (x> = 3,88, P <0,05), 152 (> =4,18, P <0,05)
und die Gruppe xxx mit den Allelen 142, 146, 150 und 154 (3° =4,74, P <0,05) zeigten
signifikante Unterschiede in den Allelfrequenzen zwischen den scrapiepositiven Tieren und

der Kontrollgruppe.
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Wihrend der Mikrosatellit MCMA16 nicht signifikant war (X2 =5,64, P=0,13), wies der
Marker MCMAS53 eine erhohte Signifikanz in den Allelfrequenzunterschieden zwischen den
klassisch scrapiepositiven und —negativen Tieren der Herde KS auf (y* = 14,87, P <0,01)
(Tabelle 17). Die Allele 105 und 107 zeigten hoch signifikante (y° = 8,50, P <0,01) bzw.
signifikante (y* = 6,39, P <0,05) Abweichungen in den Allelfrequenzen zwischen positiven
Tieren und Kontrolltieren.

Die Allelfrequenzunterschiede der iibrigen Mikrosatelliten (BM6507, BMS2812, CSRD63,
CSAP26E, RM004, UWCAS) waren nicht signifikant (Tabelle 17).
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Tabelle 16: Allelfrequenzen der Mikrosatelliten der klassisch scrapiepositiven Tiere (K-
Fall) und ihrer Kontrolltiere (K-Kont) sowie die Ergebnisse der Assoziationsanalyse.
n = Tierzahl

Allelfrequenzen des Markers BM6507 (%) ™*

n 141" 145 151 153 155 157 X P
K-Fall 96 00 453 27,6 63 203 0,5
K-Kont 134 04 545 280 48 119 04 743 011
Allelfrequenzen des Markers BMS2812 (%) ™* )
n 8' 94 96 98 99 100 102 118 X P
K-Fall 99 00 212 0,0 333 20,7 167 76 05
K-Kont 133 08 169 1,0 323 203 207 79 00 3,80 0,58
Allelfrequenzen des Markers CSRD63 (%) ™™ )
n 131 135" 139" 141" 143 145 147 X P
K-Fall 100 7,5 45 0,5 2,0 21,5 490 15,0
K-Kont 133 75 38 00 1,5 17,7 545 150 2,11 0,72
Allelfrequenzen des Markers CSAP26E (%) ™™ )
n 235 2370 239 241 X P
K-Fall 90 6,7 0,5 928 00
K-Kont 133 7.1 04 921 04 0,10 0,95
Allelfrequenzen des Markers MCMA16 (%) ™* )
n 192" 194 204" 206 208 210" 212! X P
K-Fall 97 05 247 26 67 63,9 16 00
K-Kont 133 0,7 222 53 53 609 49 07 722 0,07
Allelfrequenzen des Markers MCMAS53 (%) ™™ )
n 85 101" 103 105 107 109 X P
K-Fall 100 63,0 0,5 45 35 270 15
K-Kont 134 631 04 78 74 187 2.6 9,13 0,06
Allelfrequenzen des Markers MCM159 (%) : s
n 122 134 136 138 140 142" 150" 152 154! X P
K-Fall 100 7,0 10,0 30,0 105 280 20 55 70 0,0
K-Kont 134 112 63 351 145 183 11 19 97 19 1358 004
Allelfrequenzen des Markers RM004 (%) ™* )
n 139 141" 143 145 147 149 153" 155! X P
K-Fall 97 98 46 149 495 57 72 00 83
K-Kont 133 139 53 150 507 38 68 04 41 3,51 0,62
Allelfrequenzen des Markers UWCAS5 (%) ™ )
n 120 124 X P
K-Fall 98 50,5 49,5
K-Kont 134 50,7 493 0,01 096

' Seltene Allele mit Frequenzen unter 5% zusammengefasst zur Gruppe xxx, * signifikant
(P < 0,05), ™* nicht signifikant
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Tabelle 17: Allelfrequenzen der Mikrosatelliten der klassisch scrapiepositiven Tiere (K-
FallKS) und ihrer Kontrolltiere (K-KontKS) aus der Herde KS sowie die Ergebnisse der
Assoziationsanalyse. n = Tierzahl

Allelfrequenzen des Markers BM6507 (%) ™*

n 141" 145 151 153 155 157! X P
K-Fall®® 49 0,0 51,0 153 92 245 0,0
K-Kont® 50 1,0 660 13,0 7,0 13,0 00 685 0,14
Allelfrequenzen des Markers BMS2812 (%) ™* )
n 8" 94 96" 98 99 100 102 118’ X P
K-Fall®® 51 00 167 00 333 225 21,6 49 1,0
K-Konts 49 10 163 00 296 225 265 41 00 081 098
Allelfrequenzen des Markers CSRD63 (%) ™* )
n 131 135" 139" 141" 143 145 147 X P
K-Fall® 51 0,0 49 0,0 39 235 461 21,6
K-Kont** 50 3,0 3,0 00 20 240 480 200 423 0,38
Allelfrequenzen des Markers CSAP26E (%) ™* )
n 235 2370 239 241 X P
K-Fall®® 48 63 00 93,7 00
K-Kont> 50 7.0 00 93,0 00 0,04 083
Allelfrequenzen des Markers MCMA16 (%) ™ N
n 192" 194 204" 206 208 210" 212 X P
K-Fall®® 50 00 30,0 10 60 640 1,0 00
K-Kont® 49 0,0 214 10 1,0 714 3,1 21 2,64 0,13
Allelfrequenzen des Markers MCMAS53 (%)~ 5
n 8 101" 103 105 107 109 X P
K-Fall®® 51 61,8 00 29 00 324 29
K-Kont® 50 69,0 00 50 80 170 1,0 14,87 0,005
Allelfrequenzen des Markers MCM159 (%) * By
n 122 134 136 138 140 142" 150" 152 154! X P
K-Fall®® 51 78 98 304 147 235 20 88 30 00
K-Kont*® 50 17,0 3,0 320 180 170 20 10 100 o0 1682 001
Allelfrequenzen des Markers RM004 (%) ™* )
n 139 141" 143 145 147 149 153" 155 X P
K-Fall®® 50 100 6,0 160 540 90 50 0,0 0,0
K-KontS 49 112 51 123 622 51 41 00 00 2,37 0,80
Allelfrequenzen des Markers UWCAS (%) ™* N
n 120 124 X P
K-Fall®®* 50 55,0 45,0
K-KontS 50 57.0 43,0 0,08 0,78

' Seltene Allele mit Frequenzen unter 5% zusammengefasst zur Gruppe xxx, * signifikant

(P < 0,05),

** hoch signifikant (P < 0,01), ™ nicht signifikant
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4.2 Kandidatengenanalyse

4.2.1 Cathepsin B

Die Sequenzierung des ovinen Cathepsin B ergab eine 642 bp lange Sequenz, die im Exon 9
beginnt, das gesamte Intron 9 abdeckt und in Exon 10 endet. An Position 391 des neunten

Introns wurde ein Basenaustausch (C>T) festgestellt (Abbildung 14).

Exon 9 Intron 9

...GGGGTGACAAAGgtgagcacagtgcccgctaggagggcacccaagecagggeacagtgggcategtgtccgecag
ctgtgctggggcttccecttgeccacaagggeagectctgatcccaagaggtgtgtggatggggocatagectcaagecagatgtgcet

catcctggttcctcagggcaacaggtgcagggggcagggggccataccatccagaagtetgatgtaggactgagtgggaggttaagt

ggaagcccgcetgatcaccgtgtgtgccagttggtgacagetttggggctggtttgtgacttccattcecectgtetttcaggggteggtetgt

Nukleotidsubstitution: C>T
¥

ggcttcccaggtggctcagtggtaaagaattcgcctgctgattcaggagacacaggagatggttttgatccctgggtcaggaagatc
ccttggagaagggaatggcaacccactccagtattcttgectgggaaatctcatgcacagatgagectggtgggctatagtccatggga
tcacagagtcaaacatgactgagcatgcacgctaggtgtgtcggcaaaggtcacaatccaagcagactaaatgegtcttactcctgettt

Exon 10
ccagGCTTTTTCAAAATCCTCAGAGGACAGGAC...

Abbildung 14: Partielle Sequenz des ovinen Cathepsin B, beginnend im Exon 9, endend
im Exon 10, mit Nukleotidsubstitution an Position 391 im neunten Intron. Basen der
Exons sind in Gro3buchstaben, Basen der Introns in Kleinbuchstaben dargestellt.

Der zum Nachweis dieses Polymorphismus etablierte Restriktionsverdau produzierte
unabhingig vom jeweiligen Genotyp einen Kontrollschnitt, der das 665 bp grofle PCR-
Produkt auf eine Gréfe von 584 bp reduzierte (Abbildung 15). Das C-Allel bildete eine
zusitzliche Schnittstelle fiir das Enzym Lwel, so dass zwei Banden der Grofen 264 bp und
320 bp im Agarosegel detektiert werden konnten. Bei Vorliegen des T-Allels war die eben
beschriebene Schnittstelle nicht vorhanden. Demzufolge wiesen fiir das C-Allel homozygote
Tiere ausschlieBlich Banden der Grof8en 264 bp und 320 bp, Tiere des Genotyps TT eine
Bande in der GroBe von 584 bp und heterozygote Tiere alle drei Banden im Gelbild auf
(Abbildung 15).
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665 bp
584 bp

320 bp
264 bp

Abbildung 15: Restriktionsverdau zum Nachweis der Nukleotidsubstitution (C>T) an
Position 391 des neunten Introns des ovinen Cathepsin B. Tiere mit dem Genotyp CC
zeigten Fragmente in der Grofle von 320 bp und 264 bp, Tiere des Genotyps TT wiesen
stattdessen ein 584 bp grofles Fragment auf. Heterozygote Tiere (CT) zeigten alle drei
Fragmente im Gelbild. Ein Kontrollschnitt gewihrleistete die Funktionsfahigkeit des
Systems, indem die Grofle des Amplifikates von 665 bp auf 584 bp reduziert wurde. M =
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, unv. = unverdautes PCR-Produkt

Fiir den Polymorphismus konnte keine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
detektiert werden. In den von atypischer Scrapie betroffenen Herden konnten weder in den
Genotypfrequenzen (y* = 0,48, P = 0,79) noch in den Allelfrequenzen (x> = 0,21, P = 0,64)
signifikante Unterschiede zwischen positiven Tieren und Kontrolltieren festgestellt werden
(Tabelle 18, Tabelle 19).

Tabelle 18: Genotypfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (C>T) an Position 391

des Intron 9 des ovinen Cathepsin B der atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere
und ihrer Kontrolltiere. n = Tierzahl

atypische Scrapie klassische Scrapie
Genotyp Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
(n=298") (n=166") (n=1387 n=97"
CcC 62,1 60,6 67,4 67,0
CT 32,5 31,8 29,0 32,0
TT 5,4 7,6 3,6 1,0

' 6 Tiere waren nicht typisierbar, 21 Tier war nicht typisierbar, ® 7 Tiere waren nicht typisierbar
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Klassisch scrapiepositive Tiere unterschieden sich ebenfalls weder in den Genotypfrequenzen
(X2 = 1,67, P = 0,43) noch in den Allelfrequenzen (x2 = 0,10, P = 0,76) von den zugehorigen
Kontrolltieren (Tabelle 18, Tabelle 19).

Tabelle 19: Allelfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (C>T) an Position 391 des

Intron 9 des ovinen Cathepsin B der atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere und
ihrer Kontrolltiere.

Allel atypische Scrapie klassische Scrapie
Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
C 78,4 76,5 81,9 83,0
T 21,6 23,5 18,1 17,0
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4.2.2 Cathepsin D

Das ovine Cathepsin D betreffend ergab die Analyse eine Sequenz, die einen Teil des siebten
Exons, das gesamte Intron 7, Exon 8 und Intron 8§ abdeckt und im neunten Exon endet. An
Position 12 des Exon 9 wurde eine stille Mutation (C>T) detektiert. Das frei verfligbare
Computerprogramm ESEfinder (Smith et al., 2006) identifizierte bei dem Wildtypallel (C) an
dieser Position einen potentiellen Exon Splicing Enhancer (ESE), Bindungsstelle fiir das
spezifische Serin/Arginin reiche Protein (SR-Protein) SF2/ASF. Diese wurde durch die
Mutation (T) zerstort (Abbildung 16).

Exon 7
. AGGCTATCGTGGACACGGGCACGTCCCTGATGGTGGGCCCTGTGGAGGAGGTG

Intron 7

CGAGAGCTACAGAAGGCCATCGGGGCCGTGCCGCTGATCCAGGGCGAGgtgagegee

Nukleotidsubstitution G>A
il Exon 8

ggcagggctggggaggcgggcagccccagcgccgggccc@ccccgtacaccggctcccctctccccactctctgcagTACA

TGATTCCCTGCGAGAAGGTGTCCAGCCTGCCTCAGGTCACACTGAAACTGGGTGG

Intron 8 Deletion

CAAGGACTACACGCTGTCCCCGGAGGACTACACGCTCAAthgagcggggcc§ggggggg

Nukleotidsubstitution C>T Nukleotidsubstitution G>A

¥ 2/ Exon 9
chggggtgcaggcgccctggggc@cggcccgggcggcggccagtggtgaccggtgttgttggcacagGTGTCGCAGG
-—
Nukleotidsubstitution: C>T ESE
¥
CGGGACGACCGTGTG...
—— 3

Abbildung 16: Partielle Sequenz des ovinen Cathepsin D, beginnend im Exon 7, endend
im Exon 9, mit Nukleotidsubstitutionen an Position 12 des neunten Exons, Position 49
des siebten Introns sowie Position 20 und 44 des Intron 8. Weiterhin dargestellt sind eine
Deletion (::::f), die die 17. bis 23. Base des Intron 8 betrifft, und ein bei Vorliegen des C-
Allels durch das Programm ESEfinder identifizierter Exon Splicing Enhancer (ESE)
(). Basen der Exons sind in Grof3buchstaben, Basen der Introns in Kleinbuchstaben
dargestellt.

Des Weiteren wurden noch ein Einzelbasenpaaraustausch (A>G) an der 49. Base in Intron 7
sowie zwei Einzelbasenpaaraustausche (C>T bzw. G>A) an 20. bzw. 44. Position des Intron 8

detektiert. Im achten Intron wurde weiterhin eine Deletion der Basen 13 bis 19 festgestellt
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(Abbildung 16). All diese Mutationen traten in der Population jedoch nur vereinzelt auf und
wurden deshalb nicht als Marker fiir die Assoziationsstudie herangezogen.

Zum Nachweis des Polymorphismus an Position 12 des neunten Exons wurde ein
Restriktionsverdau entwickelt: Bei Vorhandensein der Base T lag eine Schnittstelle flir das
Enzym BseYI vor. Tiere des Genotyps CC wiesen ein 138 bp groBles Fragment, Tiere des
Genotyps TT ein 116 bp grofles Fragment im Gelbild auf. (Der hierbei anfallende Abschnitt
von 22 bp konnte im Gelbild aufgrund seiner geringen GroBe nicht detektiert werden.)
Heterozygote Tiere zeigten Fragmente beider Groflen (138 bp und 116 bp) im Agarosegel
(Abbildung 17).

Die Population befand sich im Hinblick auf den untersuchten Polymorphismus im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht. Weder die Genotypfrequenzen (3 = 0,16, P = 0,92) noch die
Allelfrequenzen (y* = 0,17, P = 0,68) der atypisch scrapiepositiven Tiere unterschieden sich
signifikant von denen der Kontrolltiere (Tabelle 20, Tabelle 21). Im Vergleich der
Genotypfrequenzen (y* = 3,96, P = 0,14) und Allelfrequenzen (y* = 1,58, P =0,21) zwischen
klassisch scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren wurden ebenfalls keine signifikanten

Abweichungen festgestellt (Tabelle 20, Tabelle 21).

138 bp
116 bp

Abbildung 17: Restriktionsverdau zum Nachweis der Nukleotidsubstitution (C>T) an
Position 12 des neunten Exons des ovinen Cathepsin D. Tiere mit dem Genotyp CC
zeigten ein 138 bp grofies Fragment, der Genotyp TT wies ein 116 bp grofles Fragment
auf. Heterozygote Tiere (CT) zeigten beide Fragmente im Gelbild. M = pUC19
DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23
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Tabelle 20: Genotypfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (C>T) an Position 12 des
neunten Exons des ovinen Cathepsin D der atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere
und ihrer Kontrolltiere. n = Tierzahl

atypische Scrapie klassische Scrapie
Genotyp Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
(n=296") (n=677 (n=1347) (n=997
CcC 33,5 31,3 31,3 20,2
CT 45,9 46,3 44,0 54,5
TT 20,6 22,4 24,6 25,3

' 8 Tiere waren nicht typisierbar, 2 5 Tiere waren nicht typisierbar

Tabelle 21: Allelfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (C>T) an Position 12 des
neunten Exons des ovinen Cathepsin D der atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere
und ihrer Kontrolltiere.

Allel atypische Scrapie klassische Scrapie
Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
C 56,4 54,5 53,4 47,5
T 43,6 45,5 46,6 52,5

4.2.3 Calpain, Large Polypeptide L2

Die Sequenzierung des ovinen Calpain, Large Polypeptide L2 ergab eine 519 bp lange
Sequenz, die im Promotorbereich beginnt und im Exon 1 endet. Durch ein Alignment mit der
humanen Gensequenz (Hata et al., 1989) (GenBank Nr.: J04700) konnte der Beginn des
ersten Exons und der kodierenden Sequenz festgelegt werden (Abbildung 18). Im
Promotorbereich und Exon 1 des ovinen Calpain, Large Polypeptide L2 wurde unter Nutzung
des Programms ,,Sequence Manipulation Suite: CpG Islands* (Stothard, 2000) eine CpG-Insel
detektiert, die sich iiber die gesamte untersuchte Sequenz erstreckt. Weiterhin wurden zwei
G/C-Boxen in der Sequenz detektiert.

An der 191. Position vor Beginn des ersten Exons konnte eine Nukleotidsubstitution von G
gegen T detektiert werden (Abbildung 18). Das Programm ,,Matlnspector* identifizierte bei
Vorliegen des G-Allels eine potentielle Bindungsstelle fiir das Zinc Finger Protein
Insulinoma-associated 1 (IA-1), die sich ab der 184. Base vor Beginn des ersten Exons iiber
13 Basenpaare erstreckte (tgcccggggtect) (sieche Abbildung). Diese wurde bei Vorliegen des
T-Allels nicht detektiert.
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Oar

Nukleotidsubstitution: G>T
Promotor il

cccaactctggaccgcgattcgcgagecctcecceccggecgecggge————cgt
I O e e e o o e .
cccgcttttccaccgggatgccc@—gggtgctcgcagccggcccgctcgg

gcatcccgggagctgtccgcagatggcagcaccggec—-——cgtgtcecgegg
Shrrrrrrrrerta e rrrr et r e [ P O I I
ccatcccgggcgceccgtccgcaggtggcagcaccggeccccgcgggccgccyg

cgttc-—-—-ccggcgctcggcaggccgagatgge————-— tggtcccgggcec

Lol Lottt [ 1] S 1
ccgtccggectggecgectgtgcaggecgecg-—ggeccgeccagggteccecgggtyg

gggagcccagcaggccgggagcggctgaggccacaccccgecggggccggg
T T e O O O O B

gggcgccgagcaggccgggagcgge-—caggccacgcccgcagggecggagyg
Exon 1
ccgcttc——-cctccggtgAATCATCGCTCGCAGCGGCGGCGCCCGCAGTG

B e T T I e o I I A e B R R NN
gcgccgcgggacccggtgAATCATCGCCGGCGGCGEGC--CGCTCACAGT -

GCCGCAGCAGGCCGCCGGGCCLCTGGCCGCGCCCCAGCCGAGCGCAGLCGCG

B T e T O Y B
CCCGCTGCCGCGCGCCGGGCLCCTGGCCGLCGCCCCTGCCGAGCGLCCGCTCA

GAGTCGC———————— CCCGACCTTTCTCTGC————— GCAGTACGGCCGCC
el (I P I I Pl el
TCGCCGCAGCCGAGACCCTCGCTCGCTCGCCCGGCGGCAGCGCGGGCALCC
CDS
GGGACCGCAGCATGGCGGGCATCGCGGCCAAGCTGGCGAAGGACCGGGAG

LEr et rrrrrrrrrrrrrrrrrr ettt
GGG—--CCAACCATGGCGGGCATCGCGGCCAAGCTGGCCAAGGACCGGGAG

GCGGCCGAGGGGCTGGGCTCCCACGAGAGGGCCATCAAGTACCTCAACCA

Lrrrrrrerrrrerrrrrrrarrrrrr ettt et rr
GCGGCCGAGGGGCTGGGCTCGCACGAGAGGGCGGTCAAGTACCTCAACCA

GGACTACGAGGCGCTGCGGAACGAGTGCCTCGAGGCCGGGACGCTCTTCC

Lrrrrrrrrrrrrrrrrrarrrrr ettt ettt
GGACTACGCGGCGCTGCGGGACGAGTGCCTGGAGGCCGGGGCGCTGTTCC

AGGACCCGTCCTTCCCGGCCATCCCCTC

0 I I O O I O O
AGGACCCCTCCTTCCCGGCCCTGCCTTC

Abbildung 18: Partielle Sequenz des ovinen Calpain, Large Polypeptide L2 (Oar) im
Alignment mit einem Teil der humanen Gensequenz (Hsa) (Hata et al., 1989, GenBank
Nr.: J04700) beginnend im Promotor endend im Exon 1. Das Startcodon ist kursiv und
unterstrichen dargestellt. Basen der Exons sind in Grofibuchstaben, Basen der Introns
in Kleinbuchstaben geschrieben. An der 191. Position vor Beginn des ersten Exons
wurde eine Nukleotidsubstitution detektiert. Bei Vorliegen des G-Allels wurde an dieser
Position eine potentielle Bindungsstelle fiir das Zinc Finger Protein Insulinoma-
associated 1 (#) detektiert. CDS = kodierende Sequenz
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Der Polymorphismus G>T im ovinen Calpain, Large Polypeptide L2 wurde durch ASPCR
nachgewiesen. Es wurden zwei unterschiedliche PCR-Reaktionen entwickelt, die nur das
G-Allel bzw. nur das T-Allel amplifizierten. Um falsch-negative Resultate durch eventuelle
PCR-Ausfille auszuschlieBen, wurde zusitzlich ein kleineres Kontrollfragment amplifiziert.
Durch Kombination der Testergebnisse konnte der Genotyp der getesteten Tiere ermittelt

werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Allelspezifische PCR zur Differenzierung der Nukleotidsubstitution
(G>T) an der 191. Position vor Beginn des ersten Exons in der Promotorregion des
ovinen Calpain, Large Polypeptide L2. Das G-Allel mit einer Grofle von 504 bp (a) und
das T-Allel mit einer Groflie von 439 bp (b) wurden in zwei unterschiedlichen PCR-
Reaktionen nachgewiesen. Kleinere Kontrollfragmente (305 bp und 240 bp) schlossen
falsch-negative Resultate aus: Lag das getestete Allel also nicht vor, war nur das
Kontrollfragment auf dem Gelbild zu sehen (-). Durch Kombination der Ergebnisse
beider PCR-Amplifikationen konnte der Genotyp der Tiere bestimmt werden (c¢). M =
FastRuler™ DNA Ladder, Low Range, ready-to-use

Zur Absicherung des Testergebnisses wurde ein Teil der Proben (siehe 3.4.4.4) in einer nested
PCR amplifiziert und das Produkt mit Hilfe eines RFLPs typisiert. Diese Methode wies eine
tiberaus hohe Sensitivitit auf, weswegen sie sich gut zur Bestitigung der Testergebnisse aus
der ASPCR eignete. Als alleinige Testmethode wurde sie wegen des erhohten Arbeits- und

Kostenaufwandes, des Vorhandenseins iiberfliissiger Schnittstellen und der hohen
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Anfilligkeit fiir Kontamination nicht verwendet. Tiere des Genotyps GG wiesen eine 145 bp
grofle Bande im Agarosegel auf. Durch die Base T an der fraglichen Position entstand eine
zusitzliche Schnittstelle fiir das Enzym Mval, so dass Tiere, die den Genotyp TT trugen, ein
111 bp groBBes Fragment im Gelbild zeigten. Bei heterozygoten Tieren (GT) waren beide
Banden zu sehen. Eine Kontrollschnittstelle im PCR-Amplifikat gewdhrleistete die
einwandfreie Funktion des Enzyms und fiihrte zu einem 79 bp groflen Fragment im Gelbild

(Abbildung 20).

D

..‘.“.‘- S 145 bp
- - e

’ 111 bp
. e ee®e s 79 bp

R R

Abbildung 20: Restriktionsverdau zur Absicherung der Ergebnisse im Bezug auf den
Nachweis der Nukleotidsubstitution (G>T) an der 191. Position vor Beginn des ersten
Exons im Promotorbereich des ovinen Calpain, Large Polypeptide L2. Tiere mit dem
Genotyp GG wiesen ein 145 bp grofles Fragment im Gelbild auf. TT-homozygote Tiere
zeigten eine Bande in der Grofie von 111 bp im Gelbild. Bei heterozygoten Tieren (GT)
waren Fragmente beider Grofien zu sehen. Ein Kontrollschnitt produzierte eine 79 bp
grofie Bande im Gelbild. Die Negativkontrolle (Neg.) war wegen der hohen Sensitivitit
der nested PCR obligatorisch. M = pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23

Die Gesamtpopulation befand sich beziiglich der untersuchten Mutation im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht. Weder im Hinblick auf klassische Scrapie (x> = 0,94, P =0,62) noch auf
atypische Scrapie (3* = 0,67, P = 0,76) konnten zwischen scrapiepositiven und Kontrolltieren
signifikante Abweichungen der Genotypfrequenzen festgestellt werden (Tabelle 22). Auch in
den Allelfrequenzen unterschieden sich klassisch (x> = 0,94, P = 0,33) und atypisch (y3° =
0,69, P =0,41) scrapiepositive Tiere nicht signifikant von den Kontrolltieren (Tabelle 23).
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Tabelle 22: Genotypfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (G>T) an der 191.
Position vor Beginn des ersten Exons im Promotorbereich des ovinen Calpain, Large
Polypeptide L2 der atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere und ihrer Kontrolltiere.
n = Tierzahl

atypische Scrapie klassische Scrapie
Genotyp Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
(m=302" (n=68?) (n=139) (n=99°)
GG 51,3 55,9 55,4 50,5
GT 38,8 36,8 36,7 38,4
TT 9,9 7,3 7,9 11,1

' 2 Tiere waren nicht typisierbar, 2 4 Tiere waren nicht typisierbar, ® 5 Tiere waren nicht typisierbar

Tabelle 23: Allelfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (G>T) an der 191. Position
vor Beginn des ersten Exons im Promotorbereich des ovinen Calpain, Large Polypeptide
L2 der atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere und ihrer Kontrolltiere.

Allel atypische Scrapie klassische Scrapie
Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
G 70,7 74,3 73,7 69,7
T 29,3 25,7 26,3 30,3

4.2.4 Kallikrein 1

Die Sequenzierung des ovinen Kallikrein I ergab eine 1136 bp lange Sequenz, die einen Teil
des dritten Exons, das komplette Intron 3, Exon 4 und Intron 4 sowie den Anfang des fiinften
Exons beinhaltet. In Intron 4 wurde eine Nukleotidsubstitution (C>T) an Position 392
detektiert (Abbildung 21).

Der zur routinemifBigen Identifikation des Polymorphismus entwickelte Restriktionsverdau
produzierte stets ein Kontrollfragment von 153 bp. Des Weiteren wurde bei Vorliegen eines
T-Allels ein 371 bp groBBes Fragment im Agarosegel detektiert. Bei Vorhandensein der Base C
an Position 392 des vierten Introns entstand eine zusidtzliche Schnittstelle fiir das Enzym
BsmFI, so dass ein 307 bp groBes Fragment identifiziert werden konnte. TT-homozygote
Tiere konnten also durch eine 371 bp groBe Bande, CC-homozygote Tiere durch eine 307 bp
grof3e Bande identifiziert werden. Heterozygote Tiere wiesen beide Banden im Gelbild auf
(Abbildung 22).

Die Gesamtpopulation befand sich an diesem Genort im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Bei
den von atypischer Scrapie betroffenen Herden ergaben sich weder in den Genotypfrequenzen
(x* = 0,68, P = 0,71) noch in den Allelfrequenzen (x> = 0,04, P=0,84) signifikante
Unterschiede zwischen positiven Tieren und Kontrolltieren (Tabelle 24, Tabelle 25). In den

von klassischer Scrapie betroffenen Herden war der Unterschied in den Genotypfrequenzen
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(x* = 3,65 P = 0,16) zwischen scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren nicht signifikant und
lag auch bei den Allelfrequenzen knapp iiber der Signifikanzgrenze (y* = 3,37, P = 0,066)
(Tabelle 24, Tabelle 25).

Exon 3
...GAGGACTTCCAAATCCGGGATTCAACCTGAGCCTCCTGGAAAACCACACCCGCCcA

GCCAGGAGAGGACTACAGCCACGACCTCATGCTGCTTCGTCTGCAGGAGCCCGTC
CAGCTCACACAGGACGTGCAGGTCCTGGGTCTGCCCACCAAGGAACCCCAACTGG

GGACGACCTGCTATGCCTCCGGCTGGGGCAGCGTCAAGCCAGATGAGTGTATGCT

Intron 3
GGCGTCCAGAcggtgcaccgtggagecegggeaceggggtetgcgggaggaggggcccagggacctgaactcgagagt
Exon 4
ctgagggaggagggctgagggtgtggggtctggccgecagecgegtctetecctggeccgecagTCTCTTACCCAGACGA

TCTCCAGTGTGTGGACCTCACCCTCCTACCCAATGAGAAGTGTGCCACAGCCCACC

CCCAGGAGGTGACAGACTGCATGCTGTGTGCTGGACACCTGGAGGGCGGCAAGGA

Intron 4
CACCTGCGTGgtgagccagectgeccctcctcccagectccaggecttgaagtgetgggggcgggggctcagattctgeget

gggettcagagcetaagecaggceaaccgtctccatcgettcgeagetgtagettgetacecectttecttecctgtageeccaacctccacaca
catcagagttcacgcgttcctccctctgacacacatttccggtccagtcagagaaagectggggagaggtgagettgaggotggocggee

tectgtagggtectgetectectecgeactgacctgectgecgggaccatettgetectgaatectgaatectgeccaccetgggeaggeac

Nukleotidsubstitution: C>T
¥

tggaccctgagactccctccccatcggcaggactcgagccactgtcc@ctctgtcggaatccgcgctgatgttcttaagggagtgggctct
ggagacaactatctctttctccagagatggggagttactgtctggatctgtgecactcgegtctaagtgetagagetcaccaggceaaaaccct
Exon 5

caagtctttgctaacctctctcacactctececteccecetttgtgetgtagGGTGACTCAGGGGGCCCGCTGATCTG

CGAGGGTATGTTGCAAGGAATCACGTCATGGGGCC...

Abbildung 21: Partielle Sequenz des ovinen Kallikrein 1, beginnend im Exon 3, endend
im Exon 5, mit Nukleotidsubstitution an Position 392 des vierten Introns. Basen der
Exons sind in Grof3buchstaben, Basen der Introns in Kleinbuchstaben dargestellt.
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Abbildung 22: Restriktionsverdau zum Nachweis der Nukleotidsubstitution (C>T) an
Position 392 des vierten Introns des ovinen Kallikrein 1. Tiere mit dem Genotyp CC
zeigten ein 307 bp grofies Fragment, Tiere mit dem Genotyp TT wiesen ein 371 bp
grofles Fragment im Gelbild auf. Bei heterozygoten Tieren (CT) waren beide Fragmente
zu sehen. Zur Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit des Systems wurde ein 153 bp
grofles Kontrollfragment produziert. M = pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, unv. =
unverdautes PCR-Produkt

Tabelle 24: Genotypfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (C>T) an Position 392
des vierten Introns des ovinen Kallikrein 1 der atypisch und klassisch scrapiepositiven
Tiere und ihrer Kontrolltiere. n = Tierzahl

atypische Scrapie klassische Scrapie
Genotyp Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
(m=297" (=697 (n=134") m=99"
CcC 61,6 60,9 79,1 69,7
CT 31,7 34,8 20,1 27,3
TT 6,7 43 0,8 3,0

' 7 Tiere waren nicht typisierbar, 2 3 Tiere waren nicht typisierbar, % 5 Tiere waren nicht typisierbar
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Tabelle 25: Allelfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (C>T) an Position 392 des
vierten Introns des ovinen Kallikrein 1 der atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere
und ihrer Kontrolltiere.

Allel atypische Scrapie klassische Scrapie
Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
C 77,4 78,3 89,2 83,3
T 22,6 21,7 10,8 16,7

4.2.5 Transforming Growth Factor, 1

Die Sequenzierung des ovinen Transforming Growth Factor, 1 ergab eine 513 bp lange
Sequenz, die im sechsten Intron beginnt und im siebten Exon endet. Im sechsten Intron wurde
an der 206. Position vor Beginn des Exon 7 eine Nukleotidsubstitution G>T detektiert
(Abbildung 23).

Intron 6

...agacgtgggttcaatccctgggtcgggaagatccectggagaaggaaatggeggteccaccecagtattettgectgggaaacceca

tggacagaggagcctggcaggctacagtccatggggtcacagagtcggacacgactaatgtgacttagectgtggagaccggtaactt

Nukleotidsubstitution: G>T
¥

gggcaagggaggaggtggggagatggaaggagaaagaaaaggagacagat@agagagcaagaggcaggagggtagagaattc
ggaaaatggaaggagaaagacagtgagatacaagccaagagtggaacatggggagaggcagagaatcagaaagacacggaatga
gataagacagggggagatgggoagagocgggcagggtggcggcatcctccccacgacccccaaccetgaccecgegeaccege

Exon 7
cccgcagGTCCTGGCCCTGTACAACCAGCACAACCCGGGCGCATCGGCGGCGCCGTG

CTGCGTGCCTCAGGCGCTGGAACCCCTGCCCAT...

Abbildung 23: Partielle Sequenz des ovinen Transforming Growth Factor, 1, beginnend
im Intron 6, endend im Exon 7, mit identifizierter Nukleotidsubstitution an der 206.
Base vor Beginn des siebten Exons im Intron 6. Basen der Exons sind in
Grofibuchstaben, Basen der Introns in Kleinbuchstaben dargestellt.

Zum Nachweis der Mutation wurde ein ACRS etabliert. Dieser produzierte bei
Vorhandensein des Wildtypallels (G) ein Fragment in der Grole von 129 bp. Lag an der
fraglichen Stelle die Base T vor, so war ein der Grofle des ungeschnittenen PCR-Produktes

von 154 bp entsprechendes Fragment im Gelbild zu sehen. Neben den erwiinschten Banden
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waren ebenfalls Nebenbanden unterschiedlicher GroBlen festzustellen, die auf die hohe 3'-

Stabilitdt des verwendeten Vorwértsprimers zuriickzufithren waren (Abbildung 24).

154 bp
129 bp

Abbildung 24: ACRS zum Nachweis der Nukleotidsubstitution (G>T) an der 206. Base
vor Beginn des Exon 7 im sechsten Intron des ovinen Transforming Growth Factor, f1.
Der Genotyp TT stellte sich als 154 bp grofie Bande im Gelbild dar. Tiere, die den
Genotyp GG trugen, zeigten ein 129 bp grofies Fragment. Heterozygote Tiere (GT)
wiesen beide Banden im Gelbild auf. Zur besseren Darstellung wurde stets ein
unverdautes PCR-Produkt (unv.) zusitzlich mit auf das Gel geladen. M = pUC19
DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23

Die Population befand sich im Hinblick auf den untersuchten Genort im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht. Beim Vergleich der Genotypfrequenzen der atypisch scrapiepositiven Tiere
mit denen ihrer Kontrolltiere wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt (x> = 2,01,
P = 0,36) (Tabelle 26). Auch in den Allelfrequenzen wurden keine signifikanten
Abweichungen zwischen den beiden Gruppen detektiert (X2 = 1,21, P = 0,27) (Tabelle 27).
Bei den von klassischer Scrapie betroffenen Tieren verhielt es sich gleicherma3en: Auch hier
unterschieden sich weder die Genotypfrequenzen (x> = 0,58, P = 0,45) noch die
Allelfrequenzen (y* = 0,56, P = 0,45) signifikant zwischen scrapiepositiven und Kontrolltieren

(Tabelle 26, Tabelle 27).
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Tabelle 26: Genotypfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (G>T) an der 206. Base
vor Beginn des siebten Exons im Intron 6 des ovinen Transforming Growth Factor, f1
der atypisch und Kklassisch scrapiepositiven Tiere und ihrer Kontrolltiere. n = Tierzahl

atypische Scrapie klassische Scrapie
Genotyp Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
(n=291" (n=687% (n=1347 (n=103"%
GG 81,8 88,2 96,3 94,2
GT 17,2 10,3 3,7 5,8
TT 1,0 1,5 0,0 0,0

' 13 Tiere waren nicht typisierbar, 2 4 Tiere waren nicht typisierbar, ® 5 Tiere waren nicht typisierbar,
* 1 Tier war nicht typisierbar

Tabelle 27: Allelfrequenzen (%) der Nukleotidsubstitution (G>T) an der 206. Base vor
Beginn des siebten Exons im Intron 6 des ovinen Transforming Growth Factor, f1 der
atypisch und klassisch scrapiepositiven Tiere und ihrer Kontrolltiere.

Allel atypische Scrapie klassische Scrapie
Kontrolltiere positive Tiere Kontrolltiere positive Tiere
G 90,4 93,4 98,1 97,1
T 9,6 6,6 1,9 2.9
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5 Diskussion

5.1 Mikrosatellitenanalyse

5.1.1 Signifikanzen in von atypischer Scrapie betroffenen Herden

Die Mikrosatelliten MCMA53 und MCMA 16 wiesen in der Gruppe der von atypischer Scrapie
betroffenen Herden hoch signifikante bzw. signifikante Unterschiede in den Allelfrequenzen
zwischen scrapiepositiven und Kontrolltieren auf. Dieses kann auf ein die Scrapieresistenz
beim Schaf beeinflussendes Gen in der Ndhe des jeweiligen Mikrosatelliten hindeuten.
Allerdings konnen diese Ergebnisse auch durch die unterschiedliche Rassenzusammensetzung
und ungewissen Verwandtschaftsgrad der beprobten Tiere untereinander beeinflusst worden
sein. Eine falsch positive Assoziation eines Markers kann in einer Fall-Kontroll-Studie durch
die Stratifizierung der beprobten Population hervorgerufen werden: Dies ist dann der Fall,
wenn die Verteilung der Allele in zwei oder mehreren Subpopulationen voneinander abweicht
und die Fall- und Kontrollgruppe aus unterschiedlich grofen Anteilen der Subpopulationen
bestehen (DeWan et al., 2007). Es ist bekannt, dass Allelfrequenzen von Mikrosatelliten sich
zwischen den Schafrassen deutlich unterscheiden konnen und einige Allele in manchen
Rassen gar nicht auftreten, andere hingegen treten exklusiv in einer Rasse auf. Sie zeichnen
sich oft durch extrem kleine oder extrem groBe GroBen aus und treten in niedrigen
Frequenzen auf (Arranz et al., 2001). In der vorliegenden Studie bestand der grofte Teil der
beprobten Tiere aus Kreuzungstieren, bei denen eine genaue Rassezuordnung nicht mdglich
war.

In den Merinolandschaftherden waren die Unterschiede in den Allelfrequenzen zwischen
atypisch scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren nicht mehr signifikant. Ein Grund dafiir
konnte sein, dass flir die Feststellung einer Assoziation umso hdhere Probenzahlen bendtigt
werden, je niedriger der Anteil der durch die Mutation ausgeldsten Varianz am
Krankheitsphinotyp ist (Long & Langley, 1999). Mutationen mit geringem Einfluss auf die
phédnotypische Varianz konnen also in Assoziationsstudien mit einer zu geringen
Probenmenge iibersehen werden. Mit insgesamt 71 Tieren ist die Anzahl an beprobten
Merinolandschafen eher als gering einzustufen. Ein anderer Grund fiir die fehlende
Signifikanz konnte sein, dass die Allele 101, 109 und 113 des Mikrosatelliten MCMAS3,
sowie die Allele 204 und 212 des Mikrosatelliten MCMAI6 nicht in den
Merinolandschatherden auftraten. Gerade aber die Gruppe der Allele 101, 109 und 113 des
Markers MCMAS53 zeigte bei der Gesamtheit der von atypischer Scrapie betroffenen Herden
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hochst signifikante Unterschiede zwischen scrapiepositiven- und Kontrolltieren. Auch das
Allel 204 des Markers MCMA16 war in den Allelfrequenzunterschieden zwischen atypisch
scrapiepositiven Tieren und Kontrolltieren des Gesamtprobenmaterials signifikant.

Da das Ergebnis der vorliegenden Assoziationsstudie eine Kopplung der Mikrosatelliten
MCMA53 und MCMAI6 mit einem die Empfinglichkeit fiir atypische Scrapie
beeinflussenden Genort nahe legt, sind folgende Kandidatengene fiir die weitere
Untersuchung interessant:

Das fiir den spannungsabhingigen Kaliumkanal Kv3.1 kodierende Gen (KCNC1I) liegt in der
Region auf Rinderchromosom 15, die homolog zu der Region auf Schafchromosom 15 ist, in
welcher der Mikrosatellit MCMA53 lokalisiert ist. Kv3.1-Kanéle werden in verschiedenen
Bereichen des Gehirns unter anderem im Kleinhirn und den Basalganglien exprimiert. Mause
mit homozygot defektem KCNCI waren ihren heterozygoten Wurfgeschwistern und Mausen
vom Wildtyp in einem Test, der auf motorische Koordination und Ausdauer der Muskulatur
ausgelegt war, signifikant unterlegen. Auch wiesen sie ein geringeres Korpergewicht und
verdnderte Reaktionen auf akustische Reize auf (Ho et al., 1997). Bei Tieren, denen die
Kaliumkanéle Kv3.1 und Kv3.3 fehlten, wurden schwere Ataxie, zitternde Bewegungen und
Muskelspasmen beobachtet (Espinosa et al., 2001). Méause, denen der Kv3.3-Kanal fehlte, die
aber mindestens ein intaktes KCNCI-Allel besallen, zeigten hingegen keine offenkundige
Ataxie unter visueller Inspektion (McMahon et al., 2004). Verhaltensdnderungen sowie
Gewichts- und Konditionsverlust sind Symptome, die im Verlaufe einer Scrapieerkrankung
auftreten (Petrie et al., 1989, Kiimper, 1994). Ataxie ist ebenfalls, insbesondere auch im
Hinblick auf die atypische Scrapie des Schafes (Benestad et al., 2003), ein charakteristischer
klinischer Befund (Petrie et al., 1989, Kiimper, 1994).

Interleukin 1-B Converting Enzyme (ICE) ist eine proinflammatorische Caspase, die das
Zytokin Interleukin (IL)-1B in seine aktive Form iiberfiihrt und liegt auf dem zu
Schafchromosom 15 homologen Rinderchromosom 15 in der Ndhe des Mikrosatelliten
MCMAI6. Schultz et al. (2004) berichteten iiber eine vermehrte Expression von /L-1f und
ICE im Gehirn im Verlauf einer murinen Scrapieinfektion. Des Weiteren spielt IL-1p eine
bedeutende Rolle bei der Aktivierung von Astrozyten und der Entstehung der im frithen
Stadium einer Scrapieinfektion beobachteten Astrogliose: Bei fehlendem Einfluss von /L-1
wurde ein verzogertes Voranschreiten der Akkumulation von PrP% sowie eine lingere
Inkubations- und Uberlebenszeit beobachtet (Schultz et al., 2004).

KCNCI und ICE sind also nicht nur durch ihre Position in der Ndhe der Mikrosatelliten
MCMAS53 bzw. MCMA 16, sondern auch aufgrund ihrer Funktionen fiir eine Untersuchung auf
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eine Assoziation mit Scrapieresistenz beim Schaf interessant. Sie wurden im Rahmen der
vorliegenden Studie nicht untersucht, da alle bearbeiteten Gene schon vor Vorliegen der
Ergebnisse aus der Mikrosatellitenanalyse ausgewdhlt worden waren und die Untersuchung

weiterer Gene den Umfang der Studie iiberstiegen hitte.

5.1.2 Signifikanzen in von klassischer Scrapie betroffenen Herden

Neben den Herden, die von atypischer Scrapie betroffen waren wurden auch von klassischer
Scrapie betroffene Herden untersucht. In diesen Herden zeigte der Mikrosatellit MCM159
signifikante Unterschiede in den Allelfrequenzen zwischen scrapiepositiven und
Kontrolltieren. Da die Resistenz gegen klassische Scrapie nicht nur vom Prionproteingenotyp
allein abhdngt (Lloyd et al., 2001, Moreno et al., 2003), sondern Unterschiede in der
Inkubationszeit zwischen Tieren des gleichen Genotyps bestehen (Carlson et al., 1988, Elsen
et al.,, 1999), kann der Mikrosatellit MCM159 mit einem solchen die Resistenz gegen
klassische Scrapie beeinflussenden Genort gekoppelt sein.

Die Allelfrequenzen des Mikrosatelliten MCM159 unterscheiden sich innerhalb der Herde
KS, in der 51 Tiere von klassischer Scrapie betroffen waren, hoch signifikant zwischen
positiven Tieren und den Kontrolltieren. Da anzunehmen ist, dass sich Tiere innerhalb einer
Herde genetisch dhnlicher sind als Tiere mit unterschiedlicher Herdenzugehdorigkeit, und
mehrere scrapiepositive Tiere aus der Herde vorliegen, sind Storeffekte wie Rasse, Alter und
Verwandtschaftseinfliisse geringer als im gesamten Probenmaterial. Aus diesem Grund
bekriftigt das aus der Herde KS vorliegende Ergebnis die Kopplung des Mikrosatelliten
MCM159 an einen potentiell die Empfanglichkeit fiir klassische Scrapie beeinflussenden
Genort.

Der Mikrosatellit MCM159 liegt auf dem distalen Ende von Schafchromosom 15. Auf dem zu
Schafchromosom 15 homologen Rinderchromosom 15 findet sich im distalen Bereich das
Reticulon 4 Receptor-like 2-Gen (RTN4RL2). Manolakou et al. detektierten einen
hochsignifikanten QTL fiir eine verkiirzte Inkubationszeit fiir BSE bei der Maus auf
Chromosom 2 (2001). Das RTN4RL2-Gen ist bei der Maus in eben diesem QTL-Bereich
lokalisiert (Mouse Genome Database, 06/2007). Der von RTN4RL2 kodierte Rezeptor weist
eine hohe Homologie zu dem Reticulon 4 Rezeptor (RTN4R) auf (Pignot et al., 2003). Park et
al. prisentierten Ergebnisse, die auf eine signifikante Rolle des RTN4R in der
Pathophysiologie der Alzheimerschen Erkrankung hinweisen (2006): Zum einen ist die
neuronale Lokalisation von RTN4R in Gehirnen von Alzheimerpatienten verdndert. Auch
wurde eine Interaktion von RTN4R mit dem Amyloidvorlduferprotein (APP), aus dem durch

proteolytische Spaltung das fiir die Krankheit charakteristische B-Amyloid entsteht,
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festgestellt, welche die Produktion von B-Amyloid und dessen Ablagerung in Plaques
unterdriickte. Eine Ausschaltung des RTN4-Gens hatte eine Steigerung der B-Amyloidmenge,
der Plaqueablagerung sowie der Neurodystrophie zur Folge wihrend eine Behandlung mit
einem Ubermal an 16slichem RTN4R-Protein die eben genannten Faktoren verminderte. Wie
auch RTN4R wird auch RTN4RL2 sehr stark im Gehirn exprimiert (Pignot et al., 2003).
Wegen der strukturellen Verwandtschaft der beiden Proteine und seiner Position nahe des mit
Scrapieresistenz assoziierten Mikrosatelliten MCM159 stellt das RTN4RL2-Gen ein
potentielles Kandidatengen dar. Da die vorliegende Studie sich mit anderen Kandidatengenen
fiir Scrapieresistenz beschiftigt, deren Auswahl schon vor dem Vorliegen der Ergebnisse aus
der Mikrosatellitenanalyse getroffen worden war, wurde das RTN4RL2-Gen nicht im Rahmen

dieser Arbeit untersucht. Es ist jedoch fiir weitergehende Studien von grof3em Interesse.

5.2 Kandidatengenanalyse

Bei der Analyse der Kandidatengene wurden weder in den von klassischer Scrapie noch in
den von atypischer Scrapie betroffenen Schafherden signifikante Unterschiede in den
Allelfrequenzen zwischen positiven und Kontrolltieren festgestellt. Somit liegen keine
Hinweise dafiir vor, dass die untersuchten Gene einen Einfluss auf die
Scrapieempfanglichkeit beim Schaf ausiiben. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass
Mutationen mit nur geringem Einfluss auf die phianotypische Varianz nicht detektiert wurden,
da die Probenanzahl moglicherweise hierfiir nicht ausreichend ist: Wenn ein Genort fiir
weniger als 10% der totalen Varianz des Phénotyps verantwortlich ist, kann es schwierig sein,
eine Marker-Phénotyp-Assoziation zu detektieren. Je hoher die Probenanzahl ist, desto grof3er
ist die Wahrscheinlichkeit, eine Assoziation festzustellen (Long & Langley, 1999).

Zahlreiche Studien belegten, dass sich das Kopplungsungleichgewicht selbst in unverwandten
heterogenen Populationen eher weit erstreckt, im Mittel um die 50 kb (Collins, 2007). Beim
Rind, das zum Schaf eine hohe Homologie aufweist, sind bis auf das Calpain, Large
Polypeptide L2 alle in der vorliegenden Studie untersuchten Gene in Groenordnungen von
ca. 10 - 15 kb angesiedelt (Entrez SNP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), weswegen
auch beim Schaf dhnliche GroBenordnungen zu erwarten sind. Dennoch kann eine intragene
Rekombination dazu gefiihrt haben, dass ein mdglicher Einfluss eines Kandidatengens auf die
Scrapieresistenz in der vorliegenden Assoziationsstudie nicht detektiert wurde: Zwar ist das
Kopplungsungleichgewicht in intragenen Regionen signifikant hdéher als in intergenen
Regionen (Guryev et al., 2006), aber es kommt ebenfalls vor, dass ein Haplotypenblock

mitten in einem Gen durch Rekombination geteilt wird (Ridley, 2004). Dadurch wird zum
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einen die Erbinformation grundlegend verdndert wund zum anderen das
Kopplungsungleichgewicht zerstort, sofern beide Haplotypen sowohl stromauf- als auch
stromabwirts des Strangbruchs in der genetischen Information voneinander abweichen
(Ridley, 2004, Carneiro & Ferrand, 2007). Intragene Rekombination ist zum Beispiel beim
Wildkaninchen im Kappa-Casein (CSN3)-Gen beschrieben (Carneiro & Ferrand, 2007): Beim
cuniculinen CSN3-Gen unterscheiden sich die beiden Haplotypen A und B durch zwei
Deletionen, die der B-Haplotyp in Intron 1 und Intron 4 aufweist. Trotz der Tatsache, dass die
beiden Deletionen bei Hauskaninchenrassen immer nur zusammen auf einem Chromosom,
aber nie einzeln gefunden worden waren, stellten Carneiro & Ferrand (2007) bei
Wildkaninchenrassen Haplotypen mit nur einer der beiden Deletionen fest, was das Ereignis
einer intragenen Rekombination im CSN3-Gen nahe legt. In der iberischen
Wildkaninchenpopulation war trotz des kurzen Abstandes zwischen Intron 1 und 4 die
intragene Rekombination in solchem Ausmal} vorgekommen, dass dieses in Kombination mit
dem langen Fortbestehen der Tiere in der Region zu einem Kopplungsgleichgewicht zwischen

den Deletionen in Intron 1 und Intron 4 gefiihrt hatte.

5.2.1 Cathepsin B

In der vorliegenden Studie wurde kein Hinweis darauf gefunden, dass Cathepsin B (CTSB)
einen Einfluss auf die Scrapieempfinglichkeit ausiibt. CTSB konnte aber dennoch in den
Abbau des PrP* involviert sein, wie die Untersuchungen von Luhr et al. (2004a) vermuten
lassen. Geht man davon aus, dass das CTSB den PrP%°-Abbau positiv beeinflusst, miisste eine
Mutation die Expression und damit die Enzymaktivitét steigern, um eine kurierende Wirkung
zu entfalten und die Scrapieresistenz zu erhohen. Eine solche Expressionssteigerung konnte
jedoch neben einem potentiell vermehrten Abbau von PrP auch andere Wirkungen mit sich
bringen: Durch aktivierte Mikroglia abgegebenes CTSB kann eine Apoptose von
Nervenzellen hervorrufen (Kingham & Pocock, 2001). Da sowohl aktivierte Mikroglia als
auch Apoptose Charakteristika in der Pathogenese der Scrapie darstellen (Giese et al., 1995,
Betmouni et al., 1996), miisste beim Vorliegen einer genetischen Variante des ovinen C7SB,
die die Expression des Gens steigert, von einer Verschlimmerung des Krankheitsbildes durch
die vermehrte Auslosung von Apoptose ausgegangen werden. So wire der durch den
moglicherweise vermehrten Abbau von PrP*° gewonnene Resistenzvorteil wieder nichtig.
Eine nicht vorhandene Assoziation mit der Scrapieempfinglichkeit muss also eine

funktionelle Involvierung des CTSB in die Pathogenese nicht zwangsldufig ausschlief3en.
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5.2.2 Cathepsin D

An Position 12 des neunten Exons des ovinen Cathepsin D (CTSD) wurde eine synonyme
Nukleotidsubstitution detektiert. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der Studie von Majewski & Ott (2002) zu sehen, die feststellten, dass das Verhiltnis von
nichtsynonymen zu synonymen Nukleotidsubstitutionen in der Ndhe der SpleiB3seiten, also der
Exon-Intron-Ubergiéinge, am geringsten ist. Mutationen, die den SpleiBmechanismus
beeinflussen, kdnnen fiir genetisch bedingte Krankheiten beim Menschen verantwortlich sein
(Ars et al., 2000). Neben dem SpleiBBakzeptor, dem Spleildonor und der Branch Site, die hier
beim ovinen C7SD nicht von eciner Mutation betroffen sind, existieren zusitzliche
Kontrollelemente, die den SpleiBvorgang regulieren: Beim Wildtypallel (C) wurde ein
potentieller Exon Splicing Enhancer (ESE), Bindungsstelle filir das spezifische Serin/Arginin
reiche Protein (SR-Protein) SF2/ASF, von der neunten bis zur 15. Base des neunten Exons
des CTSD detektiert. Dieser war bei dem mutierten Allel (T) nicht aufzufinden. Der
potentielle ESE liegt nahe des 3'-Endes des Exons. Diese Lokalisation nahe der Exon-Intron-
Grenze ist typisch fiir exonische SpleiBlkontrollelemente (Majewski & Ott, 2002).

ESEs sind kurze und oft, wie auch in diesem Fall, purinreiche Sequenzen, an die SR-Proteine
binden kdnnen, um die Abgrenzung des jeweiligen Exons aus der pre-mRNA zu fordern. Sie
sind sowohl fiir das konstitutionelle als auch das alternative Spleilen von groBer Bedeutung
(Cartegni et al., 2002). Es ist demzufolge moglich, dass durch die mutationsbedingte
Zerstorung des ESE im neunten Exon des ovinen C7SD ein Exon-Skipping ausgelost wird.
Diese Theorie wird von der Tatsache bekréftigt, dass bei einer Reihe von Genen stille
Mutationen in der kodierenden Sequenz beschrieben wurden, die mit unterschiedlichen
Spleivarianten assoziiert sind (Cartegni et al., 2002). Um ein mogliches Exon-Skipping
abzukldren, wire ein Vorgehen analog der Studie von Liu et al. (2001) angeraten: Um die
funktionelle Beeinflussung einer ESE fiir das SR-Protein SF2/ASF durch eine Punktmutation
nachzuweisen, konstruierten die Autoren so genannte Minigene, die nur aus dem von der
Mutation betroffenen Exon, den beiden benachbarten Exons und den dazwischen liegenden
Introns bestanden. Nachdem sie deren Transkripte in vitro gespleifit hatten, konnten sie
feststellen, dass beim Wildtyp das fragliche Exon in der mRNA enthalten war, wéhrend die
Mutation an Position der ESE zu einem Exon-Skipping fiihrte.

An der 49. Base im siebten Intron des ovinen C7SD wurde ein Einzelbasenpaaraustausch
(A>G) und an der 20. bzw. 44. Position des achten Introns wurden zwei
Einzelbasenpaaraustausche (C>T bzw. G>A) detektiert. Diese Nukleotidsubstitutionen liegen

alle mindestens 20 Basenpaare innerhalb des Introns und betreffen weder
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Spleildonor, -akzeptor noch Branch Site. Diese Austausche bestitigen ebenfalls die Studie
von Majewski und Ott (2002), die demonstrierten, dass SNPs nahe der Spleiflseiten an beiden
Intronenden unterreprisentiert sind. Da die in den Introns 7 und 8 detektierten
Einzelbasenpaaraustausche nur mit einer geringen Frequenz auftraten, wurden sie nicht als
Marker fiir eine Assoziationsstudie herangezogen.

Im achten Intron des ovinen CTSD wurde weiterhin eine 7 bp lange Deletion festgestellt, die
vom 5’'-Ende gerechnet die Basen 13 bis 19 involviert. Obwohl keine regulatorischen
Spleilsequenzen betroffen sind, konnte der SpleiBvorgang dennoch durch die Mutation
beeintrachtigt werden, da durch sie das Intron in seiner Lange von 87 bp auf 80 bp reduziert
wird. Um korrekt aus der pr&-mRNA herausgespleiit zu werden, muss das Intron eine
gewisse Linge aufweisen. Dies stellten Wieringa et al. (1984) fest, indem sie so genannte
Mini-Introns konstruierten, die nur die fiir das Spleilen wichtigen Erkennungssequenzen
beinhalteten und in der Folge keine korrekt gespleiliten Transkripte ergaben. Erst eine
Verldngerung der Introns auf 81 bp oder dariiber, konnte den normalen Spleilvorgang wieder
herstellen. Die Sequenz der ergénzten Basen war hierbei ohne Bedeutung. Die durch die
Deletion verursachte Grofenreduktion des achten Introns des ovinen CTSD befindet sich also
in einem kritischen Bereich und behindert potentiell den ordnungsgemiflen Spleilvorgang.
Bei einigen Genen wurde bereits iiber Deletionen berichtet, die den Spleilvorgang durch eine
Verkiirzung des Introns beeintridchtigten: Peral et al. (1995) identifizierten eine intronische
Deletion im Polycystic Kidney Disease 1-Gen, die allein aufgrund der daraus resultierenden
Sequenzverkiirzung eine Intronretention in der mRNA zur Folge hatte. Auch Wang et al.
(2002) und Auffray et al. (2006) konnten eine durch die mutationsbedingte GroBenreduktion
eines Introns hervorgerufene Beeintrachtigung des Spleilvorganges feststellen. In allen drei
Studien konnte der korrekte Spleimechanismus durch eine Integration von zusétzlichen
Basenpaaren wieder hergestellt werden, was die Bedeutung der Intronldnge fiir einen
reibungslosen Ablauf des Splei3vorgangs unterstreicht.

Eine potentielle Retention des achten Introns in der mRNA des ovinen CTSD kann die
Funktionalitit des Proteins beeinflussen und somit eine Bedeutung fiir erbliche Erkrankungen
und Prédispositionen haben. So fiihrte z.B. auch die Retention des zehnten Introns in der
mRNA des Notch Gene Homolog 4-Gens zur Synthese eines verkiirzten Proteins (Auffray et
al., 2006). Weiterhin untersuchten Wang et al. (2002) eine mutationsbedingte
GroBenreduktion eines Introns in Zusammenhang mit dem Rothmund-Thomson-Syndrom und
postulierten, dass Deletionen in kleinen Introns (< 100 bp) wahrscheinlich auch fiir andere

krankheitsassoziierte Gene von Bedeutung sind. Daher ist es gut moglich, dass die Deletion
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im achten Intron des ovinen CTSD eine anomale Spleilvariante bedingt, die mit einem
Krankheitsphénotyp in Zusammenhang steht.

Im Anschluss an die Deletion im Intron 8 des ovinen C7SD wurde eine direkte, sieben bp
lange Sequenzwiederholung lokalisiert, die in ihrer Abfolge genau den sieben von der
Deletion betroffenen Basenpaaren entspricht. Diese Sequenzwiederholung kann vermutlich
fiir die Entstehung der Deletion durch Begiinstigung eines Fehlannealings verantwortlich
gemacht werden. Dies bestdtigen Untersuchungen von Peral et al. (1995), die einen neun bp
langen Direktrepeat in ihrer Sequenz identifizierten, und diesen als Ursache fiir die von ihnen
untersuchte Deletion begriffen.

Die Wichtigkeit einer korrekten Erkennung der Spleillseiten wird unterstiitzt durch die
steigende Anzahl an Krankheiten, die durch fehlerhaftes Spleilen der pra-mRNA
hervorgerufen werden oder mit diesem assoziiert sind (Faustino & Cooper, 2003). In den
meisten Fillen fiihren die Nutzung unnatiirlicher Splei3seiten oder die Retention eines Introns
zu pramaturen Terminationscodons. Dieses wiederum resultiert typischerweise in der
Degradierung der mRNA durch Nonsense-mediated Decay und Funktionsverlust des
mutierten Allels (Faustino & Cooper, 2003). Gelegentlich kann aber auch die Synthese eines
verkiirzten und / oder defekten Proteins das Resultat einer ESE-Mutation (Montera et al.,
2001) oder Intronretention (Auffray et al., 2006) sein.

Sowohl ein Uberspringen (exon skipping) des neunten Exons als auch eine Retention des
achten Introns in der mRNA des ovinen C7SD kann zu einer Minderung der Funktionalitét
des Proteins fiihren. Es ist jedoch nicht anzunehmen, dass ein totales Erliegen der
Proteinsynthese und ein daraus resultierender kompletter Aktivitatsverlust des CTSD durch
die Nukleotidsubstitution (C>T) in Exon 9 oder die Deletion in Intron 8 in homozygoter
Auspriagung hervorgerufen wird: Eine CTSD-Defizienz duf3erte sich bei homozygoten Knock-
out-Mdusen schon bald nach der Geburt in schweren neurologischen Defiziten, die
wiederkehrende Krampfe und Blindheit mit einschlossen (Koike et al., 2000). AuBlerdem
wurde eine Verbindung zwischen CTSD-Defizienz und dem Krankheitsbild der neuronalen
Ceroid-Lipofuszinosen (NCL) hergestellt: Bei NCLs handelt es sich um neurodegenerative
Speicherkrankheiten, die auller beim Menschen auch bei Schaf, Maus und weiteren Spezies
vorkommen (Jolly et al., 1992). Charakteristische pathologische und histopathologische
Verdanderungen sind Atrophie des Gehirns und generalisierte neuronale Einlagerung von
autofluoreszierendem Material (Jolly et al., 1992, Tyynela et al., 2000). Beim Mensch wurde
ein Mangel an CTSD als Ursache der congenitalen humanen NCL festgestellt: Es wurde eine

Nukleotidduplikation in homozygoter Auspriagung detektiert, die zur Bildung eines
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pramaturen Stopcodons fiihrte und fiir ein verkiirztes, enzymatisch inaktives Protein kodierte.
Im Hirngewebe der Patienten konnte das verdnderte CTSD jedoch nicht detektiert werden,
was in vitro auf einen raschen Abbau auf mRNA oder Proteinebene schlieen lisst (Siintola et
al., 2006). Im Gehirn von Schafen, die von congenitaler oviner NCL (CONCL) betroffen
waren, wurde ein enzymatisch inaktives jedoch stabiles CTSD nachgewiesen (Tyynela et al.,
2000). Es ist also anzunehmen, dass eine Spleilvariante des ovinen CTSD, die entweder die
Synthese eines verkiirzten Proteins oder die Degradation durch Nonsense-mediated Decay
nach sich zieht, analog der beim Menschen als Ursache der congenitalen humanen NCL
beschriebenen Mutation, beim Schaf ebenfalls zum Krankheitsbild der CONCL fithren wiirde.
Da jedoch 22,4% aller in dieser Studie genotypisierten Schafe homozygot fiir die Mutante (T)
an Position 12 des neunten Exons waren und sie nicht unter einem der CONCL &hnlichen
Krankheitsbild litten, ist davon auszugehen, dass die Zerstorung der potentiellen ESE keinen
totalen Aktivitdtsverlust des ovinen CTSD nach sich zieht. Mdglicherweise nimmt nur die
Effizienz des korrekten Spleilvorgangs ab, die Menge an gebildetem CTSD reicht aber immer
noch aus, um eine Entstehung des Krankheitsphidnotyps zu vermeiden. Die Deletion im achten
Intron des CTSD wurde homozygot bei einem Herdbuchtier beobachtet, von dem ebenfalls
keine Auffilligkeiten bekannt waren. Somit ist auch hier nicht davon auszugehen, dass der
korrekte SpleiBmechanismus durch die Mutation génzlich zum Erliegen kommt, sondern es ist
wahrscheinlicher, dass dieser in seiner Effizienz nur herabgesetzt ist. Dieses konnte analog
dem Vorgehen von Auffray et al. (2006) gepriift werden, indem so genannte Minigene
konstruiert wiirden, die die betroffene und umgebende Gen-Region mit und ohne Mutation
enthielten. Nach der Klonierung in einen Expressionsvektor fiir Sdugetiere und nachfolgender
Transfektion wiirden diese anschliefend in der Zellkultur exprimiert. SchlieBlich konnte
durch RT-PCR (Miiller, 2001) die SpleiBung der pre-mRNA analysiert werden (Auffray et al.,
2006): Zusammen mit der Auftrennung der SpleiBvarianten im Agarosegel konnte eine
Konzentrationsbestimmung durch das gleichzeitige Auftragen einer Verdiinnungsreihe von
DNA bekannter Konzentration auf das Gel und anschlieBenden Vergleich der
Bandenintensitdten (Miihlhardt, 2003) stattfinden und so die auftretenden Spleiflvarianten
quantifiziert werden. Unterstiitzt wird die Theorie der durch Intronverkiirzung
hervorgerufenen Abnahme der Effizienz des Spleifmechanismus im ovinen CTSD durch die
Studie von Wieringa et al. (1984), die mit steigender Basenpaarzahl im Intron (sieche oben)
eine allmédhliche Wiederherstellung des korrekten SpleiBmusters und eine Zunahme der

Menge an korrekt gespleifiten Transkripten beobachteten.
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Eine potentiell durch die im ovinen CT7SD detektierten Mutationen (siche oben)
hervorgerufene verminderte Expression des ovinen Cathepsin D konnte beim Schaf einen
Einfluss auf die Entstehung sowie den Krankheitsverlauf von Tumorerkrankungen haben:
Dafiir spricht, dass CTSD beim Menschen in die Entwicklung und Metastasenbildung von
malignen Tumoren involviert ist (Glondu et al., 2002, Laurent-Matha et al., 2005, Whiteman
et al., 2007) und seine Expression in direktem Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad
des Tumors und der Prognose fiir den Patienten steht: So hatten Brustkrebspatienten mit
primdren Mammakarzinomen, in deren Gewebe hohe CTSD-Gehalte detektiert wurden, eine
deutlich hohere Riickfall- und geringere Uberlebensrate (Foekens et al., 1999).

Moglicherweise konnte sich beim Schaf eine herabgesetzte Expression von Cathepsin D
positiv auf den Krankheitsverlauf des ovinen Lungenadenokarzinoms (OPA) auswirken.
Hierauf weisen Untersuchungen aus der Humanmedizin hin, in deren Rahmen in
Tumorgewebe von Patienten mit Lungenkarzinomen erhohte Plasmakonzentrationen von
CTSD festgestellt wurden (Lou et al., 2007). Weiterhin wird diese These dadurch bekriftigt,
dass eine vermehrte Expression von Procathepsin D in humanen Lungenkrebszellen in vitro
deren Invasivitit und Proliferation forderte und in vivo im Mausmodell zu einem gesteigerten
Tumorwachstum fiihrte (Vashishta et al., 2006). Beim OPA handelt es sich um einen
kontagiosen Tumor der distalen Lunge, welcher durch eine Infektion mit dem Jaagsiekte
Sheep Retrovirus (JSRV) hervorgerufen wird (Palmarini et al., 1995, Palmarini et al., 1999).
Er wurde zuerst 1915 in Siidafrika beschrieben und ist weltweit verbreitet. Studien in
GrofBbritannien und Siidafrika haben ergeben, dass das OPA 70% aller Tumoren beim Schaf
ausmacht (Sharp & De las Heras, 2007). Klinische Anzeichen sind voranschreitende Atemnot
und vermehrt bronchialer Ausfluss, bei fortgeschrittenem Krankheitsgeschehen eitrig und bis
zu 500 ml pro Tag. Der Verlauf ist stets letal (Demartini et al., 1988, Leroux et al., 2007). Das
Tumorgeschehen breitet sich multifokal in beiden Lungenfliigeln aus, Metastasierung ist
selten (Head, 1990). Wenn die in der vorliegenden Studie identifizierten Mutationen (siche
oben) eine Verringerung der Expression des ovinen CTSD zur Folge hétten, konnten sie sich
durch Verringerung der Invasivitit und Einschrdnkung des Tumorwachstums positiv auf den
Erkrankungsverlauf des ovinen pulmonéren Adenokarzinoms auswirken, den Fortschritt der
Erkrankung hemmen und somit die Uberlebenszeit des betroffenen Tieres verldngern. Aus
den untersuchten Herden lagen keine Daten {iber ein Auftreten dieser Erkrankung vor,
weswegen ein potentieller Einfluss der detektierten Mutationen und der OPA nicht ndher

studiert werden konnte.

96



DISKUSSION

Eine herabgesetzte Expression von CTSD konnte beim Schaf weiterhin fiir die ebenfalls
durch Retroviren ausgelosten (Cousens et al., 1996), enzootisch auftretenden
Adenokarzinome der Ethmoidalschleimhaut von Bedeutung sein: Die Invasivitit von
humanen nasopharyngealen Karzinomzellen konnte in vitro durch eine Verminderung der
CTSD-Expression signifikant herabgesetzt werden. Bei Patienten mit
Nasopharyngealkarzinom wurde weiterhin festgestellt, dass sich Tumoren mit gesteigerter
CTSD-Expression in einem fortgeschritteneren klinischen Stadium befanden und eine hohere
Rezidivrate sowie mehr Lymphknoten- und Fernmetastasen aufwiesen (Cheng et al., 2008).
Das insbesondere in China auftretende Nasopharyngealkarzinom des Menschen zeigt gewisse
morphologische Ahnlichkeit mit der undifferenzierten Form des Ethmoidalkarzinoms des
Schafes (Weiss & Rudolph, 1999). Somit konnte eine verringerte Expression von CTSD einen
positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf des Ethmoidalkarzinoms beim Schaf haben.
Ovine Adenokarzinome der Ethmoidalschleimhaut wachsen héiufig lokal invasiv,
metastasieren jedoch nicht (McKinnon et al., 1982, Sharp & De las Heras, 2007). Die
Erkrankung wurde erstmalig in Deutschland beschrieben und kommt mit Ausnahme von
Australien und Neuseeland weltweit vor. Die Prdvalenz in betroffenen Herden ist sehr
variabel und liegt in Deutschland zwischen 2% und 15% (De las Heras et al., 2007). Meist
sind Tiere im Alter von zwei bis vier Jahren betroffen. Der Verlauf der Erkrankung ist durch
die zunehmende Behinderung der Atmung schleichend progressiv und fiihrt durch
Auszehrung oder bakterielle / toxdmische Komplikationen schlieBlich zum Tode des Tieres.
Ein geringeres Tumorwachstum und verminderte Invasivitit, moglicherweise Folgen einer
herabgesetzten CTSD-Expression, konnten sich positiv auf die Uberlebenszeit sowie die
Lebensqualitit von erkrankten Tieren auswirken.

Eine hochgradig metastatische Mammakarzinomzelllinie, bei der die CTSD-Expression
reduziert worden war, zeigte im Vergleich mit der unverdnderten Kontrolle in Nacktméiusen
ein signifikant geringeres Tumorwachstum sowie eine deutlich herabgesetzte
Metastasierungsneigung in die Lunge (Glondu et al.,, 2002). Eine Verminderung der
Metastasenbildung durch herabgesetzte CTSD-Expression ist beim Schaf im Hinblick auf
Adenokarzinome des Diinndarms potentiell interessant, da diese eine hohe Neigung zur
Metastasierung aufweisen (Head, 1990, Else, 2007). Eine von Simpson et al. (1972)
durchgefiihrte Studie ergab, dass in Neuseeland ca. 1,5% aller adulten Schafe von
Diinndarmkarzinomen betroffen sind. Sie treten meistens im Jejunum, aber auch im Ileum
auf. Der Primédrtumor besteht gewdhnlich aus einer einzelnen annuldren Stenose, die zu einer

Aussackung des vorgeschalteten Darmteils fiihrt (Else, 2007). Der Tumor metastasiert zum
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einen in die mesenterialen Lymphknoten und von da aus in den Magen, zum anderen {iber
Abklatschmetastasen in das Zwerchfell und in die Leistengegend (Head, 1990). Durch
Blockade der abdominalen Lymphdrainage entsteht ein Aszites von bis zu 35 1 (Head, 1990,
Else, 2007). Die Metastasenbildung konnte durch eine herabgesetzte Expression von CTSD
eingeschriinkt werden und so die Uberlebenszeit verlingern und klinische Beeintrichtigungen
herauszogern.

Es besteht auf der anderen Seite aber auch die Moglichkeit, dass die in der vorliegenden
Arbeit identifizierte Nukleotidsubstitution in Exon 9 und die Deletion in Intron 8§ in
homozygoter Form den korrekten SpleiBmechanismus zwar in seiner Gesamtheit verhindern,
aber dass das gebildete Protein doch noch eingeschrinkt funktionstiichtig ist. Diese These
wird dadurch unterstiitzt, dass beide detektierten Mutationen am Ende des kodierenden
Abschnitts liegen und Exon 3 und 7, die homolog zu den fiir das aktive Zentrum kodierenden
Abschnitten beim Menschen (Siintola et al., 2006) sind, nicht betroffen sind.

Wiirden sich potentiell entstandene, fehlerhafte Splei3varianten des ovinen CTSD als stabil
erweisen und zu daraus resultierenden verkiirzten oder auf eine andere Art verdnderten
Proteinen fithren, konnten diese moglicherweise die Krebsentstehung begiinstigen: Bislang
wurden auf RNA-Ebene beim Menschen fiinf verschiedene Spleiflvarianten des C7SD
detektiert (Alternative Splicing Database Projekt (ASD) (Thanaraj et al., 2004, Stamm et al.,
2006), 04/2008). Davon wurde eine in Adenokarzinomgewebe des Pankreas (GenBank Nr.:
BE735885) und eine weitere in einer Mammakarzinomzelllinie (GenBank Nr.: BU558156)
identifiziert. Ferner wurde eine abnormale Expression von CTSD in verschiedenen
Krebsarten, wie Ovar- (Bazzett et al., 1999), Prostata- (Morikawa et al., 2000) und
Leberkarzinomen (Maguchi et al., 1988) beschrieben.

Ovartumoren treten gewdhnlich bei dlteren Mutterschafen auf und sind deswegen je nach
Zuchtmanagement und Remontierungsrate nicht so héufig: Es handelt sich meist um
Adenokarzinome mit Implantationsmetastasen am Bauchfell (Else, 2007). Allerdings wurde
auch schon iiber einen Granulosazelltumor bei einem zweijdhrigen Schaf berichtet, der bei
dem nichtgraviden Tier zu Entwicklung des Euters, Laktation und Aszites gefiihrt hatte
(Gardner et al., 2005). Lebertumoren hingegen sind beim Schaf nicht ungewdhnlich. Sie sind
fast immer gutartig und kommen bei Schafen im Alter von iiber drei Jahren vor. Sie werden
oft nur bei der Beschau des toten Tierkdrpers als Zufallsbefund festgestellt (Else, 2007).
Wenn also nun keine Anzeichen dafiir vorliegen, dass das Cathepsin D-Gen einen Einfluss

auf die Scrapieresistenz ausiibt, so konnten die hier detektierten Mutationen doch die Genese
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von Tumorerkrankungen beim Schaf beeinflussen, was in Folgeuntersuchungen noch zu

klaren wire.

5.2.3 Calpain, Large Polypeptide L2

Da sich das Calpain, Large Polypeptide L2 (CAPN2) beim Rind mit 23 Exons iiber ca. 65 kb
erstreckt, und davon auszugehen ist, dass es beim Schaf dhnlich ist, wurde bei diesem Gen die
fiir die Regulation der Transkription essentielle Promotorregion und ein Teil des ersten Exons
untersucht. Es wurde eine CpG-Insel detektiert, die sich iiber die gesamte Linge der Sequenz
zieht.

CpG-Dinukleotide sind im Genom ungleichmifig verteilt und kommen in nicht kodierenden
DNA-Regionen im Vergleich zu den anderen Dinukleotiden viermal weniger vor (Gardiner-
Garden & Frommer, 1987, Paulsen et al., 2008). Die Ausnahme bilden CpG-Inseln, in denen
das CpG-Dinukleotid genauso hédufig vorkommt, wie es von der Frequenz der einzelnen
Basen anzunehmen wire (Gardiner-Garden & Frommer, 1987).

CpG-Inseln sind mit den Promotorregionen von Genen assoziiert. Wihrend die meisten
Regionen im Genom methyliert sind, bleiben sie in erster Linie frei von Methylierungen
(Paulsen et al., 2008). Eine CpG-Methylierung in Promotorregionen ist mit kondensiertem
Chromatin assoziiert, das keine Transkription zuldsst, und spielt eine wichtige Rolle im
Rahmen der entwicklungsbedingten Stilllegung von Genen (Gronbaek et al., 2007).
Regulatorische Sequenzen wie die Promotoren von Housekeeping Genen sind in den meisten
Zelltypen groftenteils frei von Methylierungen. Dagegen sind gewebsspezifische Gene nur in
den Zelltypen frei von Methylierungen, in denen sie transkribiert werden (Paulsen et al.,
2008).

Methylierte Cytosine zeigen eine hohe Anfilligkeit durch spontane Deaminierung zu Thymin
zu mutieren, welches nicht durch das Enzym DNA-Uracil-Glycosidase erkannt und
herausgeschnitten wird (Coulondre et al., 1978). Von der DNA-Sequenz der CpG-Inseln lédsst
sich auf ihre Methylierung schlieBen: In unmethylierten CpG-Inseln ist die Dichte an G+C
reichen Sequenzmotiven signifikant hoher als in methylierten. So findet sich das Motiv
CGCG im Mittel ca. dreizehnmal pro kb bei unmethylierten CpG-Inseln, bei methylierten
jedoch nur ca. siebenmal. Genau gegensétzlich verhilt es sich mit dem Sequenzmotiv TGTG
das ca. elfmal pro kb in methylierten CpG-Inseln vorkommt, aber nur dreimal pro kb in
nichtmethylierten (Bock et al., 2006). In der untersuchten Sequenz kommt das Motiv CGCG
neunmal in 500 Basen vor und das Motiv TGTG nur einmal. Dies spricht dafiir, dass es sich

im Falle des ovinen CAPN2 um eine nichtmethylierte CpG-Insel eines Gens handelt, das
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regelméBig transkribiert wird. Dies stimmt auch mit der Einordnung des ubiquitdren CAPN2
als Housekeeping Gen iiberein (Rubie et al., 2005).

Wie in der 5'-Region des CAPN2-Gens des Huhns und des Menschen sind in der ovinen
Sequenz keine TATA- oder CAAT-Box aufzufinden, was im Zusammenhang mit dem hohen
GC-Gehalt der Sequenzen auch fiir eine Zugehorigkeit zu der Familie der Housekeeping Gene
spricht (Goll et al., 2003). Die Promotoren von Housekeeping Genen beinhalten des Weiteren
mehrere G/C-Boxen (Valerio et al., 1988), die mit zahlreichen Transkriptionsfaktoren in
Wechselwirkung treten und somit fiir die Regulation der Genexpression von Bedeutung sind
(Briggs et al., 1986, St-Arnaud & Moir, 1993). Auch in der untersuchten Sequenz des ovinen
CAPN2-Gens sind zwei G/C-Boxen vorhanden. Dies l4sst ebenfalls darauf schlieen, dass das
ovine CAPN2, wie auch das humane und galline Gen (Goll et al., 2003), zur Familie der
Housekeeping Gene gehort.

Im ovinen CAPN2 wurde im Promotorbereich an der 191. Position vor Beginn des ersten
Exons eine Nukleotidsubstitution von G gegen T festgestellt. Bei Vorliegen des G-Allels
wurde eine potentielle Bindungsstelle fiir das Zinc Finger Protein Insulinoma-associated 1
(IA-1) in silico detektiert, welche sich von der 196. Base bis zur 184. Base vor Beginn des
ersten Exons erstreckt. Diese wurde bei Vorliegen des T-Allels nicht detektiert. IA-1 ist ein
Transkriptionsrepressor, der sequenzspezifisch an die Ziel-DNA binden kann (Breslin et al.,
2002). Durch den Basenaustausch von G zu T im Promotor des ovinen CAPN2 wird die
Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor IA-1 zerstort, da der hoch konservierte ,,GGGG*-
Kern fiir dessen Bindungsaktivitét essentiell ist (Breslin et al., 2002).

Zur Mutationsanalyse der detektierten Nukleotidsubstitution wurde eine allelspezifische PCR
(ASPCR) entwickelt. Die ASPCR stellt eine zeitsparende und kostengiinstige Testmethode
zum Nachweis einer identifizierten Mutation dar, da nur zwei PCR-Reaktionen pro Probe
durchgefiihrt werden miissen (Miiller, 2001), die dann direkt zur Auswertung auf ein
Agarosegel geladen werden konnen. Neben der Analyse mittels ASPCR stehen noch
zahlreiche Methoden zur SNP-Analyse zur Verfiigung, die fiir die identifizierte Mutation im
CAPN2-Gen nicht geeignet erschienen: Einem Single-Strand Conformation Polymorphism
(SSCP) wurde die ASPCR vorgezogen, da die Primer wegen des hohen GC-Gehaltes der
Zielsequenz (Miiller, 2001) nicht eng genug um die Mutation gelegt werden konnten um ein
ausreichend kleines PCR-Fragment fiir eine erfolgreiche und ziigige Entwicklung eines
SSCPs zu garantieren: Die Sensitivitdt eines SSCPs ist am grofiten bei PCR-Produkten, die
eine GroBe von 200 bp nicht iibersteigen, und nimmt mit zunehmender GroBe des PCR-

Fragmentes ab (Beier, 1993, Leeb, 2005). AuBerdem spielte der erhohte Material- und
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Zeitaufwand, der in Kombination mit einem geringeren Probendurchsatz mit einem SSCP
verbunden ist, eine nicht unerhebliche Rolle bei der Auswahl der Methodik.

Ein PCR-RFLP wurde als primére Testmethode nicht in Betracht gezogen, weil das PCR-
Fragment zu grofl war, um bei der Auswertung ein zufrieden stellendes Schnittbild im Gel zu
gewdhrleisten. Restriktionsschnittstellen, die iiber die Position der Mutation und den
Kontrollschnitt hinausgehen, sind nicht nur aus Kostengriinden, sondern auch wegen der unter
Umstédnden erschwerten Auswertung zu vermeiden.

Die Genauigkeit von Genotypisierungsmethoden kann mit dem Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht iiberpriift werden (DeWan et al., 2007). Die hier etablierte ASPCR typisierte
zuverlédssig die Genotypen der beprobten Tiere, jedoch wurde in einigen wenigen Féllen das
G-Allel bei GT-heterozygoten Tieren nicht erkannt, was durch eine Abweichung der
Genotypfrequenzen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht aufgefallen war. Dieses machte
eine Uberpriifung der Typisierungsergebnisse der TT-homozygoten Tiere erforderlich. Hierzu
wurde aus den schon unter 3.4.4.4 beschriebenen Griinden eine nested PCR mit
anschliefendem Restriktionsverdau verwendet. Diese Methode bestétigte zuverldssig den
durch die ASPCR ermittelten Genotyp, detektierte aber auch bei einigen wenigen zuvor als
TT-homozygot fehltypisierten Tieren ein zusdtzliches G-Allel. Die nested PCR mit
anschlieBendem Restriktionsverdau konnte die ASPCR jedoch aufgrund der groBen Anzahl an
iiberzdhligen Schnittstellen, ihres erhohten Arbeits- und Kostenaufwandes und ihrer hohen
Sensitivitdt nicht ersetzen. Die Methode wies eine erhohte Anfiélligkeit fiir Kontaminationen
auf, was eine Negativkontrolle unverzichtbar machte. Generell ist bei der Typisierung von
Proben mit Hilfe der hoch sensitiven Methode der nested PCR die Verwendung eines
Pipettierrobotors anzuraten, um mogliche Kontaminationen zuverldssig zu verhindern. Die
nested PCR mit anschlieBendem Restriktionsverdau eignete sich gut zur Uberpriifung und
Bestitigung der Ergebnisse aus der ASPCR und stellte in Kombination mit dieser ein
zuverlissiges und effizientes Testsystem zur Uberpriifung der Mutation im CAPN2 dar.

Die Nukleotidsubstitution an der 191. Position vor Beginn des ersten Exons im ovinen
CAPN2 war zwar in dieser Studie nicht mit Scrapieempfianglichkeit assoziiert, kdnnte aber
durch die Zerstorung der Bindungsstelle flir den Transskriptionsfaktors IA-1 eine
proapoptotische Mutation darstellen, die die Resistenz gegen neuroendokrine Tumoren
erhoht: Apoptotische Vorgédnge sind fiir die Regulation gesunden Zellwachstums von grof3er
Wichtigkeit und spielen bei spontaner Tumorregression eine Rolle. In der Tumorentwicklung
kann Apoptose durch extrazellulire Ursachen, wie Hypoxie oder Bestrahlung, und interne

Imbalancen, wie DNA-Beschéddigung, ausgelost werden (Lowe & Lin, 2000). Sedarous et al.
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(2003) fanden Hinweise darauf, dass Calpain in den durch DNA-Beschadigung ausgeldsten
neuronalen Zelltod involviert ist und dass dies iliber eine Regulierung der Aktivitdt des
Tumorsupressors p53 stattfindet. Die Ergebnisse von Park et al. (2005) deuten darauf hin,
dass die Aktivierung von Calpain zur Apoptose von Insulinomzellen beitrdgt. Auch in
Hypophysenadenomzellen der Ratte war Calpain an der durch genotoxischen Stress
induzierten Apoptose aktiv beteiligt (Leverrier et al., 2002). Die Expression von /4-1 konnte
in zahlreichen Tumorzelllinien neuroendokrinen Ursprungs (u. a. Phdochromozytom,
Medulldres Thyroidkarzinom, Insulinom, Tumoren der Hypophyse) festgestellt werden, war
jedoch in normalem Gewebe nicht nachzuweisen (Goto et al., 1992). Geht man davon aus,
dass von Zelllinien in vitro auf Tumorgewebe in vivo geschlossen werden kann, wiirde /4-/ in
neuroendokrinen Tumoren vermehrt exprimiert und konnte dann wiederum die Transkription
von CAPN2 hemmen, was dann moglicherweise die Behinderung von apoptotischen
Vorgéngen zur Folge hétte. Somit konnten Trager der Mutation eine erhdhte Resistenz gegen
neuroendokrine Tumoren aufweisen, da bei ihnen die Expression des CAPN2 nicht durch /4-1
gehemmt wiirde und so apoptotische Vorgidnge ungehinderter ablaufen konnten.

Beim Schaf ist das Auftreten von Neoplasien im Allgemeinen eng an das Alter gekoppelt: So
ist eher mit Tumoren, die eine klinische Symptomatik auslosen zu rechnen, wenn die Tiere
lange in der Zucht verbleiben, wie das zum Beispiel in Australien der Fall ist (Else, 2007).
Adenome oder seltener Adenokarzinome der Nebennierenrinde oder Tumoren des
Nebennierenmarks, bei welchen es sich immer um Phidochromozytome handelt, sind beim
Schaf nicht hédufig, werden jedoch am Schlachthof als Zufallsbefund bei élteren Schafen
gefunden (Head, 1990, Else, 2007). Phiochromozytome sind meist endokrin in der
Katecholaminproduktion aktiv. Klinisch fithren sie zu arteriellem Bluthochdruck oder
anfallsartigen hypertensiven Krisen mit LinksherzvergroBerung und finaler hypoxischer
Herzmuskelnekrose. Maligne Phidochromozytome wachsen infiltrativ und zeigen eine hohe
Metastasierungsneigung (Schmidt & Dahme, 1999). Gelegentlich treten beim Schaf
funktionelle Adenome aber auch Karzinome der Hypophyse auf (Else, 2007). In diesem
Zusammenhang wurde bereits iiber Prolaktin und Wachstumshormon (GH) produzierende
Adenome berichtet (Gonzalez et al., 1994, Oda et al., 1997). Weiterhin konnte bei Tieren mit
Zubildungen der Hypophyse neurologische Ausfallerscheinungen beobachtet werden
(Gonzalez et al., 1994, Oda et al.,, 1997, Ortin et al., 2006). Trager der Mutation im
Promotorbereich des ovinen CAPN2-Gens wiirden mdoglicherweise eine hohere Resistenz

gegen die eben angesprochenen neuroendokrinen Tumoren aufweisen. Wegen des seltenen
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Auftretens dieser Art von Tumoren beim Schaf (Ortin et al., 2006, Else, 2007) diirfte diesem

jedoch unter ziichterischem Gesichtspunkt keine gro3e Bedeutung beigemessen werden.

5.2.4 Kallikrein 1

Im ovinen Kallikrein 1 (KLKI) konnte keine Assoziation des untersuchten Polymorphismus
an Position 392 des vierten Introns mit der Scrapieempfanglichkeit beim Schaf festgestellt
werden. Die Wahrscheinlichkeit, das diese negative Assoziation auf einer intragenen
Rekombination und damit Zerstorung des Kopplungsungleichgewichtes zwischen dem
untersuchten und einem mdglichen ursidchlichen Polymorphismus beruht, ist beim ovinen
KLKI-Gen eher gering einzuschétzen, da anzunehmen ist, dass das gesamte Gen beim Schaf
innerhalb eines Haplotypenblocks lokalisiert ist:
Die Identifikation von Haplotypenblocks hat zum Ziel, in Assoziationsstudien grof3e
Abschnitte des Genoms mit vergleichsweise wenigen SNPs untersuchen zu konnen (Kuo et
al., 2007). Das Kallikrein 1 (KLKI) liegt beim Menschen auf Chromosom 19 in einem
Abschnitt mit hohem Kopplungsungleichgewicht (Haploview 4.0 (56014 kb - 56020 kb,
Chromosom 19, CEU, 05/2008), Barrett et al., 2005). Weinsheimer et al. (2007) untersuchten
in der finnischen Population den Kallikrein-Genkluster auf eine Assoziation mit
intracranialem Aneurisma mit Hilfe von 18 die einzelnen Haplotypen in diesem Bereich
markierenden SNPs, wovon einer die Region um das KLK/-Gen abdeckte.
Der interspezifische Vergleich von Haplotypstrukturen zeigt einen Zusammenhang der
Haplotypenblockdichte zwischen syntenischen Regionen ungeachtet des Geninhaltes. Bei
Mensch, Maus und Ratte gibt es signifikante = Zusammenhinge in der
Haplotypenblockeinteilung (Guryev et al., 2006). Im Vergleich zum Menschen existieren bei
Ratte und Maus groBere Segmente im Genom, die sich im Kopplungsungleichgewicht
befinden. Dies ist auf die unterschiedliche Populationsgeschichte von Menschen und
ingeziichteten Labortieren zuriickzufithren (Guryev et al., 2006). Beim Rind ist das Ausmaf
von Kopplungsungleichgewicht geringer als in einer durch die Kreuzung von Inzuchtlinien
entstandene Population von Méusen, aber extensiver als beim Menschen (Khatkar et al.,
2008). Der Verwandtschaftsgrad in der Rinderpopulation ist aufgrund des systematischen
Einsatzes der kiinstlichen Besamung hdher als beim Schaf, da hier der Bock in der Herde
mitlduft und fiir 30 - 40, maximal 100 Mutterschafe eingesetzt wird (Vipond & Greig, 2007).
Sowohl Ratte als auch Maus weisen ausgedehnte Haplotypenblocke mit erhShtem
Kopplungsungleichgewicht auf, die folgenden genomischen Segmenten entsprechen: Erstens
einem Genkluster aus fiinf Genen (B3galt2, Cdc73, Glrx2, Trove2 und Uchl5), zweitens dem
groBen Fam5C-Gen und drittens der flankierenden Region des Rgs/8-Gens (Guryev et al.,
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2006). Obwohl die humane Haplotypenstruktur durch viele kleinere Blocke gekennzeichnet
ist, beinhalten die ausgedehnteren Blocke ebenfalls den oben genannten Genkluster aus 5
Genen, den kodierenden Teil von Fam5C und die flankierende Region von Rgs/§ (Guryev et
al., 2006). Von diesen Ahnlichkeiten beziiglich der Haplotypenstruktur ausgehend kann
spekuliert werden, dass Gene, die beim Menschen mitten in einer Region mit hohem
Kopplungsungleichgewicht liegen, beim Schaf ebenfalls auf chromosomalen Segmenten mit
hohem Kopplungsungleichgewicht liegen, da das Schaf durch ziichterische Selektion und den
Einsatz von vergleichsweise wenigen Bocken in seiner Populationsgeschichte hohere
Verwandtschaftsgrade aufweisen muss als der Mensch. Beim ovinen KLK/-Gen ist also die
Wahrscheinlichkeit, dass die negative Assoziation durch eine intragene Rekombination
zustande kommt eher gering. Diese wird zusitzlich durch die Tatsache bekriftigt, dass das
Kopplungsungleichgewicht innerhalb von Genen signifikant hoher ist als zwischen diesen
(Guryev et al.,, 2006). Demzufolge kann anhand des Untersuchungsergebnisses aus der
Assoziationsanalyse des Polymorphismus an Position 392 des vierten Introns davon
ausgegangen werden, dass das KLKI/-Gen keinen bedeutenden Einfluss auf die

Scrapieresistenz beim Schaf hat.

5.2.5 Transforming Growth Factor, 31

Zur Mutationsanalyse der Nukleotidsubstitution (G>T) an der 206. Position vor Beginn des
siebten Exons im sechsten Intron des ovinen Transforming Growth Factor, 1 (ITGFBI)-Gen
wurde eine PCR-ACRS durchgefiihrt. Die PCR-ACRS ist eine schnelle, effiziente und sichere
Methode zum Mutationsnachweis, wenn keine natiirliche Schnittstelle fiir ein
Restriktionsenzym vorhanden ist (Haliassos et al, 1989), wie im Falle des
Einzelbasenpaaraustausches im ovinen 7GFBI-Gen. Aufgrund der durch die angewendete
Methode eingeschriankte Auswahl der Primer besal3 der in der Ndhe der Mutation lokalisierte
Primer eine hohe 3’-Stabilitét (Primer3). Ist der 3’-Terminus eines Primers der Teil mit der
hochsten Stabilitdt, muss nicht das gesamte Primermolekiil an die Ziel-DNA binden, um die
Produktsynthese auszuldsen. Dies fiihrt in der Folge zu Fehlpaarungen und der Amplifikation
unspezifischer Produkte (Mattes, 1998).

Mit Hilfe von DMSO kdnnen im Hinblick auf unspezifische Amplifikationen, z.B. ausgelost
durch einen hohen GC-Gehalt des PCR-Fragmentes, eindrucksvolle Verbesserungen der PCR
erreicht werden (Miiller, 2001). In der vorliegenden Studie wurde die Amplifikation des
erwiinschten Produktes trotz der hohen 3’-Stabilitit des ausgewéhlten Vorwartsprimers durch
Zugabe von DMSO (10% v/v) ermdglicht. Daraus ist ersichtlich, dass auch Primer mit einer

hohen 3’-Stabilitdt unter Verwendung von DMSO erfolgreich zum Einsatz kommen kénnen.

104



DISKUSSION

Dies ist besonders im Hinblick auf PCR-Techniken interessant, bei denen die Primerauswahl
auf bestimmte Regionen beschrinkt und deswegen sehr begrenzt ist, da die Durchfiihrung
dieser Methoden durch DMSO auch unter widrigen Umsténden ermoglicht werden kann und
somit nicht auf eine kosten- oder zeitintensivere Technik ausgewichen werden muss.

In der vorliegenden Studie konnte kein Hinweis darauf gefunden werden, dass 7TGFBI die
Scrapieresistenz beim Schaf beeinflusst. Jedoch schlief3t dieses einen eventuellen Einfluss des
TGFBI1 auf den Krankheitsverlauf nicht aus:

Eine Einschrinkung der Bioverfligbarkeit von TGFBI bei scrapieinfizierten Méusen fiihrt zu
einer verschérften Entziindungsreaktion im Gehirn, welche mit neuronalem Zelltod assoziiert
ist (Boche et al., 2006). Die klinische Symptomatik der Scrapie tritt jedoch ebenfalls auf,
wenn TGFB1 vermehrt exprimiert wird (Cunningham et al., 2002). Dies ldsst darauf
schlieen, dass die von Boche et al. (2006) angenommene protektive Funktion des TGFB1
den letztendlichen Eintritt der Erkrankung nicht verhindern kann. Nach den Ergebnissen der
Autoren kann aber angenommen werden, dass eine eventuelle Mutation im 7GFBI-Gen, die
die Funktion des exprimierten Proteins einschrinkt, zu einem verschérften Krankheitsverlauf
filhren wiirde. Um eine Mutation zu detektieren, die mit einer Verkiirzung der Inkubationszeit
oder einem akuteren Verlauf der Erkrankung verbunden ist, ist das vorliegende
Probenmaterial jedoch nicht geeignet. Es miissten hierfiir scrapiepositive Tiere unter genauer
Kenntnis des Infektionszeitpunktes nach Linge der Inkubationszeit und Schwere des
Krankheitsverlaufes in Gruppen eingeteilt und untereinander verglichen werden. Um diese
Parameter zu erheben miisste ein Infektionsversuch mit anschlieBender regelméBiger
klinischer Untersuchung durchgefiihrt werden. Diese Vorgehensweise war im Rahmen dieser

Arbeit nicht moglich.

5.3 Ausblick

Assoziationsstudien sind im Hinblick auf eine Untersuchung des Schafes auf mogliche QTL
bzw. Kandidatengene fiir Scrapieresistenz die Methode der Wahl, da sie zum einen gegeniiber
Kopplungsstudien eine Lokalisation in viel feinerem Maf3stab zulassen und zum anderen nicht
auf Familienmaterial angewiesen sind (Collins, 2007). Um gleichzeitig eine Vielzahl von
Genorten auf eine Assoziation mit Scrapieempfinglichkeit hin zu untersuchen, wére der
Einsatz eines auf Mikroarray-Technologie basierenden SNP-Genchips vorteilhaft: Beim
Menschen konnen mit Hilfe von Genchips, die iiber 300 000 SNPs umfassen, bereits
genomweite Untersuchungen zur Identifikation von Risikogenen fiir komplexe Erkrankungen

durchgefiihrt werden: So konnten neueste Studien erfolgreich Genorte fiir Diabetes (Typ 2)
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(Scott et al., 2007), Morbus Crohn (Duerr et al., 2006) und Chronische lymphatische
Leukédmie (Di Bernardo et al., 2008) identifizieren. Beim Rind ist es mittlerweile moglich,
mittels Genchip (~ 10 000 SNP) das Genom nach QTL fiir 6konomisch bedeutsame
Merkmale abzusuchen (Daetwyler et al., 2008). McEwan et al. (2008) sind im Rahmen des
International Sheep Genomics Consortium (ISGC) in der Entschliisselung des Schafgenoms
begriffen, wobei sie den grofften Teil des nichtredundanten Schafgenoms abdecken. Im
Rahmen dieses Projektes ist geplant, 180 000 positionierte SNPs zu identifizieren, die fiir die
Erstellung eines 60 000 SNP Genchips geeignet sind (McEwan et al., 2008). Dieser Genchip
konnte dann im Rahmen einer genomweiten Assoziationsstudie zur Scrapieempfanglichkeit
beim Schaf genutzt werden.

Im Rahmen einer solchen Analyse wire die Probenanzahl moglichst gro3 zu wéhlen. Eine
Mutation, die fiir einen groen Anteil der Varianz eines Phénotyps verantwortlich ist, kann oft
unabhéngig von der Anzahl der getesteten Proben identifiziert werden. Sinkt der Anteil der
durch sie bedingten Varianz jedoch unter 10% ab, was im Hinblick auf polygen bedingte
Krankheiten anzunehmen ist, verringert sich selbst bei Probenmengen von 500 Individuen die
Wabhrscheinlichkeit, eine Assoziation zu detektieren. Mit steigender Probenanzahl werden
auch Marker-Phéanotyp-Assoziationen mit groerer Haufigkeit identifiziert (Long & Langley,
1999).

Dariiber hinaus liegt die Wiederholbarkeit einer Assoziationsstudie bei iiber 80%, wenn der
Anteil der phédnotypischen Varianz, der auf die Mutation zuriickzufiihren ist, liber 5% liegt
und die Probenanzahl 500 betrdgt (Long & Langley, 1999). Zur Erhdhung der Probenmenge
ist es sinnvoll, das hier vorliegende Probenmaterial durch die in Deutschland nach 2005
aufgetretenen Scrapiefille zu ergdnzen. Weiterhin konnte eine Zusammenarbeit auf
europdischer Ebene die Probenmenge immens erhdhen. Die Auswahl der Tiere miisste analog
der vorliegenden Studie vonstatten gehen: Die Diagnose der scrapiepositiven Tiere miisste
durch die nationalen Referenzlaboratorien (Verordnung (EG) 999/2001) bestitigt worden
sein. Um durch Stratifizierung bedingte falsch-positive Assoziationen zu minimieren, miissten
aus der Herde jedes positiven Tieres scrapienegative oder -unverdichtige Kontrolltiere
ausgewdhlt werden, die moglichst den gleichen genetischen Hintergrund aufweisen, wie das
betroffene Tier. Da in Nicht-Herdbuchbetrieben die Verwandtschaftsbeziechungen und die
genaue Rasse oft unbekannt sind, muss auf Tiere aus der Altersgruppe des scrapiepositiven
Schafes zuriickgegriffen werden, die diesem vom Phénotyp her dhnlich sind.

Mit Hilfe des sich in der Entwicklung befindlichen 60 000 SNP Genchips (sieche oben) und

einer gesteigerten Probenanzahl kdnnten weitere Genorte fiir Scrapieempfinglichkeit beim
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Schaf identifiziert werden. Die Ergebnisse hieraus kdnnten dann in weitere Zuchtprogramme

zur Vermeidung / Verminderung von atypischer und / oder klassischer Scrapie einflieen.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit bestand darin, Mikrosatelliten auf Schafchromosomen 14 und 15 sowie
funktionelle und positionelle Kandidatengene beim Schaf auf eine Assoziation mit der
Empfénglichkeit fiir klassische und atypische Scrapie hin zu {liberpriifen.

Hierzu wurden 102 klassisch scrapiepositive Tiere und 71 atypisch scrapiepositive Tiere, die
in den Jahren 2002 - 2005 in Deutschland als scrapiepositiv identifiziert worden waren,
untersucht. Als Kontrolle dienten 441 scrapienegative oder unverdiachtige Herdenmitglieder.
Die Mikrosatelliten MCM 159, MCMA53, UWCAS, CSAP26E, CSRD63, BM6507, MCMAI6,
BMS2812 und RMO004 wurden in drei Multiplex-PCRs amplifiziert und anschlieBend
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Allelfrequenzen wurden fiir scrapiepositive und
Kontrolltiere nach Scrapietyp getrennt ermittelt und untereinander verglichen. Hierbei
ergaben die Mikrosatelliten MCMA53 und MCMAI16 hoch signifikante bzw. signifikante
Unterschiede in den Allelfrequenzen zwischen atypisch scrapiepositiven Tieren und
Kontrolltieren. In den von klassischer Scrapie betroffenen Herden unterschieden sich die
Allelfrequenzen des Mikrosatelliten MCM159 deutlich zwischen positiven und Kontrolltieren.
Diese Ergebnisse konnen auf Gene in der Nihe der genannten Mikrosatelliten hindeuten, die
die Scrapieempfianglichkeit beim Schaf beeinflussen.

Im ovinen Cathepsin B konnte in der Sequenzanalyse eine Nukleotidsubstitution (C>T) an
Position 391 des neunten Introns nachgewiesen werden. Durch PCR-RFLP-Analyse mit dem
Enzym Lwel konnten die Allele identifiziert werden. Zwischen scrapiepositiven Tieren und
Kontrolltieren wurden weder in den Genotypfrequenzen noch in den Allelfrequenzen
signifikante Unterschiede festgestellt.

An Position 12 des neunten Exons des ovinen Cathepsin D wurde eine stille Mutation (C>T)
detektiert. Bei Vorliegen des Wildtypallels (C) wurde an dieser Stelle durch das Programm
ESEfinder 3.0 ein potentieller Exon Splicing Enhancer (ESE) identifiziert. Dieser konnte bei
dem mutierten Allel (T) nicht mehr detektiert werden. Weiterhin wurden ein
Einzelbasenpaaraustausch (A>G) an der 49. Base in Intron 7 sowie zwei
Einzelbasenpaaraustausche (C>T bzw. G>A) an 20. bzw. 44. Position des achten Introns
gefunden. Im achten Intron wurde eine Deletion der Basen 13 bis 19 festgestellt. Sowohl der
ESE als auch die Deletion kdnnten den SpleiBmechanismus durch die Nutzung unnatiirlicher
Spleifiseiten oder Intronretention beeintrachtigen. Die scrapiepositiven Tiere und Kontrolltiere
wurden an Position 12 des neunten Exons mit Hilfe eines PCR-RFLP durch das Enzym BseYI

typisiert. Es konnten jedoch weder bei den atypisch noch bei den klassisch scrapiepositiven
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Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikante Unterschiede in den Genotyp- oder
Allelfrequenzen festgestellt werden.

Beim ovinen Calpain, Large Polypeptide L2 wurde der Promotorbereich und ein Teil des
ersten Exons untersucht. Uber die gesamte Linge der Sequenz wurde eine CpG-Insel mit zwei
G/C-Boxen identifiziert. Die in der Sequenz vorliegenden Motive lassen auf eine fehlende
Methylierung schlieBen und sprechen fiir eine Zugehorigkeit des Calpain, Large Polypeptide
L2 zu der Familie der Housekeeping Gene. An der 191. Position vor Beginn des ersten Exons
wurde im Promotorbereich eine Nukleotidsubstitution (G>T) detektiert. Bei Vorliegen des
Wildtypallels (G) wurde durch das Programm Matlnspector eine potentielle Bindungsstelle
fir den Transkriptionsrepressor Zinc Finger Protein Insulinoma-associated 1 (IA-1)
festgestellt, welche bei dem mutierten Allel (T) nicht vorlag. Hier konnte eine
proapoptotische Mutation vorliegen, die bei ihren Trégern zu einer erhohten Resistenz gegen
neuroendokrine Tumoren fiihrt. Scrapiepositive Tiere und Kontrolltiere wurden durch eine
ASPCR typisiert und zweifelhafte Ergebnisse wurden mit Hilfe einer nested PCR mit sich
anschlieBendem RFLP durch das Enzym Mval abgesichert. Zwischen positiven und
Kontrolltieren konnten bei keinem Scrapietyp signifikante Unterschiede in Genotyp- oder
Allelfrequenzen festgestellt werden.

Im Kallikrein 1-Gen wurde an Position 392 des vierten Introns eine Nukleotidsubstitution
(C>T) detektiert. Zum Nachweis der Mutation wurde ein PCR-RFLP mit dem Enzym BsmFI
durchgefiihrt. Weder bei den klassisch scrapiepositiven Tieren noch bei den atypisch
scrapiepositiven Tieren konnte in Genotyp- oder Allelfrequenzen ein signifikanter
Unterschied zu den Kontrolltieren festgestellt werden.

An der 206. Position vor Beginn des siebten Exons wurde im sechsten Intron des ovinen
Transforming Growth Factor, f1 in der Sequenzanalyse eine Nukleotidsubstitution (G>T)
detektiert. Atypisch und klassisch scrapiepositive Tiere sowie Kontrolltiere wurden mit Hilfe
eines PCR-ACRS mit dem Enzym BseGl typisiert. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede in den Genotyp- oder Allelfrequenzen zwischen positiven Tieren und
Kontrolltieren festgestellt werden.

Fiir zukiinftige Studien wiirde die Untersuchung funktioneller Kandidatengene in der Néhe
der Mikrosatelliten MCMAS3, MCMA16 und MCM159 eine mdgliche Vorgehensweise
darstellen. In der vorliegenden Arbeit konnten keine Hinweise darauf gefunden werden, dass
die hier untersuchten Gene einen Einfluss auf die Scrapieresistenz beim Schaf ausiiben,

weswegen sie fiir weitere Untersuchungen nicht von groem Interesse sind. Zukiinftig ist es
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anzustreben, genomweit mit Hilfe eines Genchips und mit vergrof3ertem Probenmaterial auf

fiir die Scrapieresistenz bedeutende Gene zu suchen.
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7 Summary

The aim of the present study was to screen microsatellites on ovine chromosomes 14 and 15
as well as functional and positional candidate genes for an association with susceptibility for
classical and atypical scrapie in sheep.

Therefore 102 classical and 71 atypical scrapiecases, identified in Germany during the years
2002 - 2005, were investigated. Controls were ether tested scrapie negative or showed no
clinical signs of scrapie infection.

Microsatellites MCM159, MCMAS53, UWCAS5, CSAP26E, CSRD63, BM6507, MCMAIG,
BMS2812 und RM004 were amplificated in three multiplex PCRs and afterwards separated in
gel electrophoresis. Allele frequencies were calculated and compared between scrapie cases
and controls with regard to scrapie type. Microsatellites MCMAS53 and MCMAI6 showed
highly significant and significant differences respectively in allele frequencies between
atypical scrapiecases and controls. Allele frequencies of microsatellite MCM159 differed
significantly between positive and control animals in flocks affected by classical scrapie.
These results can be due to genes influencing scrapie susceptibility in sheep which are in
linkage disequilibrium with the above-mentioned microsatellites.

During sequence analysis a single nucleotide polymorphism (C>T) was identified at the 391"
position of the ninth intron of the ovine Cathepsin B gene. Animal samples were screened for
the mutation with PCR-RFLP using the enzyme Lwel. Significant aberration was neither
detected in allele frequencies nor in genotype frequencies of scrapiepositive and control
animals.

At the twelfth position of the ninth exon of the ovine Cathepsin D gene a silent mutation
(C>T) was detected. In case of the wild type allele (C) a potential exon splicing enhancer was
detected at this location by the programme ESEfinder 3.0. In case of the mutation (T) this
ESE couldn’t be identified any more. Furthermore a single nucleotide polymorphism (A>G)
at 49" base of the seventh intron and two more single nucleotide polymorphisms (C>T and
G>A respectively) on 20™ and 44" position respectively of the eighth intron. In intron eight a
deletion of the bases 13 till 19 was confirmed. The ESE as well as the deletion could
influence the splice mechanism by usage of unnatural splice sites or intron retention. A hereof
resulting changed expression of Cathepsin D could influence the formation and course of
tumour illnesses in sheep. Scrapiepositive and control animals were screened for the mutation

at the twelfth position of exon nine by the use of PCR-RFLP with the enzyme BseY1. Neither
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atypical nor classical positive sheep showed significant differences in allele or genotype
frequencies compared to control animals.

Of the ovine Calpain, Large Polypeptide L2 gene the promoter and part of the first exon were
investigated. Spanning the whole region a CpG island including two G/C boxes was
identified. Existing sequence motives point to absence of methylation and indicate that
Calpain, Large Polypeptide L2 belongs to the class of housekeeping genes. In the promoter
region at the 191" base in front of exon one a single nucleotide polymorphism (G>T) was
detected. In case of the wild type allele (G) the programme Matlnspector identified a potential
binding site for the transcription repressor Zinc Finger Protein Insulinoma-associated 1
(IA-1), which could not be detected in the mutated allele (T). This base pair exchange could
be a proapoptotic mutation leading to an increased resistance to neuroendocrine tumours in its
carrier. Scrapie positive and control animals were tested via ASPCR and indifferent results
were confirmed by a nested PCR followed by a RFLP with the enzyme Mval. Significant
differences in genotype or allele frequencies between positive and control animals could be
detected in neither scrapie type.

At the 392™ position of the fourth intron of the Kallikrein 1 gene a single nucleotide
polymorphism (C>T) was identified. For routine testing a PCR-RFLP with the enzyme BsmFI
was carried out. Compared to control animals neither in classical nor in atypical
scrapiepositive sheep significant differences in genotype or allele frequencies were detected.
In the sixth intron of the ovine Transforming Growth Factor, p1 at the 206™ base in front of
the seventh exon a single nucleotide polymorphism (G>T) was identified during sequence
analysis. Atypical and classical scrapie cases and controls were investigated by PCR-ACRS
with the enzyme BseGI. In allele and genotype frequencies no significant differences could be
detected between scrapie positive and control animals.

For future studies investigation of candidate genes in the neighbourhood of microsatellites
MCMAS53, MCMA16 and MCM159 is a possible approach. In the present study no evidence
for an association of the investigated genes with scrapie susceptibility in sheep was detected.
Therefore these genes are not of big interest for further studies. In future research a whole
genome study using a gene chip and increased sample size should be carried out to screen for

gene loci influencing scrapie susceptibility in sheep.
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