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There is nothing like looking, if you want to fis®mething. You certainly usually find
something, if you look, but it is not always quite® something you were after.
J.R.R. TolkienThe Hobbit

- oder -

Felix, qui potuit rerum cognoscere causas.
Glucklich, wer den Dingen auf den Grund gehen kann.
Vergil, Georgica
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EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1 Einleitung und Fragestellung

Katzen und deren wilde Verwandte der Famiielidae haben die Menschheit seit
Jahrhunderten fasziniert. Die Domestikation der zKatmindete auch in der
Etablierung von Edelkatzenrassen durch kinstlicakek8on. Zu den bekannteren
Rassen gehort die Burmakatze, deren Beliebthddeutschland in den letzten Jahren
wieder zunimmt. Die Zuchtgeschichte der Edelrassema begann 1930 in Amerika
mit einer walnussbraunen Katze mit bernsteinfarbefiggen namens Wong Mau, die
von Joseph G. Thompson aus Myanmar exportiert wowia (THOMPSONet al.
1943). In der Burmazucht stellt neben anderen Kraitkn die Hypokalidmische
Periodische Paralyse (HypoPP) ein ernstes Probeant@GRUFFYDD-JONES 1997).
Die HypoPP ist eine durch generalisierte Muskelsadiven gekennzeichnete,
anfallartig auftretende Erbkrankheit. Neben Gamgsigen durch Ataxien und Paresen
an den Gliedmal3en ist die Ventroflexie des Kopkesohders auffallig (JONE& al.
1988, STOLZEet al. 2001). Nach 811b Tierschutzgesetz ist die ZuchtTimeren, bei
deren Nachkommen erblich bedingt Schaden, Leidear &&chmerzen auftreten
konnen verboten (TIERSCHG 2006). Der Tatbestand @aalzucht” ist auch bei der
HypoPP prinzipiell gegeben, insbesondere da schwemdufe der Anfalle letal
ausgehen konnen.

Beim Menschen wird das mit der HypoPP der Burmakadtmisch vergleichbare
Krankheitsbild der HypoPP durch verschiedene Moiten in Genen von
spannungsabhangigen muskularen lonenkanélen vehnuréJRKAT-ROTT et al.
2002). Durch die vorliegende Arbeit soll die mobkc Beteiligung deralpha
Untereinheit des muskularen Dihydropyrin-sensitigpannungsabhéngigen Calcium-
ionenkanalsCACNA1$ als funktionelles Kandidatengen am Krankheitsgeken bei
einer von HypoPP betroffenen Burmakatzenfamilie ekliijt werden. Mittels der
Analyse genetischer Marker soll die Beteiligungden Pathogenese der HypoPP der
Burmakatze untersucht werden. Die Klarung des bigden Gendefekts bei der
Burmakatze und die Entwicklung eines Gentests wiinthtige Voraussetzungen, um
betroffene Tiere sowie Anlagetrager frihzeitig erken und von der Zucht
ausschlie3en zu kdnnen. Dies ist sowohl aus SehTigrzucht als auch im Sinne des
Tierschutzes dringend geboten.
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2 Literaturtbersicht
2.1 Geschichte und Organisation der Katzenzucht

2.1.1 Domestikation der Hauskatze

Die Katze ist eines der beliebtesten HaustiereJeruder Mensch nach dem Hund die
engsten emotionalen Beziehungen aufgebaut hatel@en 2004 etwa 7,5 Millionen
Katzen allein in deutschen Haushalten (DITZE 20063ht erfasst sind neben den 1,7
Millionen verwilderten bzw. herrenlosen Katzen deegenannten Hofkatzen (BAUER
2005). Diese dienen im landlichen Raum der Bekangfuon Schadnagern, einer
Aufgabe, die wohl ursachlich mit der Domestikatider Katze im Zusammenhang
stehen dirfte (BENECKE 2001). Die HauskatEelis silvestris catudINNAEUS,
1758) wird in der zoologischen Systematik der Untailie der Echten Katzen
zugeordnet (Abbildung 1).

Klasse Mammalia Saugetiere

Teilklasse Eutheria Hohere Sauger
Uberordnung Laurasiatheria

Ordnung Carnivora Raubtiere
Unterordnung Fissipedia Landraubtierverwandte
Familie Felidae Katzen

Unterfamilie Felinae Echte Katzen

Gattung Felis Altwelt-Wildkatzen
GrofR3art Felis silvestris Wildkatze

Art Felis silvestris catus Hauskatze

Abbildung 1: Taxonomische Zuordnung der Hauskatzennerhalb der Klasse der
Saugetiere (BENSONet al.2000, WHEELER et al.2000)

Synonym werden auch die BezeichnungEelis catus und Felis domesticus
verwendet. Alle rezenten Rassen der Hauskatze stanwvon der Wildkatzd=elis
silvestrisab, bei der innerhalb der GrofRart drei Formenkreisterschieden werden
(BENECKE 2001). Deren Verbreitungsgebiet umfassthn& LUTTON-BROCK
(1989) weite Teile Europas (Waldwildkatzdrelis silvestris silvestriSCHREBER,
1777), Sudwest- und Mittelasien (SteppenwildkatZeslis silvestris ornataGRAY,
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1832) sowie den afrikanischen Kontinent aul3erhabat und Regenwaldzone und
die Arabische Halbinsel (Falbkatzerelis silvestris liboycaFORSTER, 1780). Nach
POLLARD (2004) kénnte auch die langhaarige Pallaskatzelid manul oder
Otocolobus manuPALLAS, 1776) aus Zentralasien an der Entstehwerg-Hhuskatze
beteiligt sein. In Indien kénnte auch die Rohrkaf{gelis chausSchreber, 1777)
Einfluss gehabt haben, die nach YOUNG (1985) authAgypten gelegentlich
eingekreuzt wurde. Die verschiedenen Arten deruBgtEelis sind auch heute noch
ubiquitar in Europa, Asien und Afrika verbreitet (CTTON-BROCK 1989).

Die Hauskatze zeigt nach BENECKE (2001) von die¥éidkatzengruppen die
engsten Beziehungen zur Afrikanischen Falbkafadig silvestris libyca Diese wird
auch von anderen Autoren als wahrscheinlichstefa¥ioe angesehen, weil zum einen
die altesten bekannten Belege fuir domestiziertedtatius Agypten stammen und
zum anderen Afrikanische Falbkatzen sich viel laclzahmen lassen als Europaische
Wildkatzen. Die Ahnlichkeiten zwischen Fellfarbedwzeichnung sind nach YOUNG
(1985) durch Kreuzungen zwischen Hauskatzen unaischen Waldwildkatzen
(Felis silvestris silvestrjserst nach der Domestikation in Europa entstanBender
Domestikation der Katze gehen viele Autoren voreeirProzess aus, der durch die
Sesshaftwerdung des Menschen begunstigt wurde (COMNFBROCK 1989,
BENECKE 2001, POLLARD 2004). In Abfallen und Vorsapeichern der Siedlungen
lebende Mause und Ratten stellten eine ideale Magbguelle fir Katzen dar.
Vermutlich wurden in der Siedlung herumstreunend&tz&n zunachst geduldet.
Nachdem die Menschen aber die Hilfe der Katzen d&i Bekampfung von
Schadnagern erkannt hatten, wurde die Katze alsuKolger moglicherweise sogar
gefordert. Wenn der Mensch zudem die Gesellsclaftkatzen zu schatzen wusste,
konnte sich auf diesem Wege dann allmahlich derdgivey von der Wildkatze tber
die halbwilde bzw. gezdahmte Katze zur domestizieauskatze vollzogen haben.
Entscheidender Faktor im vom Menschen implemestieRrozess der Domestikation
ist der Wandel im Erbmaterial einer Tierart bzwp®&ation, der durch die Betreuung
und Haltung der Tiere beeinflusst wird und zu Amghgen im Verhalten, der
Morphologie und der Physiologie fihrt (YOUNG 1985).

Zahlreiche sichere Hinweise auf die Hauskatze igessn Sinne stammen aus
Agypten, so dass Nordostafrika nach wie vor zu fléghen Domestikationsgebieten
der Katze gezahlt wird (YOUNG 1985, CLUTTON-BROCKS8B, MILLER 1996).

Verschiedene Funde aus der Zeit des alten Rei@6&s — 2155 v. Chr.) konnten die
gelegentliche Zahmung der Falbkatze belegen. Diengiche Domestikation hat wohl
erst im Neuen Reich (1551 — 1080 v. Chr.) statigegém. Schon in der Frihzeit des

3
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Zusammenlebens waren Katzen beliebte Gesellschafts- Heimtiere der Agypter.
In der 22. und 23. Dynastie (945 — 715 v. Chr.¢l@e die Katze zudem als heiliges
Tier der Gottin Bastet eine besondere religioseelieamg, die eine massenhafte
Haltung von Katzen zur Folge hatte (BENECKE 2001).

Da aber metrische Vergleiche zwischen altagyptisckatzen und den frihen
Hauskatzen Sid- und Mitteleuropas markante GroBenelizen aufzeigen, vermutet
BENECKE (2001), dass das Herkunftsgebiet der Eusocpan Hauskatzen eher in
Vorderasien gelegen hat. In Vorderasien bestektkeantakt- und Mischzone der drei
Formengruppen. Arché&ologische Funde aus dem friNeolithikum Vorderasiens
belegen die Anwesenheit von Katzen in agrarischedl$gen. Diese Katzen waren
nach der heutigen Definition vermutlich noch kegotiten Haustiere. Moglicherweise
hatte die Beziehung zwischen Mensch und Katze aoton die Stufe einer
gelegentlichen Zadhmung erreicht (BENECKE 2001). Biéeste Beleg fur diese Art
Bindung zwischen Mensch und Katze ist etwa 9500B30 Jahre alt. VIGNEt al.
(2004) entdeckten auf Zypern eine mit einem Mensa@mneinsam bestattete Katze.
Das Skelett konnte anhand morphologischer Merkmealdeutig alsFelis silvestris
libyca bestimmt werden. Es weist somit noch keine MerkndaleDomestikation auf,
kann aber nach Ansicht der Autoren als gezahmtes biétrachtet werden. Konkrete
Hinweise auf die Haltung von domestizierten KatzerEuropa anhand kultureller
Gegenstande mehren sich erst in der Antike. Dest@tarchaologische Beleg der
Hauskatze in Europa stammt aus Kassope in Grieghénund wird auf das 1.
Jahrhundert v. Chr. datiert. Die in tieferen Scteah(4./3. Jahrhundert v. Chr.) dieser
Siedlung gefundenen Knochen stammen alle ausstibhefzon Wildkatzen. Nach
Mitteleuropa gelangte die Hauskatze hauptsachlieftid die Romer im Zuge der
Erweiterung des Romischen Imperiums (BENECKE 2001)diesen Zeitraum fallt
auch die Aufhebung des Embargos, das etwa 100@ &g den Export der heiligen
Tiere aus Agypten untersagt hatte (YOUNG 1985). Rmein und Donau trat die
Hauskatze seit der frihen Kaiserzeit (1. JahrhundeChr.) regelmaflig auf. Zum
festen Bestandteil der europdischen Haustierfauaan kdie Hauskatze nach
BENECKE (2001) seit Mitte des ersten nachchrisditlahrtausends gezéahlt werden.

Angesichts der vielen Jahrhunderte des Zusammeardelm Mensch und Katze sind
die Unterschiede zwischen echten Wildkatzen undski@zen lberraschend gering
geblieben. Die Ursache hierfur liegt nach CLUTTOR®BCK (1989) in der

Reproduktion der Katze, die sich bis heute weitgdhéem Eingriff des Menschen
entzieht und wie bei Wildtieren durch den Seleldinuck der Umwelt beeinflusst
wird. In Anpassung an die lokalen Bedingungen véimK und Umwelt haben sich

4
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zahlreiche geographische Rassen entwickelt. Dieielgez Selektion durch den

Menschen findet vor allem bei den so genannten dRatzen anhand gewinschter
Eigenschaften hinsichtlich Aussehen und Verhaltatt.sDie Hauskatze selbst ist in
der Regel zlichterisch wenig beeinflusst wor(BENECKE 2001)

2.1.2 Organisation der Katzenzucht

2.1.2.1 Internationale Zuchtverbande

Heute ist die Zucht von Rassekatzen durch hierscbhgeordnete Zuchtverbande und
Zuchtvereine reglementiert. In Deutschlandterliegt die Katzenzucht zudem dem
Tierschutzgesetz, das Tierzuchtgesetz hat fur IKakmene Glltigkeit (TIERSCHG
2006, TIERZG 2006). Die Zulassung von Rassen und Hestlegung von
Rassestandards erfolgt durch verschiedene interadéi Dachverbande. Zu diesen
gehoren die Australian Cat Federation (ACF), di¢ Eanciers’ Association (CFA,
USA, Kanada, Japan), die Fédération Internatiofadbne (FIF€, Asien, Europa,
Mittlerer Osten, Sudamerika), The Governing Courdfilthe Cat Fancy (GCCF,
GrofR3britannien), New Zealand Cat Fancy (NZCF), Triternational Cat Association
(TICA, Sud- und Nordamerika, Asien, Europa) und \dierld Cat Federation (WCF,
Afrika, Asien, Australien, Europa, Sidamerika). gghen den Dachverbénden sind
die Rassestandards flr etablierte Rassen weitgehbgdstimmt, Abweichungen
treten vor allem hinsichtlich der Anerkennung undulkulassung von bestimmten
Rassen oder auch Farben auf. So sind in der F@meraternationale Féline (FIFé) 37
Katzenrassen in vier Kategorien (Perser & ExoteemiS.anghaar, Kurzhaar &
Somali, Siamesen & Orientalische Rassen) zugelagSHfE 2006). Bei der Cat
Fanciers’ Association (CFA) werden 37 Rassen amertkalie sich zum Grol3teil mit
den zugelassenen Rassen des FIFé UberschneidedieFiieuen Rassen American
Bobtail, LaPerm, Sibierer und Ragamuffin sind zudemaufige Standards aufgestellt
(CFA 2006). Besonders aufgeschlossen bzw. absaiutitisch gegentber neuen
Rassen ist die World Cat Federation (WCF), die esagit 61 verschiedene
Katzenrassen der Haarlangenkategorien Langhaar,i-l3smghaar und Kurzhaar
anerkennt (WCF 2006).

Die Mitglieder der Dachverbande sind jeweils autoeranationale Verbande, Vereine
oder Vereinigungen, die denselben Regeln hinsathtider Rassestandards und
Zuchtregeln, der Zwingernamen, der Gestaltung vouossgellungen und der
Ausbildung der Richter folgen. Die urspringlich@péiische Fédération Internationale
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Feéline (FIF€) zum Beispiel umfasst zurzeit 36 Mé@der aus 34 Landern sowie sechs
Aspiranten (FIFE 2006). Der einzige deutsche Métdgiverband des FIFé und zudem
Deutschlands é&ltester und grof3ter Zuchtverbanddést 1. Deutsche Edelkatzen
Zichterverband e.V. (1.DEKZV). Dessen MitgliedewsoMitglieder freier Verbande
kénnen hier Papiere fiir ihre Tiere beantragen,ndieh Uberpriifung der Anpaarung
beim FIFé eingetragen werden. Hierbei wird zwischdam Zuchtbuch L{vre
d’'origine, LO) und dem ZuchtregisterRégistre Initial et ExperimentalRIEX)
unterschieden. Im Zuchtbuch werden nur Katzen &iagen, deren Ahnen selbst Uber
drei Generationen hinweg auch registriert warearelaus Kreuzungswdtrfen oder mit
weniger als drei dokumentierten Ahnengenerationerden im Zuchtregister geftihrt.
Alle Tiere erhalten eine Registriernummer, die si@bs dem Landercode, der
Abklrzung des FIFé-Mitgliedsverbands, der Zuordnumg Zuchtbuch bzw.
Zuchtregister und einer Tiernummer zusammenseint.zEntrales Zuchtbuch oder
Register des FIFé wird nicht geflihrt, sondern dierel werden in verschiedenen
nationalen Buchern eingetragen. Alle Mitgliederdsuerpflichtet, die Zuchtrichtlinien
des FIFé einzuhalten.

Bei anderen Dachverbanden ist die Zucht von Katlearilich weniger reglementiert,
eindeutige Zuchtrichtlinien werden nicht aufgesiddie weltweit grof3te Organisation
zur Registrierung von Rassekatzen ist die Cat Eamessociation (CFA) mit derzeit
653 Mitgliedsverbanden. Die Tiere werden registrigsofern sie den Rassestandard
erfullen. Zuchtblcher werden nicht veroffentliclBei der Registrierung wird die
Anpaarung anhand des Pedigrees uberprft. Bei dasten Rassen werden dazu die
Informationen Uber finf Generationen bertucksichtiggi einigen aber auch nur drei
(Devon Rex, Korat, Ragdoll), bei anderen sogar &sdrierationen (Burma, Balinese,
Abessiner). Besondere Zuchtrichtlinien werden nigrgegeben, einzige Vorgabe ist
die Erfullung des Rassestandards, die den zuldas$tganotyp begrenzt (CFA 2006).
In der World Cat Federation (WCF) sind 540 Einzgéorisationen zusammen-
geschlossen. Innerhalb des Dachverbandes werdelh Muodl Patronatsmitglieder
unterschieden, denen Unterclubs angegliedert seimndn. Vollmitglieder
beispielsweise in Deutschland sind Deutsche EdagkatV. und Niederbergischer
Katzenverein. Der 1.Klub fir Tonkanesen und Tibeseriber Deutsche Edelkatze
e.V. als WCF-Unterclub angegliedert. Jeder der hditigvereine fuhrt sein eigenes
Zuchtbuch in Ubereinstimmung mit den Regeln der WDBie Zwinger werden Uber
den jeweiligen Verein zentral bei der WCF zugelassed eingetragen. Die Zucht
wird indirekt durch die Rassestandards regleméntiE&inschrankungen werden bei
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Rassekreuzungen und Verwandtschaftspaarungen fgetrgpezielle Zuchtrichtlinien
hinsichtlich des Umgangs mit Erbkrankheiten sirchhformuliert (WCF 2006).

Als Katzenzichter kann man zwar mehreren Vereinem wamit mehreren
Dachverbanden angehéren, die Zucht selbst darthedar innerhalb eines Vereins
erfolgen, in dem auch der Zwinger gemeldet undstegit ist (CFA 2006, FIFE
2006).

2.1.2.2 Zuchtrichtlinien der FIFé und des 1.DEKZV

Die Zuchtregeln des FIFé umfassen Vorschriftenidimich Tierkennzeichnung und
Registrierung, Haltung, Verkauf und Reproduktioni{tiestalter fur erste Belegung,
Haufigkeit zugelassener Deckungen), die fur allégMidsverbande verbindlich sind
(FIFE 2006). Von der Zucht generell ausgeschlossed Tiere ohne Schnurrhaare
und mit Nabelhernien, Kryptorchide und taube wekdzen. Zudem werden flr
einige Rassen spezielle Einschrankungen hinsibhBiassenkreuzung, Anerkennung
von Novizen und Farbzulassung getroffen. In derhiegeln der FIFé wird allgemein
nur empfohlen, Tiere hinsichtlich Erbkrankheiten tasten, insofern zuverlassige
Tests verfugbar sind. Vorgeschrieben ist nur deABNst auf Gangliosidosis (GM1
und GM2) fur Koratkatzen. Die Anpaarung von zweiddern ist nur mit
Genehmigung des nationalen Zuchtausschusses gesi@itlem definiert die FIFé
auch Achondroplasien (Storung der Knorpelbildungd uOsteochondrodysplasien
(Knochen- und Knorpelanomalien) als genetische Kmaiten, die den Phanotyp von
Rassen wie zum Beispiel Scottish Fold und Munchkenursachen. Daher werden
solche Rassen vom FIFé nicht anerkannt (FIFE 2006).

Auf nationaler Ebene werden die Zuchtregeln deréFif Deutschland durch die
Zuchtrichtlinien des 1.DEKZV vor allem durch genegungspflichtige Verpaarungen
und spezielle Zuchtverbote ergénzt (1.DEKZV 200Bje Paarung zwischen
Vollgeschwistern und Verwandten ist vor der Deckumgim Zuchtausschuss zu
beantragen, die erzeugten Nachkommen muissen vaarZtibegutachtet werden. Bei
einem anormalen Befund sowie bei nicht genehmiyemvandtenverpaarungen kann
der 1.DEKZV Zuchteinschrankungen oder eine Zuchtsp@erhangen. Auch fur
Rassekreuzungen sind Genehmigungen einzuholen|lgemeinen sind sie verboten.
Aul3erhalb bestimmter Rassen muss flr Paarungemtmyigyrin- und kupferaugigen
Katzen ein begriindeter Antrag gestellt werden.Rdarungen von Perser-Colourpoint
und Britisch Kurzhaar-Colourpoint mit weil3geschecktKatzen, silbernen und
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grinaugigen Katzen sind auch genehmigungspflichitiganlehnung an das Gutachten
zur Auslegung des 8§ 11b des Tierschutzgesetzes ZB@ERet al. 2002) sind
Farbpaarungen von weil3en Katzen verboten, derdiafbel durch das dominante Gen
W determiniert wird. Eine genetisch bedingte Taubhmiss bei weil3en Zuchttieren
durch eine audiometrische Untersuchung entsprectasrd Standardisierung des
1.DEKZV vor dem Zuchteinsatz ausgeschlossen seim. ferbige Welpen eines
weil3en Elterntieres und fur den farbigen Verpaaspagner wird die audiometrische
Untersuchung empfohlen. Nicht geziichtet werdenmdllKatzen, die beispielsweise
einen Generalfehler oder nicht im Standard festgeleéschwanzanomalien haben.
Unter Generalfehler werden bei Rassekatzen angedofsmomalien und Miss-
bildungen wie Deformationen des Knochenbaus, Aug&ehen- und Hodenano-
malien, Nabelbruch, Zwergwuchs sowie Gebissfehlesammengefasst, die eine
Zuchtwurdigkeit ausschlieRen. Mit Katzen, die urdaaderem klinische Huftgelenks-
dysplasie, Schadel- und Brustkorbanomalien, Pokw.Hypodaktylie, hypertrophe
Cardiomyopathie (HCM), Progressive NetzhautatrogRiBA) oder keine sichtbaren
Tasthaare aufweisen, darf im 1.DEKZV nicht geziichierden. Um eine erbliche
polyzystische Nierenerkrankung (PKD) auszuschlieferd vor allem fir Katzen der
Rassen Perser, Exotisches Kurzhaar und Britischeszhidar eine Ultraschall-
untersuchung der Organe des Bauchraumes empfdtlervVermeidung der Felinen
Neonatalen Isoerythrolyse wird die Bestimmung ddut@uppe bei Zuchttieren
angeregt (1.DEKZV 2005).

2.1.3 Herkunft und Zucht der Burmakatze

2.1.3.1 Zuchtgeschichte der Burma

Die alteste zurzeit bekannte Beschreibung von Radgsedomestizieren Katze ist eine
bebilderte Schriftrolle, die der Ayutthaya Period&50 bis 1767) in Siam (heute
Thailand) zugeordnet wird. In diesem Dokument weoh Katzentyp mit dem

thailandischen Namen Thong Daeng oder Suphalakhbeben, die sehr verehrt
wurde und wertvoll war. Diese Rasse wird heutzutafge direkter Vorfahre der

Burmakatzen angesehen (KELSEY-WOOD 2001). Auch mndéberlieferungen

berichten vom autochtonen Vorkommen von Katzenediélsyps auf der Malaiischen
Halbinsel. Diese seltenen, als "Rajah" bezeichn&@mpelkatzen waren so wertvoll,
dass der Besitz allein dem burmesischen Koénigshawmgd der Priesterschaft
vorbehalten war. Auch heute noch sind zlchterisubeainflusste Burmakatzen als
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lokale Rasse auf der Malaiischen Halbinsel heimid€imige Exemplare wurden
wahrend des Zweiten Weltkriegs und in den Sechziget Siebziger Jahren zur
Einkreuzung in die dortige Burmazuchtpopulation m#@anerika verbracht (GRAF-
WEBSTER 1997). In Europa trat die Burmakatze ertrgade des 19. Jahrhunderts
in Erscheinung, ohne dass dies den Katzenliebhabewusst war. In dieser Zeit
waren Katzenausstellungen in England sehr belrebtlenen Tiere aus verschiedenen
Teilen der Welt und insbesondere aus den Kolomialst verbracht wurden. Der
Initiator dieser worlds all-breed cat showsHarrison Weir beschrieb 1889 zwei
Typen der Royal Cats of Siam: einen Typ mit faldeésii und blauen Augen und einen
Typ dunkel wie Schokolade mit bernsteinfarbenenekudiesen dunkelbraunen Typ
hielt man fir die unedle Variante der begehrtenlehelSiam mit typischer
Maskenzeichnung und wurde zlchterisch nicht weneachtet (KELSEY-WOOD
2001).

Die eigentliche Zuchtgeschichte der Burmakatze hega Amerika mit einer kleinen
walnussbraunen Katze mit dunkleren Ohren- und Sohstzen sowie bernstein-
farbenen Augen namens Wong Mau. Diese Katze mit ggmschen Korperbau des
nativen Malaiischen Katzenbestands wurde 1930 wsaph G. Thompson von Burma
(heute: Myanmar) in die Vereinigten Staaten von Akaeimportiert. Mangels eines
ahnlich kolorierten Katers wurde dieses Tier areeiSealpointSiamesen namens
Thai Mau angepaart. Die Nachkommen von Wong Mauegpgegrten bezuglich der
Fellfarbe in Burmesen und cremefarbene Siamesede bmit dunklerer Masken-
zeichnung. Die aus Verpaarungen dieser walnussenaNachkommen untereinander
wie auch mit Wong Mau entstandenen Nachkommen wieseentsprechend der
Mendelschen Spaltungsregel — wiederum cremefarbgakmussbraune und dunkel-
braune Fellfarben auf. Die walnussbraunen Katzemntem wie auch Wong Mau
selbst als Burma-Siam-Hybride bzw. als Tonkaneseaentifiziert werden
(THOMPSON et al. 1943). Die dunkelbraunen Nachkommen mit dunkldérpen
Points (Ohren, Gesicht, Pfote und Schwanz) und gelben eAugvurden zum
offiziellen Standard der Burmakatze (siehe Abbilgl@).
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Abbildung 2: Typus der Burmakatze in den Dreil3igerJahren. Topaz Mau, eine
Tochter der ersten Burmesin Wong Mau (THOMPSONEet al. 1943)

Thompson selbst initiierte 1932 das ZuchtprogrammEtablierung und Vermehrung
der Rasse Burma, das mit Hilfe einer kleinen Gruppa Wissenschaftlern und
Katzenzichtern entwickelt wurde. Durch Analyse ekisdener Rassen- bzw.
Farbkreuzungen zur Beobachtung der Vererbung pedarn THOMPSONet al.
(1943) das Vorhandenensein eines ,Burmagens‘. DMadante des GenscY)
beeinflusst die Farbverteilung, das heil3t den Kasttrzwischen Koérperfarbe und
dunkleren Schattierungen an Gesicht, Ohren, Beimeh Schwanz (THOMPSOMNt

al. 1943). Das Gen ist wie auch das Allel fur die Siaiwhnung ¢) rezessiv zur
Wildform (color locusC, normale Farbung, dominant), heterozygote Tiert dar
Kombination ausc® und c® weisen einen intermediaren Phanotyp auf (ROBINSON
1991, SCHMIDT-KUNTZEL et al. 2005). Sowohl bei Siamesen als auch bei
Burmesen nimmt die Intensitat der Farbe an denelitéten abhangig von Alter zu.
Die allelische Variante der Burmesen ist wenigengderatursensitiv. LYONSt al.
(2005) konnten die Aminosaurensequenz veranderndmktfutationen im
Tyrosinase-GenT(YR als Ursache fur die Phanotypen von Siamesen unch@&en
identifizieren.

Im Jahre 1934 wurde die Zulassung der Rasse Bueindel Cat Fancier Association
(CFA) beantragt, welche 1936 hinsichtlich der Regisung der Tiere im Zuchtbuch
akzeptiert wurde. In den Dreif3iger und Vierzigehnréa erfreuten sich Burmakatzen
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grol3er Beliebtheit, so dass die Nachfrage kaumaj@deerden konnte. Die Zlchter
kreuzten daher weiterhin Siamesen ein, um den Beésta erweitern. Da dabei eine
Grol3zahl von Hybriden erzeugt wurde, hob die Catclem Association (CFA) die
Zulassung von Burmakatzen im Jahre 1947 auf. NucheoKatzen sollten als
Burmesen registriert werden, die selbst von miratestdrei Generationen echten
Burmakatzen abstammten. Durch die intensive Kregzucht mit Siamesen war der
Zuchtbestand an reinrassigen Burmakatzen aber sthgeschrumpft, dass erst 1956
einzelne Tiere diesen reinrassigen Pedigree wigdewreisen konnten. Nachdem
wieder ausreichend viele Zuchttiere aufgezogen myamahm die CFA die Rasse
Burma wieder in ihr Zuchtregister auf. Im Jahre 89%urde der einheitliche
Zuchtstandard der Burmakatze von der amerikanis€hrganisation ,United Burmese
Cat Fanciers” formuliert und 1959 sowohl von derAC&s auch von den anderen
Dachverbanden Ubernommen. Dieser Standard ist bisehim Wesentlichen
beibehalten worden. In den Funfziger und Sechzlgbaren wurden Burmakatzen von
den USA aus zunéchst nach Grof3britannien exportf@m hier aus verbreiteten sie
sich vor allem in Europa und Australien. Heute wilee Burmakatze weltweit
gezuchtet. Dabei waren die Siebziger Jahre die wdilgreichste Dekade fir die
Burmesen. In dieser Zeit waren sie — hinter ParadrSiamesen — die drittpopularste
Rasse der Edelkatzen (GRAF-WEBSTER 1997).

Die neben den erwiinschten dunkelbraunen Katzen immeeer auftretenden Welpen
mit anderen Fellfarben wurden anfangs bewusst \emZiicht ausgeschlossen. Im
Laufe der Zeit fanden aber immer mehr Zichter geidid helleren Kolorite attraktiv
(GRAF-WEBSTER 1997). Tiere neuer Farbschlage wurdenl960 von der CFA
nicht mehr als Burma anerkannt. Man betrachteteeTdieser Kolorite nicht als
Farbvariationen der Burmakatze, sondern als Anggbd&iner separaten Rasse, die ab
dem Jahre 1979 als eigenstandige Raséalgyart in der CFA zugelassen wurde.
Erst 1984 wurden diese Katzen wieder als Burmesgistriert, auch wenn sie auf
Schauen zunachst in der KlassBilyte Divisort vorgefuhrt wurden (POLLARD
2004). Diese Farbverdiinnung entsteht durch eineulRieth sowie ungleichmafige
Verteilung der Pigmentgranulate im Haarschaft. [Biarbverteilung wird durch
Faktoren dedilute locus (Wildform D, dominant) beeinflusst. An diesem Genort
homozygote Tiere mit dem rezessiven Aliekzeigen einen aufgehellten Phanotyp.
Ursachlich hieflr ist eine Mutation im Gen fir Metghilin MLPH (ISHIDA et al.
2006). Bei den Burmakatzen werden die FellfarbeauBr(=Seal Sabl¢ zu Blau,
Chocolatezu Lilac (= Platinum) und Rot zu Creme verdinnt (VELL&t al. 1999).
Heute sind zehn verschiedene Farben bzw. Farbnmusgefassen.

11
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2.1.3.2 Heutiger Rassestandard der Burmakatze

Zwischen den Dachverbéanden sind die Rassestantlardairmakatzen weitgehend
abgestimmt. Innerhalb der Rasse werden zwei Zwthinmgen unterschieden, die
auch im Verbreitungs- bzw. Zuchtgebiet abweicheie. Amerikanische Burma weist
eine rundere, gedrungenere Statur mit extrem kurepf auf, in Europa wird die
orientalisch gepragte Britische Burma mit schlaekeMyp und gemaRigter Kopfform
bevorzugt (VERHOEFF-VERHALLEN 2000). DifferenziertS&tandards fur die
Zuchtrichtungen werden nur von der CFA aufgestdht, wesentlichste Unterschied
liegt in der Anerkennung der Farbschlage. Fiur dimeAkanische Burma sind
innerhalb der CFA nur die vier Farbeé®able Champagnge Blau und Platinum
zugelassen. Der Européische Typ kann die Farbseldagle Chocolate Rot, deren
Verdiunnungen BlaulLilac, Creme sowie und die Schildpattvariantepeal-Tortig
Chocolate-Tortie Blue-Tortie und Lilac-Tortie aufweisen (CFA 2006). Diese
Fellfarben sind auch im FIFé und im WCF generell Biirmesen anerkannt (FIFE
2006, WCF 2006). Bei der Amerikanischen Burmazingiien sich seit den siebziger
Jahren zudem zwei Zuchttypen entwickelt, die sitidér Kopfform unterscheiden
(GRAF-WEBSTER 1997). Eine Gruppe hat den bisherigestheinungstyp bewahrt
und wird als ,traditioneller Typ“ bezeichnet. Derzejtgendssische Typ*
(contemporary weist einen deutlich runderen Kopf mit nahezwchiem Gesicht auf
(VELLA & MCGONAGLE 1995). Dieser Zuchttyp mit einesin die Rassé&xotic
Shorthairerinnernde Kopfform wird in den europdischen Zaoonisationen jedoch
nicht anerkannt (KELSEY-WOOD 2001).

Von anderen Rassen unterscheidet sich die Burnmakatht nur durch die Farben,
sondern vor allem durch die besondere Farbvergildie durch eine Mutation im
Tyrosinase-Gen (das ,Burmager®) beeinflusst wird. Die Grundfarbe weist eine
hohere Intensitat auf, wodurch das Fell an Kopin8e und Schwanz etwas dunkler
gefarbt ist. Auch ist der Unterkorper stets helles der Ricken und die Beine, das
Gesicht und die Ohren durfen sich farblich absetBsn der Geburt dieser Tiere ist
die Korperfarbe noch relativ hell, gewdhnlich dulbk&e mit zunehmendem Alter
nach. Nach dem Rassestandard sind weiRe Abzeichem nur einzelne Haare,
generell nicht erlaubt. Das Fell ist insgesamt kwmd von seidenartiger
Beschaffenheit, es liegt eng am Koérper an und inater Regel kein Unterhaar. Der
kraftige und muskulése Korper einer Burmakadod mittelgrofld und mittellang sein
mit geradem Rucken und kréftiger, im Profil geruedeBrust. Die Beine sind im
Verhaltnis zum Korper schlank mit zierlichen Pfotem ovaler Form. Der mittellange
Schwanz verjlingt sich leicht zur abgerundeten 8pler keilférmige Kopf hat runde
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Konturen, der Unterkiefer mit ausgepragtem Kinn kisiftig. Die Ohren sind weit
auseinandergesetzt mit breitem Ansatz und rundézeSpAuch die grofRen Augen
stehen weit auseinander mit starkem Ausdruck. Diere Augenlinie verlauft nach
orientalischer Art gerade zur Nase, die unteree_atber ist gerundet. Die Augenfarbe
soll zwischen gelb und bernsteinfarben variierendére Augenfarben wie blau, grin
und grau werden bei CFA, FIFé und WCF als Fehlevegiet. Die Nase soll eine
deutliche Einbuchtung an der Basis aufweisen (C6@62 FIFE 2006, WCF 2006).

13
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2.2 Grundlagen und Methoden der Genomanalyse

2.2.1 Vergleichende Kartierung

Fur viele Tierarten wurden bereits reprasentativenkarten entwickelt, in denen
Informationen tGber Marker und Gene in Hinsicht gumé Lage am Chromosom oder
Beziehungen zwischen den Markern gesammelt werDesse Karten dienen als
Hilfsmittel und Quelle fir genetische Analysen uwereinfachen die Suche nach
Genorten fur Leistungsmerkmale und Erbkrankhei®@BRIEN et al. 1999). Auch
die Evolution des Saugetiergenoms wird mit Hilfe nv@senkarten erforscht
(COPELANDet al.1993, O'BRIENet al.2002b).

Bei den Genkarten werden physikalische und gemtigarten unterschieden. Die so
genannten physikalischen Karten basieren auf dektén Lokalisation von DNA-
Fragmenten auf Chromosomen. Als Koordinaten diereger cytogenetische
Strukturen wie Chromosomen, Chromosomenregionenr @l@omosomenbander
(SZCZERBAL & MICHALAK 2003). Die Abstande werden iKilobasenpaar (kb)
gemessen (FRIES 1993). Zur physikalischen Kartgruwerden somatische
Zellhybridpanels oder dien-situ-Hybridisierung benutzt (MURPHYet al. 2000,
SZCZERBAL et al. 2003b). Im Rahmen des Zoo-FISH (Zoo-Fluoresaarsitu-
Hybridisierung) wird DNA aus einzelnen Chromosonmener Spezies zur Hybridi-
sierung in einer anderen Art verwendet (RETTENBERGE al. 1995). Wahrend die
physikalischen Karten eine absolute Zuordnung vemed bzw. Genomabschnitten
erlauben, werden in genetischen Karten relativetdklule zwischen den verwendeten
Markern ermittelt. Sie beruhen auf der Ermittlungr dHaufigkeit von Rekombi-
nationen, die wahrend der Meiose zwischen zwei Blarlkentstehen (O'BRIEN 1991).
Dazu wird die Vererbung von Allelkombinationen belmidarter Loci in informativen
Familien mit bekanntem Verwandtschaftsmuster beulehcBei genetischen Karten
oder auch Kopplungs- bzw. Rekombinationskarten vdiel Distanz zwischen den
verwendeten Markern nach Prozent Rekombinationgiiaif in centiMorgan (cM)
gemessen (FRIES 1993). Physikalische und genetikaneen kénnen nicht linear
miteinander verglichen werden. Bestimmte Chromos@bhschnitte wie etwa
Bereiche nahe des Zentromers rekombinieren nach RAJRet al. (1994) seltener. In
anderen Abschnitten treten Rekombinationen mit hélequenz auf, sie werden als
,recombinationhot spots bezeichnet (GUILLONet al. 2005). Als Marker fur die
genetische Kartierung werden Typ I-Loci (Markerenmalb oder eng flankierend zu
Genen) und Typ ll-Loci (Marker unbekannter Funktigne etwa hochvariable
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Mikrosatelliten) eingesetzt (MENOTTI-RAYMONIRt al. 1999). Die Kartierung von
Genen oder Markern ist aber nicht nur innerhallere8pezies, sondern auch zwischen
unterschiedlichen Arten mdglich. Dieser Vergleiotr €sen- oder Markeranordung
zwischen den Chromosomen unterschiedlicher Artend wals vergleichende
Kartierung bezeichnet. Dabei wird bei der verglemtien Kartierungcpomparative
mapping die Konservierung des Genoms zwischen Arten gen@'BRIEN et al.
1997b). Durch den Transfer von Wissen aus gut le¢tiatbn Spezies wie Mensch und
Maus lassen sich auch in wenig erforschten Tianastdinellere Fortschritte erzielen.
Insbesondere durch die vergleichende Kartierungl wier Nutzen von Genkarten
hinsichtlich der Untersuchung neuer Gene, der fankten Genomfoschung und der
Klarung der Evolution der Genomorganisation erwei(®'BRIEN et al. 1999). Um
das comparative mappingu vereinfachen, wurde von O’BRIE#&t al. (1993) eine
vergleichende Genkarte publiziert, die 321 Refdmmzbei den Spezies Mensch,
Maus, Rind und Hauskatze umfasst. Diese Referetezkarmdglicht Vorab-
informationen Uber Gene aus der Mensch- oder Mateskdie sich in interessanten
Chromosomenregionen bei anderen Spezies befindBR(EN et al. 1993).

Wahrend der Evolution des Genoms in verschiedenprzi€s ergaben sich
Umgruppierungen von Chromosomensegmenten, diehsiafig in einer unterschied-
lichen Zahl von Chromosomen ausdriickt und auchenem Zusammensetzungen von
Chromosomen fuhrte (MURPHYet al. 2003). Der Vergleich der Kopplungs-
arrangements von Katzengenen zu ihren menschliGegensticken weist auf einen
hohen Grad von konservierten Syntanien wie etwazgaReihen von homologen
Genen auf einem einzelnen Chromosom in beiden &pdun (O'BRIEN & NASH
1982, O'BRIENet al. 1986, O'BRIENet al. 1997a, O'BRIENet al. 1997b). Diese
Konservierung der Genome von Mensch und Katze leorauch durch direkte
Beobachtungen belegt werden (RETTENBERGER al. 1995, WIENBERG &
STANYON 1997). Die prazise Region bzw. das exakeégr®ent der homologen
genetischen Sequenz des Katzengenoms fiur jedesciiehe Chromosom wurde
durch die Hybridisierung von fluoreszenzmarkiert€hromosomen aus humanen
Chromosomenbibliotheken an kondensierten Chromosoder Katze identifiziert
(RETTENBERGEREet al. 1995, O'BRIENet al. 1997b, WIENBERG & STANYON
1997). Mittels deshromosome paintingvurden 32 aufeinander folgende Segmente
des Katzenchromosom aufgedeckt, die homolog ziekiem humanen Chromosomen
sind (WIENBERG & STANYON 1997, YANGet al. 2000). Damit kann nach
O’BRIEN et al. (2002b) mit nur 13 Schnitten das Katzengenom zumanen Genom
arrangiert werden. Dieser Wert ist geringer alsgi&che zwischen Genomen vieler
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anderer Saugetiere und dem Mensch. Die Auflosung Gleomosomen mit der
Methode des Zoo-FISH ist allerdings auf Segmente m@hr als fiunf Megabasen-
paaren begrenzt, intrachromosomale Inversionen Rearrangements kdnnen nicht
untersucht werden. Daher wurde die Karte der Kateeehmend erweitert, um eine
dichte Reprasentation von genetischen Markern widiekende Gene (Typ 1) und
hochvariable Mikrosatelliten (Typ II) zur Verfugungu stellen (MENOTTI-
RAYMOND et al.2003b, MURPHYet al.2007).

2.2.2 ldentifizierung interessanter Gene und Geniagen

2.2.2.1 Markeransatz

Die Erforschung von Genomen soll letztlich der lifédaation einzelner Genorte
dienen, deren Varianten zu bestimmten Merkmalségspmgen fihren. Dieses Ziel
kann mit Hilfe unterschiedlicher Strategien erreicterden. Beim Markeransatz
werden anonyme Genregionen durch die Analyse voekulargenetischen Markern
mit bekannter Lokalisation im Genom identifiziedte mit dem betrachteten Phanotyp
assoziiert sind. Diese Assoziations- oder auch Komgsanalysen kdénnen alhole
genome scamnter Einbeziehung tber das gesamte Genom vertéliarker oder als
genauere Studie einer bereits spezifizierten Gemme(jine mapping durchgefuhrt
werden (HALLDORSSONet al. 2004). Fur diesen Zweck mussen informative
Familien genutzt werden, in denen die Marker undisauch die Gene aufspalten, die
letztlich die Varianz des zu untersuchenden Merknedeinflussen. Neben anderen
genetischen Markern sind Mikrosatelliten aufgrunels chohen Polymorphiegrads
besonders geeignet, um Assoziationen zwischenntraséin Allelen und Phanotypen
nachzuweisen (ELLEGRENt al. 1997). Der Markeransatz wird insbesondere bei
Nutztieren zur ldentifizierung voquantitative trait loci(QTL) erfolgreich eingesetzt,
um an der Auspragung wirtschaftlich wichtiger Lerggsparameter beteiligte
Genomregionen zu identifizieren (ROTHSCHILBX al. 2007, VEERKAMP &
BEERDA 2007).

Durch Kopplungsanalysen zwischen Merkmal und Mi&teBiten konnten beispiels-
weise ISHIDA et al. (2006) und LYONSt al. (2006) Assoziationen zu bestimmten
Genombereichen belegen. Zur Klarung des beteiliggems an der Streifung des
Katzenfells fihrten LYONSet al. (2006) eine Uberprifung des Genonggriome
scarn durch. Zwischen acht auf dem Chromosom B1 kaemeMikrosatelliten und
dem Merkmaltabby konnte eine Kopplung nachgewiesen werden (LYO&Sal.
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2006). ISHIDA et al. (2006) fuhrten Assoziationsanalysen mit Mikrodats im
Markeransatz zur Klarung der Lokalisation eines @enfir Farbverdinnung durch.
Eine Kopplung zwischen dem Merkmal und dem Chromo&iil konnte abgeleitet
werden. Durch die Feinkartierung des Chromosomsiteondie Autoren eine hohe
Syntanie zu einem Chromosomenabschnitt des Menscaelweisen, welcher das
Gen fur MelanophilirMLPH beinhaltet (ISHIDAet al.2006).

2.2.2.2 Kandidatengenansatz

Neben der Assoziations- und der QTL-Analyse im Masksatz wird der
Kandidatengenansatz als zweiter Weg zur Identifimg von Zusammenhangen
zwischen genetischer Variation und dem Phanotypnigef. Als Kandidatengene
werden Genorte bezeichnet, die durch ihre bioltgisc Eigenschaften wie etwa
Funktion oder Expressionsmuster mit hoher Wahrsdicbkeit Einflisse auf die
betrachteten Merkmalswerte haben (GOULD & SARGANO20 Durch die
Untersuchung von Kandidatengenen sollen letztlicenggukturen bis hin zu
einzelnen Nukleotidvarianten nachgewiesen werdén,ad der Ausbildung der zu
untersuchenden Merkmalswerte beteiligt sind (GELIMARIN 1996). Daflir miussen
diese Gene und ihre Genvarianten direkt isoliertd umolekularbiologisch
charakterisiert werden. Die Genvarianten werdenmndamf Assoziationen mit dem
Phanotyp Uberprift. Basis fir den Kandidatengeriansa das Vorhandensein von
Informationen und Polymorphismen zu den entspradternGenen (MAAK 2001).
SOLLER und GENIZI (1998) teilen Kandidatengene aigg von der vorliegenden
Information in zwei Kategorien ein. Als positiorellKandidaten werden Gene
bezeichnet, die in Genomregionen liegen, in denssoAationen zu genetischen
Markern oder auch QTLs kartiert wurden. Diese Kdatingene werden somit Gber
ihre chromosomale Position aus den Erkenntnisseesezuvor durchgefuhrten
Markeransatzes abgeleitet. Zur Funktion des Gempted missen keine Erkenntnisse
vorliegen. Bei den funktionellen Kandidatengenemgbigen handelt es sich um Gene,
deren Genprodukte in Beziehung zum untersuchtennd®@ stehen. Diese
Beziehungen sind entweder experimentell gesictagt konnen von anderen Spezies
abgeleitet werden (MEURS®t al. 2005). Die Lokalisation dieser Gene muss nicht
bekannt sein (SOLLER & GENZINI 1998). In der Praisisdiese scharfe Abgrenzung
zwischen positionellen und funktionellen Kandidagenen nicht immer anzutreffen.
Bereits ARCHIBALD et al. (1995) verwiesen auf die enge Verknupfung von Mark
und Kandidatengenansatz. So minden Untersuchudgedurch Markeranalysen zur
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Identifizierung von QTLs fihren, letztlich in deraKdidatengenansatz, da nur dieser
zur ldentifizierung der ursachlich mit dem Phanotgobundenen Genvariante flhren
kann. Beispielsweise untersuchten MEURS al. (2005) das Gen des kardiaren
Myosinbindeproteins CMYBPC3 cardiac myosin binding protein)Cals funktion-
elles Kandidatengen fur die Hypertrophe Kardiomyba(HCM) bei Maine Coon
Katzen. Beim Menschen wird dieses KrankheitsbildcduMutationen unter anderem
in diesem Gen verursacht. Zudem konnte eine skgmfe Reduktion des Proteins bei
betroffenen Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppachgewiesen werden. Durch die
vergleichende Sequenzierung wurde eine Nukleotstgubon in MYBPC3
identifiziert, die mit dem Auftreten der HCM assger ist und zur Konformations-
anderung des Proteins flhrt.

2.2.3 Techniken zur Darstellung genetischer Variaui

Unter genetischer Variation auf Ebene des Genomstard man Unterschiede in den
Nukleotidsequenzen einander homologer DNA-Abscénibiese Variation kann
durch die Substitution einzelner Nukleotidengle nucleotide polymorphismSNPSs),
durch Variationen der Anzahl repetitiver DNA-Moti(eariable number of tandem
repeats VNTR) oder durch Insertionen bzw. Deletionen usithiedlich groRer DNA-
Abschnitte entstehen (SCHNEEBERGER & MUELLER 200Bgzogen auf einen
Locus werden die DNA-Varianten als Allele bezeidhndie Ausstattung eines
Individuums mit homo- oder heterozygoten Allelenldéi den Genotyp
(STRANZINGER 1997). Im Gegensatz zu der durch alitves SpleiRen der mRNA
und durch RNA-Editierung bestimmter Gene entsteBengenetischen Variabilitat
lassen sich DNA-Varianten im Allgemeinen unabhéangpg Umwelteinfliissen, zur
Verfugung stehender Gewebe sowie Alter und Gesbhlemalysieren (LEWIN
1998b). In der molekulargenetischen Analyse werddiA-Varianten als genetische
Marker zur Charakterisierung von Genen, DNA-Abstkni Individuen oder
Populationen fir unterschiedliche Anwendungen aage (KRUGLYAK &
NICKERSON 2001, WANGet al.2007).

Durch die Sequenzierung von DNA-Fragmenten lasseh alle DNA-Varianten
darstellen, da hierbei DNA-Molekiile hinsichtlichrd®lge der Nukleotide anhand der
jeweiligen Base analysiert werden (SANGERal. 1977). Durch den hohen Kosten-
und Arbeitsaufwand ist diese Methode aber eher d@is Screeningvon DNA-
Varianten als fur die Charakterisierung bzw. Gepisigrung selbst geeignet.
Insbesondere zur ldentifikation neuer Polymorphisme&ird die vergleichende
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Sequenzierungcbmparative sequencipgingesetzt, bei der die zu untersuchenden
DNA-Abschnitte mehrerer Individuen direkt sequeriziend miteinander verglichen
werden. Mit dieser Methode konnten KIbt al. (2004) eine Mutation im humanen
Gen deralphaUntereinheit des muskuléaren, spannungsabhéngigamniulsionen-
kanals SCN4A identifizieren. Die Autoren verglichen die Segmen dieses Gens
zwischen gesunden und von der hypokaliamischerogischen Paralyse (HypoPP)
betroffenen Menschen. Durch den Vergleich der DNefp&nzen wurde eine
Nukleotidsubstitution entdeckt, die almissenseMutation zum Austausch einer
Aminosaure fuhrt (KIMet al. 2004). Auch LYONSet al. (2005) nutzten die
vergleichende Sequenzierung des Gens fur Tyrosifda¥@), mit deren Hilfe
zwischen Katzen vom Wildtyp und Albinos eine Delatiin diesem Gen nach-
gewiesen wurde. Diese Mutation fiihrt zu einer Vieiedoung des Leserahmens, durch
die vorzeitig ein Stoppcodon und dadurch kein fiondfahiges Enzym entsteht
(LYONS et al.2005, IMESet al.2006).

Wenn durch die Sequenzierung genetische Polymonamsdentifiziert worden sind,
kénnen verschiedene Techniken zur Darstellung daetischen Variante angewandt
werden. Nach LEEB (2005) sind bereits Uber 40 vJeesliene Techniken zur
Darstellung von DNA-Varianten etabliert. Wie augh 8equenzierung selbst basieren
die meisten Methoden auf der Polymerase-Kettenm@akbolymerase chain reaction
PCR). Durch die PCR werden mittels komplementardigo@ukleotidprimer
bestimmte Abschnitte der zu untersuchenden Nuldermen mittel einer DNA-
Polymerase exponentiell amplifiziert (SAlktL al. 1985). Neben der klassischen PCR
mit genomischer DNA oder cDNAco¢mplementaryDNA) als templatewurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit weitere Polymerastereaktionen wieCycle
SequencingRT-PCR (Reverse Transkritions-Polymerase-Kettatien) und RACE
(Rapid Amplification of cDNA Enj)igeingesetzt. Im Folgenden werden zwei Methoden
zur Darstellung genetischer Varianten erlautere mh Rahmen der vorliegenden
Arbeit angewendet wurden. Diese gehdren nach demdRehen von LEEB (2005)
neben anderen wie SSCRingle strand conformation polymorphismAllel-
Spezifische Amplifikation (ASA), 5’Exonuklease-Ags@lagManPCR), DNA Array
Technik und AFLPsgmplified fragment length polymorphisnza den am haufigsten
angewendeten Techniken.

Die Methode des PCR-RFLP (PCR-Restriktionsfragnhéimgenpolymorphismus)
basiert auf der Entfernung bzw. Zufiigung von Se¢hbitw. Bindestellen fir Endo-
nukleasen durch die veranderte Basensequenz in &irmnten (NARAYANAN

1991). Die durch PCR amplifizierten DNA-Abschnitieerden mit einem spezifisch
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zur DNA-Variante ausgewahlten Restriktionsenzymdaet. In Abhangigkeit von
DNA-Varianten werden die Amplifikate geschnittenwbzbleiben in ihrer Lénge
erhalten, wodurch unterschiedlich lange Restrilgitagmente entstehen (FU&t al.
1991). Der aus der genetischen Variation resutit#e Fragmentlangen-Poly-
morphismus wird mittels Elektrophorese durch Etmabromidfarbung bzw. Uber
markierte Primer im DNA-Sequenzierautomaten daediestBei der Auswertung
konnen die beobachteten Fragmentlangen zwei vexdsehen Allelen bzw. drei
verschiedenen Genotypen zugeordnet werden (NARAYANNA91). Diese einfache
und sichere Methode setzt die Kenntnis der SequiEmz Amplifikate sowie der
variablen Nukleotidpositionen voraus. So konnteisgielsweise LYONSet al. (2004)
nach ldentifizierung der assoziierten DNA-Variaateen auf PCR-RFLP basierenden
Gentest fur die polyzystischen Nierenerkrankupglycystic kidnes diseade PKD1)
von Katzen etablieren. Amplifikate des Exons 29 dekD1-Gens mit der
krankheitsverursachenden Mutation werden durch RastriktionsenzymMLY1
geschnitten. Bei gesunden Katzen mit dem Wildtyl@lAwird somit bei der
Typisierung nur eine Bande des ungeschnittenen DBRegments dargestellt.
(LYONS et al. 2004). Durch den in der Tierzucht wohl bekanntef®€R-RFLP von
FUJII et al. (1991) wird die durch einen SNP herbeifihrte Geiavde des
Ryanodinrezeptors RYR), welche beim Schwein das Maligne Hyperthermie-
Syndrom (MHS) verursacht, auch bei heterozygotelagetragern nachgewiesen.

Im Gegensatz zu den biallelen SNPs kénnen bei Wamnen der Anzahl repetitiver
DNA-Motive (variable number of tandem repea¥dNTR) in Populationen haufig eine
groRe Zahl an unterschiedlichen Allelen identifiziserden. Die Allele eines VNTRsS
wie etwa einem Mikrosatelliten (auch: STéhort tandem repeatsSSR simple

sequence repeadtsentstehen durch die variable Zahl der Motivwiddénngen

innerhalb von Populationen (TAUTZ 1989, EDWARESal. 1991). Zur Analyse von
Mikrosatelliten werden diese DNA-Varianten mittelCR anhand flankierender
Sequenzen im Genom amplifiziert. Die PCR-Produkerden anschlieend durch
Elektrophorese im DNA-Sequenzierautomaten aufgetrand mit Hilfe fluoreszenz-
markierten Primer detektiert (MENOTTI-RAYMONILt al. 1997a). In der auch als
Fragmentlangenanalyse bezeichneten Auswertung welele unterschiedlich grofRen
Fragmenten Allele zugeordnet (MENOTTI-RAYMONBt al. 2003b). Durch die

Verwendung von unterschiedlichen Fluoreszenzfaftesto fir die Primer

verschiedener Mikrosatelliten kdnnen mehrere Miateliten auch von &hnlicher
Fragmentlange in einer Spur eines geeigneten DNAKS®ierautomaten detektiert
werden (PETER 2005). Dafur kénnen in der so gemaniMultiplex-PCR mehrere
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Mikrosatelliten gemeinsam in einem PCR-Ansatz afizprt werden (MENOTTI-
RAYMOND et al. 2005). Mikrosatelliten sind aufgrund des hohenyRPalrphiegrads
der Allele, der kodominanten Vererbung und der ahén sowie hochdurchsatz-
fahigen Analyse zu den am haufigsten verwendeteretgehen Markern geworden
(BARILLET et al. 2005, FAN & CHU 2007). Mikrosatelliten sind untenderem
maf3geblich an der Erstellung genetischer Karteaillggtund werden als Marker fir
Assoziationsanalysen eingesetzt (LYOBISIl. 2006, MURPHYet al.2007).
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2.3 Stand der Genomanalyse bei der Katze

2.3.1 Das feline Genomprojekt

Das feline Genomprojekt fand vor rund 25 JahremeseiAnfang, als die erste
Genkarte dieser Spezies von O'BRIEN & NASH (1982)oifentlicht und mit der
damals bekannten Genkarte des Menschen verglichetlewDie Zusammenstellung
einer dichten genetischen Karte und der gesamteongischen Basensequenz der
domestizierten Katze birgt nicht nur betrachtlichéfert fir die Veterinarmedizin
(O'BRIEN et al. 2002b). Humane Assoziationen und veterinarmedizite Studien
der verschiedenen Rassen und Arten haben erwigass did-elidaeauch als Modell
fur humane Erbkrankheiten und infektibse Erkranlamgpingesetzt werden kann.
Auch fir die Annotation des humanen Genoms, furkferschung der Evolution der
Genomorganisation von Saugetieren und der komparatiGenetik liefern die
Erkenntnisse bei der Katze einen wichtigen Bei{@®RIEN et al.2002a). Aufgrund
der Beliebtheit der Katze als Gesellschafter desiddieen entstand eine veterinar-
medizinische Betreuung und Beobachtung wie beidmiranderen Saugetier auller
dem Hund und dem Menschen selbst (O'BRHEEdI. 2002a).

Aus den verschiedenen Forschungsprojekten konmayeeoraktische Anwendungen
wie etwa Gentests fur Erbkranheiten, Abstammundsmaise und Systeme zur
Tieridentifikation entwickelt werden. So wurde vENOTTI-RAYMOND et al.
(2005) ein auf Mikrosatelliten basierendes, forstises Typisierungssystem zur
genetischen Individualisierung von Katzen entwitkehchdem die Autoren einige
Jahre zuvor durch die genetische Zuordnung einezekien Katzenhaares einen
wichtigen Beitrag zur Uberfihrung eines Morders eggtét hatten (MENOTTI-
RAYMOND et al.1997a, MENOTTI-RAYMONDet al. 1997b, O'BRIEN 2003).

2.3.2 Sequenzierung des Katzengenoms

Die genomische Sequenz der Katze wurde im Rahmen,dammalian genome
project’ des National Instituts of Health (NIH, Bethestdi#aryland) bearbeitet, um die
bekannten Genome von Mensch, Maus, Ratte, HundRumdi durch die Genome von
16 weiteren Saugetieren zu erganzen. Um vergletshgenomische Analysen mit
dem humanen Genom zu erlauben, wurden die genoems®equenzen mit
zweifacher Abdeckung zusammengestellt (BROAD-INSITE 2005). Der spezies-
Ubergreifende Vergleich zwischen Genomen untenstittie Entdeckung und
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Identifikation von funktionellen, kodierenden alsch nicht-kodierenden Elementen,
welche insbesondere fir die biomedizinische Fonsglaine zentrale Rolle spielen.

Die Sequenzierung des Katzengenoms wurde als Geomaftsarbeit von der
Agencourf Biosciences CorporatigiBeverly, Massachusetts) und dem Broad Institut
of MIT and Harvard (Cambridge, Massachusetts) mintedstitzung des
amerikanischen National Instituts of Health (NIH)urchgefihrt (BROAD-
INSTITUTE 2005). Dazu wurde die DNA einer weiblichébessiner mit Hilfe des
,whole-genome shotgtinanalysiert: Das Genom wurde in Kkleinere, besser z
bearbeitende DNA-Fragmente zerlegt. Die einzelnegifiente wurden sequenziert
und anhand Uberlappender Bereiche zur genomiscleguefz zusammengefuhrt
(BANNASCH & HUGHES 2006). Die ersten Ergebnisse @am Anfang 2005 auf der
Internetseite http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/temb.shtml als trace
sequencésin den Datenbanken des NCBI (National Center Riotechnology
Information, Bethesda, Maryland, USA) veroffentticldie flr den,cross-species
megablast genutzt werden konnten. Der experimentelle Teit &equenzierung des
Katzengenoms wurde im Juli 2005 abgeschlossen (HERONSTITUTE 2005). Nach
Bearbeitung und Auswertung der ermittelten Datennken im Februar 2006 die
Sequenzen der Offentlichkeit zur Verfiigung gesteditden. Die genomische Sequenz
der Katze wird in den Datenbanken des NCBI auf d&eite
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?dhsateotide&val=94308942 unter
der Projektnummer AANGO00000000 angefuhrt. Sie estas 817956 Sequenzen mit
Eintragsnummern AANGO01000001 bis AANG01817956 (LBIDAD-TOH et al.
2006a, LINDBLAD-TOHet al.2006b, SMITHet al.2006).

2.3.3 Entwicklung von Genkarten der Katze

Die domestizierte KatzEelis silvestris catugLinnaeus, 1758) besitzt einen diploiden
Chromosomensatz mit insgesamt 38 Chromosomen. €l8 Autosomen werden
nach ihrer Form durch die Position des Zentromer«aryogramm in verschiedene
Gruppen unterteilt, die durch Buchstaben A, B, CEind F bezeichnet und nach der
physischen Gr63e nummeriert werden (WURSTER-HILIGRAY 1973, FORDet
al. 1980). Das rund 3 x fNukleotide umfassende Genom weist eine vergleiehba
GroRe wie die Genome von Mensch und Maus auf (EBRit al. 1997a, O'BRIEN
et al. 2001). Innerhalb der letzten Jahre konnten durebAdbeiten der Arbeitsgruppe
von Stephen J. O’'Brien im Laboratory of Genomic ésity am National Cancer
Institut (NCI, Frederick, Maryland, USA) des Nataninstituts of Health (NIH,
23




LITERATURUBERSICHT

Bethesda, Maryland) die Entwicklung und Erh6hung @enauigkeit von Genkarten
der Katze stark vorangetrieben werden. Die Entwieglund Implementierung hoch
gualitativer Genkarten, welche Mikrosatelliten ukmhservierte codierende Gene als
genetische Marker beinhalten, gehen der effekthretzung der domestizierten Katze
als Tiermodell voraus (MENOTTI-RAYMONLI2t al. 2003a). Mit Hilfe ausreichend
dichter genetischer Karten in Kombination mit sgggeenden Katzenpedigrees lassen
sich auch erbliche Merkmale interpretieren. Inshdsoe die integrierten Karten
stellen ein starkes Instrument sowohl fur die Vigiiog von felinen Phanotypen in
segregierenden Stammb&umen als auch fir VerglaleheGenomorganisation bei
Saugetieren dar (O'BRIENt al. 2002b). Fur die Forschungen zur Erstellung und
Verfeinerung von Karten der Katze wurden von debeMsgruppe um Stephen J.
O’Brien zwei Ressourcen entwickelt:

* interspecies backcros$SB) Pedigree aus Anpaarungen und Ruckkreuzungen
von Hauskatzen und eng verwandten Asiatischen lrdkptzen Prionailarus
bengalensis

» strahlungsmarkierte Katze/Hamster-Hybridzelllini¢b000-rad feline whole
genome radiation hybrid panetur physikalischen Strahlungshybridkartierung.

Diese Tiere bzw. Zelllinien wurden als Ressourcenugzt, um sowohl physikalische
als auch genetische Kopplungskarten der Katze twiekeln und diese dann zu
integrierten Karten zusammenzufuhren. Eine Zusarnfeseung der Karten ist in
Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Chronologische Entwicklung von Genkarterder Katze mit
Markeranzahl und Markerdichte im Zeitraum 1999 bis 2007

Karte Markerzahl Markerdichte Autoren
Typl | Typll |@ Abstand | Deckung
Kopplungskarte - 253 11cM 2900 cM MENOTTI-RAYMOND
et al.(1999)
RH Karte 424 176 25,7 cR 15424 cRMURPHY et al.(2000)
2991 Mb
integrierte Kopplungs-| 424 176 11cM 2900 cM | SUNet al.(2001)
RH Karte 25,7 cR 15424 cR
RH Karte 572 554 53cM - MENOTTI-RAYMOND
2,7 Mb et al (2003a)
integrierte Kopplungs-| 585 279 8 cM 3300 cM | MENOTTI-RAYMOND
RH Karte 579 255 - 19888 cR| et al (2003b)
RH Karte 1793 1,5Mb | 26510,3 cR| MURPHY et al.(2007)
2630 Mb

RH Karte: Strahlungshybridkartealiation Hybrid, cM: centiMorgan, cR: centiRay, Mb: Megabasenpaar

Die fortlaufend aktualisierten, integrierten Markaiten konnen auch auf der
Internetseite der Arbeitsgruppe eingesehen werdetetdr Zugriff 23.07.2007,
http://home.ncifcrf.gov/ccr/lgd/comparative_genocaggenome/genmaps/index.asp).

In der von MENOTTI-RAYMOND et al. (2003b) veroffentlichten Kopplungskarte
wurden insgesamt 864 genetische Marker kartierbelNe585 codierenden Genen
wurden die Kopplungen zwischen 279 Mikrosatellimmechnet. Dadurch konnte die
Markerdichte insbesondere bei den Chromosomen B2RInerhdht werden, welche
zuvor im Vergleich zu Autosomen ahnlicher GroReetnaprasentiert waren. Bei der
integrierten Kopplungs/RH-Karte konnten die Autor@men durchschnittlichen
Abstand von 8 cM zwischen den Markern beobachteer Ubine geschatzte
Genomlange von 3300 cM bei einem centiMorgan:ceytiR/erhaltnis von 7,5
CRs00dCM. Die aktuellste Strahlungshybridkartadiation hybrid RH) von MURPHY
et al. (2007) weist eine Auflosung von 1,5 Megabasen mitf insgesamt 1793
kartierten genetischen Markern. Neu identifiziertirden 269 Mikrosatelliten, 87
anhand ESTs ekpressed sequence tageand mRNA entwickelter STS-Marker
(sequence tagged sijesind 335 anhand der felinen Genomsequenz abdeleite
Marker. Durch die Erweiterung der komparativen Kartir Autosomen und das X-
Chromosom konnten nun 152 Syntanieblocke zwischemizek und Mensch
identifiziert werden. MURPHYet al. (2007) postulieren, dass durch die verbesserte
Genkarte in Kombination mit der felinen Genomsequéie Identifikation von Genen
mittels positioneller Klonierung erleichtert undraagetrieben wird. So wurden einige
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der im folgenden Kapitel beschriebenen MutatiomeG@enen, die mit Phanotypen von
Krankheiten oder Fellfarben assoziiert sind, chirdiert, nachdem positionelle
Kandidatengene durch Kopplungsanalysen von Merkamal Markern durch die
Nutzung von Genkarten identifiziert wurden (IMESal. 2006, ISHIDAet al. 2006,
LYONS et al.2006).

2.3.4 Modelle fur Erbkrankheiten

Durch die sorgfaltige Dokumentation von genetisghafektiosen und chronischen
Krankheiten bei der Katze entstand ein umfangreicheraturfundus (O'BRIENt al.
2002a). Die Fortschritte in der Technologie undlzathe Arbeiten innerhalb der
Forschungsgemeinschaft fihrten zur Identifikatioer dgenetischen Basis von
zahlreichen Merkmalen der Katzen. Im Gegensatz e algemein als Erbfehler
anerkannten Krankheiten sind manche genetischeki2zefeie etwa Brachyzephalie
(Kurzkopfigkeit) oder An- bzw. Brachyurie (Schwaogigkeit bzw. Kurzschwanzig-
keit) als Phanotypen im Zuchtziel bestimmter Rasseviinscht (CFA 2006, GCCF
2006, WCF 2006). Zahlreiche Erbkrankheiten wurdemclkl enge Selektion und
Inzucht bei der Zucht von Rassekatzen und Etaligeroeuer Rassen beguinstigt
(O'BRIEN et al. 2002a). In der Datenbank Online Mendelian Inhedé&in Animals
(OMIA, www.angis.org.au/Databases/BIRX/omia, letz#ugriff am 23. Juli 2007)
sind derzeit 277 genetische Stérungen und Merkauafigelistet, von denen 45 einem
spezifischen Genort zugeordnet werden kdnnen. VéeEebkrankheiten wie etwa bei
Burmakatzen auftretende Brachyzephalien (NODEN &ARS 1986), Kraniofazial-
defekte (SPONENBERG & GRAF-WEBSTER 1986), Hypokalische Periodische
Polymyopathien (MASON 1988, GRUFFYDD-JONESt al. 1996) und das
Flachrippensyndrom (STURGESS al. 1997) sind noch nicht verzeichnet. Rund die
Halfte der in der OMNIA-Datenbank gelisteten Kraakbn weisen nach O'BRIE&t
al. (2002b) Homologien zu humanen Erbdefekten auf.eDamd 133 Merkmale als
potentielle Modelle fir den Menschen und 213 Mederals denkbare Modelle flr
andere Tiere eingetragen. In Tabelle 2 sind diezeurbekannten Krankheiten
aufgelistet, bei denen die ursachliche MutationEhgne der DNA identifiziert wurde.
Fur diese Krankheiten sind zum Teil kommerziellent8sts verfligbar.
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Tabelle 2: Ubersicht derzeit bekannter durchmissenseéviutationen verursachter
Erbkrankheiten bei Katzen mit Nennung des jeweils btroffenen Gens

Krankheit/Merkmal Rasse Gen Referenz
Gangliosidose 2 (Sandhoff- Kurzhaar, Korat | HEXB MARTIN et al.(2004)
Erkrankung)
Gangliosidose GM2 Aktivator British Kurzhaar | GM2A MARTIN et al.(2005)
Defizienz
Glycogeniose Typ IV Norwegische branching | FYFEet al.(1992)
Waldkatze enzyme
Haemophilia B Faktor9 GOREEset al.(2005)
Hyperlipoproteindmie LPL GINZINGER et al. (1996)
Hypertrophe Kardiomyotrophie Maine Coon MYBPC3 | MEURSet al.(2005)
Mannosidosalpha Perser MAN2B1 | BERGet al.(1997)
Mucolipidosis Il GNPTA MAZRIER et al.(2003),
GIGERet al.(2006)
Mucopolysaccharidose | IDUA HE et al.(1999)
Mucopolysaccharidose VI Siam, EuropaischRSB YOGALINGAM et al.
Kurzhaar (1996), CRAWLEYet al.
(1998), MACRIet al.(2002)
Mucopolysaccharidose VI Kurzhaarrassen GUSB FYFE et al.(1999)
Muskulare Dystrophie, Duchenng DMP WINAND et al.(1994)
und Becker
Niemann-Pick Erkrankung Typ C NPC SOMERSet al(2003)
Polyzystische Nierenerkrankung | Exotic, PKD1 LYONS et al.(2004),
(PKD) Himalayan, YOUNG et al.(2005)
Perser,
Perserkreuzungen
Spinale Muskelatrophie Typ 1lI Maine Coon LIX1 FYFE et al.(2006)

ARSB Arylsulfatase BDMP: dystrophin muscle promotgBM2A GM2 ganglioside activator proteitcNPTA
UDP-N-acetylglucosamine lysosomal enzyme N-acetydglmine phosphotransferas@USB glucuronidase
beta HEXB. hexosaminidase Bbeta polypeptidg IDUA: alpha-L-iduronidaseLIX1: limb expression ,1LPL:
lipoprotein lipase MAN2BZL lysosomal alpha-mannosidase class 2B membdavMBPC3 cardiac myosin
binding protein CNPC: Niemann-Pick disease type RKD1: polycystic kidney disease 1

Nicht nur fir die Klarung der molekularen Krankisemtstehung haben feline
Tiermodelle grol3e Bedeutung, sondern auch fir dauterung und Optimierung von
therapeutischen Strategien vor klinischer Anwendbegn Mensch. Beispielsweise
betrifft ein wesentlicher Teil der untersuchtenrfeh Modelle fir humane Erbkrank-
heiten Storungen von lysosomalen SpeicherenzymereseD entstehen durch
Mutationen in Genen, die an der Degradation von rgiaolekilen beteiligt sind. Da
die meisten lysosomalen Enzyme nach der Sekretatmm den Nachbarzellen
aufgenommen werden, sind hier einige korrektiveapeutische Strategien denkbar.
An der Katze wurden viele dieser Strategien Bzyme Replacememtnochenmark-
transplantation und Gentherapie untersucht (GASRERal. 1984, TAYLOR &
WOLFE 1994, SUNet al. 1999, LIU et al. 2000). Die Katze ist zum Beispiel ein
Tiermodell fir Mucopolysaccharidosen Typ |, VI uwdl, welche durch den Ausfall
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von lysosomalen Enzymen verursacht werden, dieen Abbau von Mucopoly-
sacchariden involviert sind. Mucopolysaccharidosgp TVI, auch bekannt als
Marteaux-Lamy Krankheit, wird durch eine Storung A&tivitat der Arylsulfatase B
(ARSB) hervorgerufen. Bei Katzen und Menschen treféachstumsverzdgerung,
grobe Gesichtsziige und Deformationen des SkelaftfJ&EZYK et al. 1977). Bei
betroffenen Katzen fiihrt einenissenseMutation im MPS VIGen (Mucopoly-
saccharidose VI) zu einer Aminosaurensubstitutioneinem bei Sulfatasen hoch
konservierten Abschnitt (YOGALINGAMet al. 1996). Zwei weitere, unabhangige
Mutationen wurden zudem von CRAWLE#t al. (1998) identifiziert. Betroffene
Katzen sprechen auf eine allogene Knochenmarkgti@amstion an (GASPERTt al.
1984). FILLAT et al. (1996) konnten eine retroviral-vermittelte Kornaktbei
verschiedenen Zelltypen nMSP ViDefizienz sowohl bei Katze als auch bei Mensch
erreichen.

2.3.5 Verwendung von Gentests

Die Identifizierung der ursachlichen Mutationen flrbkrankheiten fihrt zur
Entwicklung von DNA-Tests. Diagnostische Gentesiis Erbkrankheiten der Katze
stellen ein wichtiges Instrument fir die Zuchthygiedar und bergen einen hohen
Nutzen fur die Zuchtplanung. Mit ihrer Hilfe konnenit hoher Sicherheit Katzen
identifiziert werden, die die entsprechende Mutaticagen oder eben frei von dieser
Mutation sind. Gerade bei rezessiven Erbkrankhestenoglicht die Erkennung von
Anlagetrdgern eine zuchthygienische Selektion bzgezielte Anpaarungen
(BHALERAO et al. 2002). Anhand von Gentests gewonnene Informationgn
Zuchttieren liegen auch im Interesse des Tiersesytda es dadurch maoglich ist,
durch das Zurickdrangen von Erbfehlern unnétigertechen und Leiden der Tiere zu
vermeiden. Gerade im Zuge der Sequenzierung degzekgenoms wird nach
BANNASCH & HUGHES (2006) das Wissen uber die molakoiologischen
Ursachen von Krankheiten sprunghaft zunehmen, ss gamer mehr Gentests zur
Verfugung stehen. Die Kenntnisse Uber die genatis¢fintergriinde sind mafRgeblich
an der Diagnose und vor allem an der PraventionKmamkheiten durch verbesserte
Selektion in der Zucht beteiligt.

Diagnostische Gentests sind bei Katzen kommerzsghon fur hypertrophe

Kardiomyopathie (HCM), Gangliosidosis (GM1 und GM2)hnd Polyzystische

Nierenerkrankung (PKD) verfugbar (KITTLESO&t al. 1999, LYONSet al. 2004,

MARTIN et al.2004). Vorgeschrieben ist nach den Zuchtrichtlirdes FIFé bis heute
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nur die systematische Testung bei Korat KatzenGarigliosidosis GM1 und GM2.
Trager der krankheitsverursachenden Mutation durfen mit genetisch gesunden
Tieren verpaart werden (FIFE 2006). Da aber dief&&in den meisten Fallen auf
nahere Informationen zur genetischen Ausstattungtehen, werden fast alle
Edelkatzen betroffener Rassen sowohl auf die Erndk@iten HCM, GM1, GM2 und
PKD als auch auf die Fellfarbvariantehocolate(Genotypbb oderbb'), cinnamon
(Genotypb'b!) und Colourpoint (Allele c°, ¢ getestet (HUCKE 2007). Seit diesem
Jahr werden nach den Richtlinien des GCCF nur ikathen mit rotem, creme- oder
aprikotfarbenen Fell beAsian Shorthairund Asian Semi-Longhairegistriert, wenn
durch Testkreuzungen oder DNA-Tests der Genagp-agoutinachgewiesen wurde
(GCCF 2007).

Die verbreiteste Erbkrankheit bei Katzen stellt @idosomal-dominante PKD dar, von
der rund 38 % der Perserkatzen weltweit betrofied $6BECK & LAVELLE 2001,
BARTHEZ et al. 2003). In den Nieren bilden sich Zysten, die miheghmendem
Lebensalter der Katze immer mehr Nierengewebe &egém und schlielich zu
Nierenversagen fuhren (BILLERt al. 1990). YOUNG et al. (2005) identifizierten
PKD1 (polycytic kidney diseasg) als positionelles Kandidatengen auf Chromosom
E3. In diesem Gen fihrt eineonsenseMutation zum vorzeitigen Abbruch der
Translation der mRNA bei der Proteinbiosynthese QINS et al. 2004). Durch die
Transversion C>A im Exon 29 iRKD1 entsteht die Restriktionssequenz des Enzyms
MLY1, auf deren Basis LYON®t al. (2004) einen PCR-RFLP zur Gendiagnostik
entwickeln konnten. Mit Hilfe dieses Gentests kdnnen PKD betroffene Tiere
schon vor der Nachweisbarkeit der Nierenzysten ém UOltraschalluntersuchung
(frihestens ab einem Alter von etwa zehn Monatekpret werden (BECK &
LAVELLE 2001, LYONS et al. 2004). In der deutschen Perserkatzenpopulation
weisen aber Einzelfalle von zystenpositiven Tiedé® Mutation inPKD1 Exon 29
nicht auf (KAPPEet al. 2005). Erworbene Zysten oder Mutationen an andstelie
konnten aber nicht ausgeschlossen werden.
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2.4 Hypokalidmische Periodische Paralyse (HypoPP)

2.4.1 Hypokaliamische Periodische Paralyse der Bakatze

Neben anderen Erbkrankheiten wie Craniofazialdetit Meningoenzephalozele und
dem Flachrippensyndrom (Flat Chested Syndrofectus Excavatumstellt die
Hypokaliamische Periodische Paralyse ein ernsteblém in der Burmazucht dar
(SPONENBERG & GRAF-WEBSTER 1986, GRUFFYDD-JONES 7,99
STURGESSet al. 1997). Diese Erkrankung ist durch eine anfalladigtretende,
generalisierte Muskelschwache gekennzeichnet. In diéeratur wurde diese
Krankheit auch unter den Bezeichnungen Periodistingkelschwache (BLAXTERt
al. 1986), Hypokaliamische Polymyopathie (GRUFFYDD-JE8N1997), Hypokali-
amische Myopathie (LANTINGAet al. 1998, TAYLOR 2000) und Periodische
Hypokaliamische Polymyopathie (STOLZ# al. 2001) bekannt. Nach PHILLIP&
POLZIN (1998) und SHELL(1998) wird sie im Folgenden analog eines &ahnlichen
Krankheitsbildes beim Menschen als Hypokalidmidebgodische Paralyse (HypoPP)
bezeichnet.

Die HypoPP trat nach LUNDO2001) und MCGREGOR (2004) bisher nur bei
Burmakatzen der Zuchtrichtung Europaische Burma BufDeutschland wurde sie
erstmals im Jahr 2001 bei Importtieren aus Danerbadchrieben (STOLZEt al.
2001). Zuvor waren den Klinischen Erscheinungen hnamaloge Faélle in
GrofR3britannien (BLAXTERet al. 1986), den USA (DOWet al. 1987), Neuseeland
(JONES et al. 1988), Australien (EDWARDS & BELFORD 1995) und den
Niederlanden (LANTINGAet al. 1998) bekannt. Auch wenn die Pravalenz dieser
Erkrankung unsicher ist, so wurden doch nach GRUMBYONES (1996) eine
zunehmende Zahl von Fallen in den 1980er und 19%@@en beobachtet. Durch die
Sensibilisierung der Katzenzichter und —halter diedentsprechende Selektion bei
Zuchttieren konnte die Inzidenz gemildert werderR{EFYDD-JONES 1996). In
den Pedigreeanalysen von finf Wiurfen aus Vater-tBoohnpaarungen durch
MASON (1988) wurde bei sieben von 27 Nachkommerddaéi Geschlechts das
Auftreten der HypoPP beobachtet. Der Autor schimsisand seiner Beobachtungen
auf einen autosomal-rezessiven VererbungsmodusebErbgang wurde auch durch
Empirien von BLAXTERet al. (1986), GRUFFYDD-JONES (1997) und STOL2ZE
al. (2001) bestétigt.

Charakteristisch fur die durch eine generalisidigskelschwache gekennzeichnete
HypoPP ist das anfallartige Auftreten der klinistls&ymptome. Der zeitliche Abstand
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zwischen den Episoden kann zwischen einigen Tageméhreren Wochen variieren
(GRUFFYDD-JONES 1996). Auch der Verlauf der Anfalleicht zwischen den
betroffenen Tieren ab. In einigen Fallen dauern mhlativ selten erscheinenden
Anfalle nur einige Stunden bis zu wenigen Tagen.ahderen Fallen halten die
Symptome wesentlich langer an und treten haufigér(BANTINGA et al. 1998,
STOLZE et al.2001). Manche Besitzer berichten von betroffenatz&n, die niemals
ganz normal bzw. nicht so stark oder aktiv wirkene wihre Zeitgenossen
(GRUFFYDD-JONES 1996). Das erste Auftreten klineschErscheinungen der
HypoPP ereignet sich meist im Alter von zwei bighse Monaten (GRUFFYDD-
JONES et al. 1996). Die Erstmanifestation kann jedoch auch nadangung der
Geschlechts- oder sogar Zuchtreife im Alter bizwdlf Monaten erfolgen (MASON
1988, GRUFFYDD-JONES 1996). Korperliche Belastungsowie sonstige
Stressfaktoren wie etwa Krankheiten, Transport déiesitzerwechsel scheinen das
Auftreten der Anfalle zu beginstigen (GRUFFYDD-JGNEL996, BJELKE-
HANSEN 2001).

Nach GRUFFYDD-JONES (1996) kann die anfallartigteténde Muskelschwéache
der beteiligten GliedmalRenmuskeln sehr leicht seadurch die Bewegung des Tieres
nur mafig eingeschrankt und das Wohlbefinden kawgainkrdchtigt wird. In
schwereren Féllen aber werden die Katzen durclgeeralisierte Muskelschwéche
sogar unfahig zu laufen. Haufig zeigt sich die HyPodurch eine aufféllige
Ventroflexion des Kopfes (siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Burmakatze wéahrend eines HypoPP-Anfals mit deutlicher
Ventroflexion des Kopfes (freundlicherweise Uberlasen von B. Esser)
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Das Tier kann den Kopf durch die MuskelschwacheNskenmuskulatur nicht mehr
aufrecht halten, so dass in schweren Féllen das #&&s Sternum berihrt (BLAXTER
et al. 1986, EDWARDS & BELFORD 1995). Insbesondere beiaufien wird ein
Tremor des Kopfes beobachtet (JONESal. 1988, MASON 1988). Des Weiteren
zeigen die Katzen wahrend des Anfalls Bewegungsst@n. An den Vorderglied-
maf3en wird haufig eine Hypermetrie auffallig. Amddintergliedmal3en zeigen die
betroffenen Tiere Ataxien und Paresen (STOleffl. 2001). Bei schweren Verlaufen
kénnen die Katzen nur kurze Distanzen bewaltigen.eBhem Sprung nach unten sind
sie nicht mehr in der Lage, auf allen vier Pfotenlanden (JONESet al. 1988,
MASON 1988). Zudem kann die Muskelschwéache zur Anma einer veranderten
Korperhaltung fihren. Dabei wird die ungewdéhnlidBeugung des Karpalgelenks
haufig als Steifheit fehlinterpretiert (GRUFFYDD-NES et al. 1996). In manchen
Fallen kann die Muskelschwache auch die Atemmuskul®etreffen, so dass
Dyspnoen auftreten konnen (JONESal. 1988, GRUFFYDD-JONESt al. 1996).
Bei schweren Verlaufen kdnnen die Tiere an einenmihmung sterben (STOLZ&
al. 2001, THORMANNeEet al.2001).

Im Blut wird im akuten Anfall, teilweise auch vegert und erst bei abklingender
Symptomatik eine Hypokaliamie nachgewiesen. Dabhenkdie Kaliumkonzentration
im Blutserum unter 3,0 mmol/l sinken (JONE®Sal. 1988, STOLZEet al.2001). Der
Referenzbereich der Kaliumkonzentration im Blutsehetragt bei Katzen 3,5 bis 5,6
mmol/l (KIRSCH 1995, PHILLIPS & POLZIN 1998). Dadaliextrazellulare Kalium-
konzentration entscheidend fur die neuromuskularandmission ist, flhren
Hypokaliamien generell zum Auftreten von Muskelséboiven (DOWet al. 1989,
KIRSCH 1995). Im Gegensatz zu nicht erblichen Hyg@knien ist bei Burmakatzen
mit einer akuten HypoPP die Kreatinkinase-Aktiviiét Blut signifikant erhoht
(BLAXTER et al. 1986, DOWet al. 1987). Der Referenzbereich fir die Kreatinkinase
liegt bei Katzen unter 130 IU/I Blutserum, wahremthes Anfalles kann die
Kreatinkinase auf tausende von Internationalen &ieh ansteigen (BLAXTERL al.
1986, STOLZEet al. 2001). Trotz dieses Hinweises auf eine Muskelsiciugg)
zeigen weder eine Elektromyographie noch eine Mbskesie charakteristische
Veranderungen (GRUFFYDD-JONES 1996). Auf dem Absimkder Kalium-
konzentration und der Erhéhung der Kreatinkinaseig&t im Blut gepaart mit den
klinischen Merkmalen in Kombination mit dem Aufieat bei Jungtieren der Rasse
Burma basiert die Diagnose der HypoPP (LANTIN&tal. 1998).

Die genaue Krankheitsursache und der Pathomechasistar hypokalidmischen
periodischen Paralyse bei der Burmakatze sind bistue unvollstdndig geklart
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(LANTINGA et al. 1998). Bei Katzen sind Hypokalidmien sehr verketeitie durch
zahlreiche Grunderkrankungen wie z. B. chronisciedxinsuffizienz hervorgerufen
werden konnen (TAYLOR 2000). Dabei wird jede Andeyuler Kaliumkonzentration
im Blutserum durch einen Wechsel in der Aufnahmert®lung oder Exkretion des
Kaliums hervorgerufen (KIRSCH 1995, DIBARTOLA 200Bei der HypoPP der
Burma konnte SHELL (1995) weder eine mangelnde Alifne noch eine erhdhte
Ausscheidung festgestellen. PHILLIRSPOLZIN (1998) vermuten daher, dass eine
intrazellulare Verlagerung des Kaliums die klinieohSymptome hervorruft. Auch
GRUFFYDD-JONESet al. (1996) postulieren eine Storung des Gleichgewichts
zwischen intra- und extrazellularem Kalium als UWisa der HypoPP. Die
Verschiebung des Kaliums von extrazellulare inap#llulare Komparimente fuhrt bei
der analogen Erkrankung des Menschen zur Hypokadiam Blut (GRUFFYDD-
JONES 1996). Durch Hypokaliamien konnen generellder Skelettmuskulatur
myopathische Veranderungen induziert werden. Ardi@mgvird durch den Kalium-
mangel eine Hyperpolarisierung der Membran von Mimdlen verursacht, da die
extrazellularen Kaliumkonzentrationen wesentlichredler abfallen als intrazellulare
Konzentrationen. Mit andauernder Hypokaliamie alpenmt die Differenz des
Ruhepotentials ab, die Membrane werden hypopaodariddurch diese Verdnderungen
des Ruhemembranpotentials werden die Myozyten kigfiragegentber elektrischen
Stimuli. Die Unerregbarkeit fuhrt zu schweren Muskbwachen, welche zu
Paralysen und sogar Rhabdomyolysen fiihren konn@&w(Bt al. 1987).

2.4.2 Hypokaliamische Periodische Paralyse des Mudren

2.4.2.1 Genetische Ursachen der HypoPP des Menschen

Episodisch auftretende generalisierte Muskelschesichwelche mit geringen
Kaliumkonzentrationen im Blutserum begleitet werdeharakterisieren auch die
Hypokaliamische Periodische Paralyse (HypoPP odeKPP, OMIM #170400) des
Menschen (TALBOTT 1941). Als Ursache der Erbkrankheurden mehrere
Mutationen in verschiedenen Genen fur Untereinheren muskularen lonenkandalen
identifiziert. Abhangig von der Lokalisation dertpagenen Mutation werden als
Subtypen HypoPP-1 (GendACNAL$, HypoPP-2 (GenorSCN4A und HypoPP-3
(Genort KCNE3 unterschieden. Durch Kenntnis und Nachweis utsér
Mutationen wurde die prasymptomatische DiagnoselictogJURKAT-ROTT et al.
1994, PTACEKet al. 1994a, BULMAN et al. 1999, JURKAT-ROTTet al. 2000,
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SUGIURA et al. 2000, ABBOTTet al. 2001, DAVIES et al. 2001). Aufgrund der
Heterogenitat dieser Erkrankung ordnet NEUDECKERBR03) die HypoPP innerhalb
der ,Myotonen Myopathien und lonenkanalerkrankurigesen Untergruppen
Calciumkanal-Myopathien (Typ 1), Natriumkanal-Mydmpan (Typ 2) und Kalium-
kanal-MyopathierfTyp 3) zu.

Die autosomal-dominante Vererbung der HypoPP koduateh zahlreiche Fallstudien
und Untersuchungen belegt werden (ROPERS & SZLIWAGWD79, BURUMA et
al. 1985, FONTAINEet al. 1994, PLASSARTet al. 1994, BOERMANet al. 1995,
BULMAN et al. 1999). Die Penetranz ist bei Frauen in der Regebllistandig
(JURKAT-ROTT et al. 1994). SILLENet al. (1997) konnten erstmals eine reduzierte
Penetranz auch bei Mannern in HypoPP-Familien mittatlonen imCACNALS
beschreiben. Die Penetranz scheint innerhalb di€ssss abhangig vom Ort der
Mutation zu sein (IKEDAet al. 1997). Auch beobachteten STERNBERGaI. (2001)
eine Penetranz von etwa 93% bei Ma&nnern und 67%taien mit Mutation im
SCN4AGen. Die genetische Heterogenitdt der HypoPP wurdeé&chst von
PLASSARTEet al. (1994) postuliert. Die Studien von ELBA& al. (1995) bestatigten,
dass unterschiedliche Mutationen den gleichen Riganbervorrufen. Neben der
familiaren Form der HypoPP treten auch sporadigéille auf. Ursache hierfir sind
de novoMutationen, die in den Genen fGACNALSPTACEK et al. 1994a, KIMet
al. 2001) undSCN4A(VENANCE et al.2004) nachgewiesen wurden.

2.4.2.2 Subtypen der HypoPP des Menschen

2.4.2.2.1 Calciumkanal-Myopathie (HypoPP-1)

In der Skelettmuskulatur von besonderer Bedeutiinglie Erregungs-Kontraktions-
Kopplung ist der spannungsabhéngige L-Typ CalciurakaNeben der Funktion als
calciumfuhrender Kanal ist die spannungsabhangigeppKing der tubuléaren
Depolarisierung und Calciumfreisetzung aus demagaalsmatischen Retikulum in
direkter Protein-Protein-Interaktion mit dem Ryamodzeptor RYR) entscheidend
fur die Muskelfunktion (MORRILLet al. 1998, MORRILL & CANNON 1999,
JURKAT-ROTT et al. 2002). Dieser Dihydropyridin-sensitive L-type C&)(Kanal
ist ein oligomerisches Protein und setzt sich aisf fUntereinheiten zusammen
(alpha1, alpha2, beta gammadelta). Zentrales Element ist da@pha1l Untereinheit,
die die strukturellen Eigenschaften zur lonenfllgruermittelt und als tetramerische
Einheit aus vier Domanen mit secl@phahelicalen Transmembransegmenten
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aufgebaut ist (CHATTERALL 1988). Das Gen fir die-Untereinheit des
Dihydropyrin-sensitiven C&Kanals wird als CACNALS (auch: CACNL1A3
CCHL1A3 DHPR, HypoPR, HOKPP, MHS}) bezeichnet. Das Gen befindet sich auf
dem humanen Chromosom HSA 1q32 (GRE@®Gal. 1993, ILESet al. 1994).

Genomisch ist es in 44 Exons strukturiert und ustfaswa 90 Kilobasenpaare
(HOGAN et al.1996).

Durch die Charakterisierung von Mikrosatelliten drei betroffenen Familien aus
Deutschland, Frankreich und Portugal konnten FONNEAlet al. (1994) mittels
Kopplungsanalyse eine Beteiligung dieses Genortsdemn HypoPP belegen. Das
CACNA1SGen cosegregiert ohne Rekombination mit dem MeltkkhgooPP in
informativen Familien. Innerhalb dieses Gens wurdienverschiedenen Familien
ursachliche Mutationen gefunden (siehe Abbildung 4)

Domain I Domain I1 Domain II1 Domain IV

anll D D, and Y
b U U i U
I+ +

1213(4[5~ |6 1123(dls| e 12[3/4|s|" |6 6
+ [iks
+ i

I
NH2 ; ;
Arg 528 His Arg 1239 His COOH
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Abbildung 4: Schema des humane@ACNA1SProteins mit markierten

Positionen der HypoPP-1 auslésenden Argininsubstitionen (STERNBERG et al.
2001).

PTACEK et al. (1994a) identifizierten im Transmembransegment 4V3awei
Punktmutationen in einem Codon in Patientenfamibeis verschiedenen ethnischen
Gruppen. Die Substitutionen G3716A und C3717G in mdRNA desCACNAILS
fihren beide zum Austausch desselben Arginins (28§His und Argl239Gly).
JURKAT-ROTT et al. (1994) charakterisierten in neun von 25 untersrcltypoPP-
Familien eine Transition (G1583A), die zu einer §iibtion von Arginin durch
Histidin (Arg528His) im Transmembransegment [ISrfl Durch diesemissense
Mutationen wird die positive Ladung der Transmembegmente beeinflusst, die an
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der Spannungsmessung beteiligt sind (JURKAT-RGTTal. 1994, PTACEKet al.
1994a). Diese krankheitsverursachenden MutatiomenCACNAL1Skonnten durch
zahlreichen Studien in HypoPP-betroffenen Familigrierschiedlicher Ethnologie
nachgewiesen werden. So trat die Substitution A8§l& in danischen, japanischen,
koreanischen und italienischen Familien auf (BOERW&t al. 1995, IKEDA et al.
1997, KIM et al. 2001, CACIOTTIl et al. 2003). In mehreren kaukasischen und
skandinavischen Familien traten sowohl die Mutatidrg528His als auch die
Mutation Arg1239His auf (ELBAZt al. 1995, SILLENet al. 1997). Etwa die Halfte
der bekannten HypoPP-1 Falle werden durch die Nutafrg528His, die andere
Halfte durch die Mutation Arg1239His verursacht BAZ et al. 1995, MORRILL et
al. 1998). Die Mutation Arg1239Gly wurde in nur eirfetudie identifiziert (PACEK

et al. 1994). Durch das Auftreten von mehreren dominaietationen schlief3en
ELBAZ et al.(1995) einen gemeinsamen Vorfahresufder effektaus.

Die Physiologie der HypoPP-1 konnte bis heute amth elektrophysiologischen
Studien in verschiedenen Expressionssystemen niolistandig geklart werden
(RUFF 1999, KUZMENKINet al. 2002). Nach JURKAT-ROTEt al. (2000) ist ein
Defekt der Erregung wahrscheinlicher als ein Defé&t Erregungs-Kontraktions-
Kopplung. Die Erregbarkeit der Zellmembranen wiaditl RUFF (1999) durch die
Mutationen im CACNALS direkt durch Anderung der Funktion anderer
Membrankandale gestort. Durch die Lokalisation da@ssenseMutationen in den
putativen Spannungssensoren (S4-SegmentenLAENA1Sliegt eine Veranderung
der Spannungsabhangigkeit der Konformationszustdade (MORRILLet al. 1998).

In vitro untersuchte Muskelzellen von HypoPP-Patienten emeigine anhaltene
Depolarisation der Membran auf, so dass die Zellm Reduzierung der
extrazellularen Kaliumkonzentration unerregbar vemrd(JURKAT-ROTT et al.
1994). Die pathologische Depolarisierung kann RUFF (1999) aber nicht durch die
Mutationen im CACNA1Serklart werden. Expressionsstudien von MORRIEL
CANNON (1999) in Oozyten desenopus laevigeigten, dass durch die Mutationen
der maximale lonenfluss reduziert wurde und die iMétungseigenschaften des
Kanals beeinflusst werden. Die Arg528His Mutatighrte sowohl zu einer Abnahme
der lonenflussdichte (indirektes Merkmal fir Kanelde) als auch zu einer moderaten
Reduktion der Spannungsabhéngigkeit der Aktiviesaegkonstante. Die Mutationen
Argl239His und Argl239Gly hingegen verringerten umngrlangsamten die
Aktivierungsrate der Ca-Kanéle signifikant. Auf diEepannungsabhangigkeit der
Inaktivierung selbst scheinen die Mutationen auchheterozygoten Zellkulturen
keinen Einfluss zu haben (MORRILdt al. 1998, MORRILL & CANNON 1999).
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2.4.2.2.2 Natriumkanal-Myopathie (HypoPP-2)

Der Aufbau des Aktionspotentials bei Muskelzelleirdwdurch das Offnen der
spannungsabhangigen Natriumkanale vermittelt, oesieNa-Einstrom mit schneller
Aktivierungskinetik auslost. Diese Natriumkanalesteden aus einer spannungs-
messendenalpha und einer akzessorischebetal Untereinheit. Die alpha
Untereinheit bildet die ionenfiihrende Pore und vdudch das GeiSCN4Acodiert.
Das Protein wird analog zumCACNALS aus vier Domanen mit sechs
Transmembransegmenten gebildet. Dieses Gen isdauf humanen Chromosom
HSA 17923.1-25.3 lokalisiert (FONTAINEet al. 1990, GEORGEet al. 1991).
MCCLATCHEY et al. (1992a) untersuchten die genomische Struktur SIesl4A
welches aus 24 Exons aufgebaut ist und etwa 3tkBanom umfasst. In diesem Gen
wurden mehr als 30missenseMutationen identifiziert, die mit verschiedenen
Muskelkrankheiten wi®aramyotonia congenittPMC; Eulenburg, OMIM #168300),
Kalium-verstarkte Myotonien (OMIM #608390) und hyk&iamische periodische
Paralyse des Menschen (HyperPP, OMIM #170500) esdPderdes (HyPP) assoziiert
sind (RUDOLPHet al. 1992, VICART et al. 2005). Bestimmte Mutationen in diesem
Gen verursachen die hypokaliamische periodischaly®® des Subtyps HypoPP-2.
Bei der Untersuchung von Patientenfamilien, in demdne Kopplung zwischen
HypoPP undCACNAl1Sausgeschlossen werden konnte, identifizierte BUINVIA al.
(1999) eine Transition in der mMRNA, die zur Sulogittn Arg669His fuhrt (siehe
Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schema des humaneiSCN4AProteins mit markierten Positionen
der HypoPP-2 auslésenden Argininsubstitutionen (STENBERG et al.2001)
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JURKAT-ROTT et al. (2000) wiesen in zwei HypoPP-Familien die Mutaéion
Arg672His und Arg672Gly nach. Im selben Codon fanBAVIES et al. (2001) die
Substitution Arg672Ser. An der gleichen Positioenitifizierten KIM et al. (2004) in
einer koreanischen Patientengruppe die Mutation6A2§&ys. Differenzen zum
klinischen Bild der durch Mutationen iIGACNA1SGen untersuchten Félle wurden
nicht beobachtet (JURKAT-ROTTet al. 2000). Alle dieseSCN4A Mutationen
neutralisieren ein positiv geladenes Arginin im @pangssensor S4 der
Transmembrandomane I, die einleot spotfir Mutationen darstellt (KUZMENKIN
et al. 2002, VICART et al. 2005). Zudem konnten SUGIURét al. (2000) in einer
japanischen Familie mit einem ungewo6hnlichen tempeabhéngigen HypoPP-
Phanotyp eine Mutation il8CN4AGen identifizieren. Betroffene Familienmitglieder
zeigen Hitze-induzierte Myotonien und Kaélte-induigehypokaliamische Paralysen,
die durch die Prol158Ser Substitution zwischen demrten und flnften
Transmembransegment der Domane lll verursacht wird.

JURKAT-ROTT et al. (2000) beobachteten an heterozygoten Muskelzelem
HypoPP-Patientenin vitro mit Arg672Gly und Arg672His Substitutionen eine
Linksverschiebung des Membranpotentials, das dieadte Inaktivierung der Kanale
auslost. Auch die elektrophysiologischen Studien K&JZMENKIN et al. (2002) in
transformierten Zellinien zeigten, dass durch dietafionen Arg672Gly, Arg672His
sowie Arg669His eine verstarkte schnelle Inaktwregr der Kanale verursacht wird.
Durch die erhohte Inaktivierung wird die Anzahl ktioneller Natriumkandale in der
Zellmembran reduziert (JURKAT-ROT@t al. 2000, KUZMENKIN et al.2002). Die
langsame Inaktivierung ist bei Arg672Gly und ArgbB® Varianten durch eine
Linksverschiebung der Membranspannung erhoht, ss dach hierdurch eine weitere
Reduktion der funktionalen Kandle verursacht widddRKAT-ROTT et al. 2000,
STRUYK et al. 2000). Bei funktionellen Analysen in Zellinien ng@iner Pro1158Ser
Mutante wurden durch SUGIURAt al. (2003) Verschiebungen in der spannungs-
abhéngigen Aktivierung und Inaktivierung der Kanddstgestellt, die aber durch
Temperaturanderungen ausgeldst werden. Zudem daebat JURKAT-ROT et al.
(2000) eine generell geringere Dichte von'¥analen im Vergleich zu Zellen ohne
Mutationen. Die Erregung der Muskelfasern hangtr alme der Verflugbarkeit von
Natriumkanalen ab. Wenn durch die Mutationen digriNlmkanéle bei bestimmten
Spannungen vermehrt inaktiviert werden, kdnnemiiet mehr an die Erzeugung und
Weitergabe eines Aktionspotentials mitwirken. Irsgat konnen durch den
reduzierten lonenfluss nur geringere, langsameiihgtd Aktionspotentiale entstehen.
Die Muskelfasern von HypoPP-Patienten werden schoaer. unerregbar und tragen
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zur lang anhaltenden Phase der Paralyse bei (JURRATT et al. 2000, JURKAT-
ROTT et al.2002, KUZMENKIN et al.2002).

2.4.2.2.3 Kaliumkanal-Myopathie (HyopPP-3)

Die Diffusion von Kalium durch die Zellmembranenfadgt durch spannungs-
abhéngige Kaliumkandale. Die ionenfiihrende Poreen Skelettmuskulatur wird aus
vier alpha-Untereinheiten Kv3.4 (GerKCNC4 gebildet, die wiederum jeweils aus
einer Domane mit sechs Transmembransegmenten basi@8N & JAN 1994). Die
Kanaleigenschaften werden wesentlich durch Mask related peptid AMIRP2) als
akzessorischdetaUntereinheit beeinflusst. Dieses Peptid bestelst @iner Trans-
membrandomane und wird durch das B&NE3codiert (ABBOTT & GOLDSTEIN
2001, MCCROSSAN & ABBOTT 2004). DadiRP2 besteht aus 103 Aminosauren,
genomisch ist dakCNE3Gen in drei Exons strukturiert und umfasst etwidb7des
humanen Chromosoms HSA 11g13-g14 (ABBQGatEIl. 1999, ABBOTTet al.2001).

ABBOTT & GOLDSTEIN (2001) untersuchten d&CNE3 bei 100 Patienten mit
erblichen oder sporadischen Muskelkrankheiten. viiei Z-=amilien mit Periodischer
Paralyse konnten die Autoren eimissenséMutation iImKCNE3identifizieren, die zu
einer Substitution von Arginin zu Histidin fihrt (¢83His). Die Erkrankung wurde in
einem Pedigree als HypoPP klassifiziert, auch waarin einigen klinischen Details
abweicht (ABBOTT & GOLDSTEIN 2001). In der Studi@rvSTERNBERGet al.
(2003) zur Klarung von 64 HypoPP- und HyPP-FallaneoMutationen in den Genen
CACNA1Soder SCN4Akonnte diese Arg83His Substitution nicht belegtdea. Ein
anderer Patient mit HypoPP wies sowohl den Arg83&lss auch den Arg672His
Austausch iImSCN4A auf. Sein Vater zeigte den klinischen Phéanotypcliudie
Mutation im SCN4A die Mutter mit der Substitution iIrKCNE3 war symptomfrei.
JURKAT-ROTT & LEHMANN-HORN (2004) identifizierten die Arg83His Mation
in einem von 76 Patienten mit Hyperkalidmischerid®escher Paralyse (HyPP), in
einem von 61 Patienten mRaramyotonia congenitain funf nicht betroffenen
Verwandten und in drei von 321 gesunden Kontrolr®e Gabe von Glukose bzw.
Insulin an einen gesunden Trager dieser Mutationnt® keine Muskelschwéache
induzieren. Aus ihren Beobachtungen schlossen do@bBRNBERGet al. (2003)
als auch JURKAT-ROT®& LEHMANN-HORN (2004), das die Arg83His Mutation
nicht urséchlich an Periodischen Paralysen bzwemmdMuskelkrankheiten beteiligt
Ist.
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2.4.3 Gegentuberstellung der Krankheitsbilder derpd&PP von Mensch und Katze

Charakteristisch fur die Hypokaliamische Periodes€taralyse (HypoPP) von Mensch
und Katze sind episodisch auftretende Muskelscheréam Begleitung von niedrigen
Kaliumkonzentrationen im Blut (TALBOTT 1941, BURUMALt al. 1985, MASON

1988, GRUFFYDD-JONES 1996). In Tabelle 3 sind desentlichsten Merkmale der
HypoPP von Mensch und Katze gegentbergestellit.

Tabelle 3: Gegenuberstellung wesentlicher Merkmaldes Krankheitsbildes der
HypoPP bei Mensch und Katze

Merkmal Mensch Katze

Symptome anfallartige Paralysen anfallartige Pamaly
Erstmanifestation juvenile Lebensphase juvenileensphase
Haufigkeit unterschiedlich unterschiedlich
Dauer Stunden bis Tage Stunden bis Tage
Schwere unterschiedlich, z.T. letal unterschiediech. letal
Therapie Kaliumsubstitution Kaliumsubstitution

Kaliumkonzentration im Blut

Kreatinkinasekonzentration
im Blut

Elektromyographie

Ursache

Erbgang

unter 2 mmol/l
innerhalb Referenzbereich
wahrend eines Anfalls
myopathische Verdnderunge
Mutationen in lonenkanéalen
autosomal-dominant

mit unvollstandiger Penetrar

untens8nol/l
Uber 1000 I.E.

n oleferisl
unbekannt
autosomal-rezessiv
ya

Wahrend die Erkrankung beim Mensch sehr gut erfdrsmd die verursachenden
Mutationen und Zusammenhdnge auf Molekular- undteffrebene bekannt sind,
konnten bis heute die Athiologie und PathogeneseHgpoPP der Burmakatze nicht
vollstandig geklart werden (LANTINGAet al. 1998, KLEIN et al. 2005). Der
jeweilige Verlauf sowie die Schwere und Haufigkedr Anfalle sind sehr variabel.
Von der Paralyse kdnnen die Beine, alle Extremrmtader auch der ganze Korper
betroffen sein (BOERMANet al. 1995, BULMAN et al. 1999). Bei der Katze werden
zudem die Symptome haufig differenzierter besclemetiurch die Ventroflexion des
Kopfes und Hypermetrien, Ataxien sowie Paresen @kedmalRe (GRUFFYDD-
JONESet al. 1996, STOLZEet al.2001). Wenn die Atmungsmuskulatur betroffen ist,
kénnen die Anfélle bei Mensch und Tier Dyspnoenuxsgachen und letal enden
(JURKAT-ROTT et al. 1994, STOLZEet al. 2001). Stresssituationen begtinstigen in
beiden Spezies das Auftreten von Anféllen der Misskevdche (GRUFFYDD-
JONES 1996, STERNBERGt al. 2001). Die Erstmanifestation der Erkrankung
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erfolgt bei Mensch und Katze haufig in der juvemileebensphase, mit Erreichen
eines mittleren Lebensalter nimmt die Frequenz Al&idlle ab (FONTAINEet al.
1994, GRUFFYDD-JONES 1996, GRUFFYDD-JONEGal. 1996, STERNBERGet

al. 2001). Charakteristisch fir die HypoPP ist dieirggg Kaliumkonzentration im
Blut von unter 3 mmol/l bei der Katze bzw. untem2nol/l beim Mensch wahrend
eines Anfalls (JONESet al. 1988, JURKAT-ROTT et al. 1994). Durch die
Substitution von Kalium kann bei beiden Spezies akete Paralyse in der Regel
geldst oder zumindest im Verlauf gemildert werdeANTINGA et al. 1998, LINKS

et al. 2004, VENANCEZ et al. 2006). Eine Langzeittherapie mit Kalium kann das
Auftreten der klinischen Merkmale vermeiden (GRUEHRX:-JONES 1996).

Aufgrund der zahlreichen Analogien des Krankheltids wurde die Hypokaliamische
Periodische Paralyse (HypoPP, auch HOKPP) des Menst der vorliegenden
Arbeit als Modell fir die HypoPP der Burmakatzedmgezogen. Auch bei anderen
Erkrankungen von Katzen werden bei den untersablesh Spezies gleiche
Krankheitsbilder durch Mutationen im aquvivalent®en und daraus resultierender
gleicher Pathogenese verursacht. So konnten etw@NSfet al. (2004) im felinen
PKD1-Gen eine kausale Mutation fur die Polyzystischerdhmerkrankung (PKD) der
Perserkatze nachweisen. Auch beim Mensch werde &er Falle der autosomal-
dominanten Polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKIych Veranderungen im
Gen furPKD1 ausgeldst (YOUNGt al.2005). Die ebenfalls heterogene Hypertrophe
Kardiomyopathie (HCM) des Menschen wird durch diet€instruktur oder —funktion
verandernde Mutationen in Genen fur verschiederni@sgere Proteine wie auch das
MYBPC3verursacht (TARDIFF 2005, LINE2t al. 2006). Bei Maine Coon-Katzen
einer von HCM betroffenen Familie konnten MEURSal. (2005) ebenfalls im Gen
des cardic myosin binding protein C(MYBPC3 die ursachliche Mutation
identifizieren.

Die Symptomatik der HypoPP beider Spezies unterdehesich hinsichtlich der
Veranderungszeitpunkte der KreatinkinasegehalteBiot, die auf eine Muskel-
schadigung hinweisen. Bei der Katze ist die Krddatiase-Aktivitdt wahrend eines
akuten Anfalls auch im Gegensatz zu nicht-erblichéypokalidmien signifikant
erhoht (BLAXTER et al. 1986, STOLZEet al. 2001). Beim Menschen hingegen
steigen die Kreatinkinasekonzentrationen im Blst einige Zeit nach dem Auftreten
eines Anfalls an (DE KEYSERt al. 1987, DOWet al. 1987). Die Muskelzellen
betroffener Katzen zeigen trotz der erhohten Kn&atase-Aktivitat keine
Veranderungen in der Elektromyographie oder BioGRUFFYDD-JONES 1996).
Beim Mensch hingegen konnten in den Muskelzelleropaghische Veranderungen
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durch vaskulare und tubulare Aggregate festgestaditden (STERNBERGet al.
2001). Einige der humanen HypoPP-Patienten entwickaudem progressive
Myopathien (KUZMENKIN et al. 2002). Eine weitere, wesentliche Abweichung in
den Krankheitsbildern ist der zugrunde liegendeggng. Die Studie von MASON
(1988) sowie die empirischen Beobachtungen andéArdoren postulieren einen
autosomal-rezessiven Vererbungsmodus der HypoP&ebdurmakatze (BLAXTER
et al. 1986, GRUFFYDD-JONES 1997, STOL&E al.2001). Beim Mensch hingegen
wird diese Erkrankung autosomal-dominant vererbORERS & SZLIWOWSKI
1979, BURUMA et al. 1985, BULMAN et al. 1999). Die Penetranz kann abhangig
von der Position der Mutation im betroffenen Gen dem Geschlecht des Patienten
reduziert sein (JURKAT-ROTEt al. 1994, IKEDAet al.1997, SILLENet al. 1997).
Beim Menschen sind neben der familiaren Form depd®P auch sporadische Falle
durch de novoMutationen an gleichen Positionen bekannt (PTAC&Kal. 1994a,
KIM et al.2001, VENANCEet al.2004).
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3 Material
3.1 Tiere und Probenmaterial

3.1.1 Datenmaterial

3.1.1.1 Burmakatzenfamilie

Fur die Untersuchung standen Informationen zu ewwr der Hypokalidmischen
Periodischen Paralyse (HypoPP) betroffenen Burraakéamilie zur Verfigung, aus
der von 64 Individuen Blutproben eingeworben werklennten. Durch den Pedigree
jedes dieser Tiere, zum Teil mit Angaben Uber aGlnerationen, konnte ein
Gesamtstammbaum fur 424 Individuen aufgestellt eeréir Analysen zum Erbgang
der HypoPP wurde ein Ausschnitt dieses Stammbauresicksichtigt, der
Verwandtschaftsinformationen zu den 64 in den mdbakiologischen Untersuch-
ungen einbezogenen Katzen enthalt. Innerhalb di€¢sanilie wurden fir die
Schéatzung von Haplotypen nochmals 21 Subfamilmurclear familiey aus jeweils
einer Elterngeneration und ihren direkten Nachkomimegegrenzt. Die Abbildung 6
zeigt einen Ausschnitt des Stammbaums mit von Higpobetroffenen und
symptomfreien Tieren sowie vermutlichen Anlagetrage
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Abbildung 6: Ausschnitt des Pedigrees der Burmaka&nfamilie

mit von HypoPP betroffenen Tieren (schwarze Symbalermutlichen Anlagetréagern (schraffierte Symbpole
symptomfreien Tieren (weile Symbole) und mit Mamnkey (Fragezeichen) der Tiere mit ungeklarter
genetischer Ausstattung bezuglich HypoPP
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Beobachtungen Utber den Status der HypoPP beimligareiTier und seinen direkten
Verwandten wurden von den Tierbesitzern bzw. Zrchenhand von Fragebdgen
angegeben. Anhand dieser Informationen wurden wianalysierenden Burmakatzen
verschiedenen Merkmalsklassen zugeordnet, wobeii zMedelle fur die
Assoziationsanalyse entworfen wurden. Im ersten élodurden die Merkmale in
.Klinische Symptome* und ,symptomfrei* unterschiedelnsgesamt haben sieben
Tiere Symptome der HypoPP gezeigt, die anderen wdem der Klasse ,symptom-
frei* zugeordnet. Im zweiten Modell wurden unterrfahme des autosomal-rezessiven
Erbgangs der HypoPP nachaBbN (1988) vier Klassen (,HypoPP betroffen®,
»2Anlagetrager”, ,potentieller Anlagetrager®, ,unbaknt*) gebildet. Die Verteilung der
Tiere auf die Merkmalsklassen innerhalb beider Medst in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Verteilung der Burmakatzen (n = 64) de®anels in Merkmalsklassen
unter Annahme verschiedener Modelle

Modell Klasse Anzahl Tiere (n)
Modell | klinische Symptome 7
symptomfrei 57
Modell I HypoPP betroffen 7
Anlagetrager 14
potentieller Anlagetrager 15
unbekannt 28

3.1.1.2 Nukleotid- und Aminosauresequenzen aus Dateanken

Zur Ableitung von Primern in konservierten Bereichdes CACNA1SGens bei

verschiedenen Spezies wurden die unten angefUumf&A-Sequenzen von Mensch,
Maus, Ratte und Kaninchen aus der Datenbanken dasondl Center for

Biotechnology Information NCBI (http://www.ncbi.nlmih.gov/) genutzt (siehe
Abbildung 7).

ENSBTATO00000006396Bos taurus, Ensembl Transcript Report, Novel Ensemb
Orthologue prediction for CACNALS

ENSCAFT000000174Q@Canis familiaris, Ensembl Transcript Report, Nokaekembl
Orthologue prediction for CACNA1S
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ENSG00000081248Homo sapiensEnsembl Gene Report, Ensembl Human Gene
View of CACNALS

ENSG00000362061Homo sapiensEnsembl Exon Report, Ensembl Human Exon
View of Transcript CACNA1S

ENSPTRT0000000331&an troglodytes, Ensembl Transcript Report, Noveseinbl
Orthologue prediction for CACNAL1S

LO4684 Rat dihydropyridine-sensitive L-type calcium chdnmdpha-1 subunit
(CCHL1A3 mRNA, 3'end

NM_000068 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependef},tipde, alpha 1A
subunit(CACNA1A, transcript variant I mRNA

NM_000069 Homo sapiens calcium channel, voltage-dependertypk, alpha 1S
subunit(CACNA1$ mRNA

NM_ 001009307 Felis catus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogef@aPDH),
MRNA

NM_007578 Mus musculus calcium channel, voltage-depende},tiAde, alpha 1A
subunit(Cacnala, mRNA

NM_007579 Mus musculus calcium channel, voltage-dependerypl, alpha 1B
subunit(Cacnalh, mRNA

NM_012918 Rattus norvegicus calcium channel, voltage-depend®Q type, alpha
1A subuni{Cacnalg, mRNA

X05921 Rabbit mRNA for dihydropyridindHP) receptor(from skeletal musc)e

XM_358335 PREDICTED: Mus musculus calcium channel, voltageedeent, L
type, alpha 1S subuni€acnal$ mRNA

Abbildung 7: Ubersicht aller aus den Datenbanken de NCBI verwendeten
Nukleotid- und Aminosduresequenzen

Diese sowie weitere mMRNA- und Aminosauresequenzem werschiedenen

spannungsabhéngigen Calciumkanaltypen wurden auclvergleichenden Analyse

mit der identifizierten Sequenz des felin€BACNAl1Sverwendet. Zur Entwicklung

von Primern zur Amplifikation der GlyzerinaldehyedP®hosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) als housekeepingen diente die Sequenz der felinen mMRNA
(NM_001009307).
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3.1.2 Probenmaterial

3.1.2.1 Proben zur DNA-Analyse

Aus dem Vollblut der in Kapitel 3.1.1.1 beschrieber64 Burmakatzen wurde die
DNA fiur die anschlieBenden molekulargenetischenlysasm extrahiert. Gewebe zur
DNA-Extraktion (Vollblut, Muskel, Gonaden) bzw. DNRroben von weiteren Katzen
verschiedener Rassen wurden von mehreren Tierbasitder Klinik fur Kleintiere
(Justus-Liebig-Universitat) und dem Institut fir tekenar-Pathologie (Justus-Liebig-
Universitat) zur Verfigung gestellt. In Tabelle ifdsalle im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten DNA-Proben nach Anzahl je Rasse aufigef

Tabelle 5: Zusammenfassende Ubersicht der DNA-Probeahl nach Rasse
innerhalb der Haarlangenkategorien nach WCF (2007)

Kategorie Rasse (EMS-Code) Anzahl (n = 208)
Langhaarrassen (LHR) Perser (PER) 48
Halblanghaarrassen (HHR) Heilige Birma (SBI) 5
Maine Coon (MCO) 11
Norwegische Waldkatze (NFO) 7
Ragdoll (RAG) 1
Turkische Angora (TUA) 1
Kurzhaarrassen (KHR) Abessiner (ABY) 1
Britisches Kurzhaar (BIR) 6
Burma (BUR) 66
Européisches Kurzhaar (EUR) 48
Exotisches Kurzhaar (EXO) 1
Karthduser (CHA) 3
Orientalisches Kurzhaar (ORI) 1
Russisch Blau (RUS) 1
Siam (SIA) 7
Sibierier (SIB) 1

Drei Proben aus der von HypoPP betroffenen Far(lladornummer HKO01, HK04
und HKO06) und eine DNA-Probe einer EuropaischenzKaarkatze (Labornummer
PKO) wurden zur Identifikation der Sequenz inndshalisgewéhlter genomischer
Abschnitte de€CACNA1Ssowie die vergleichende Sequenzierung verwendst183
Proben erfolgte die genotypische CharakterisieranfyBasis vonsingle nucleotide
polymorphismgSNPs), die durch PCR-RFLPs nachgewiesen wuraesgesamt 113
Proben konnten zur Analyse von Haplotypen verwemagtien. Die Typisierung des
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MikrosatellitenGIKAOO1 wurde bei allen Tieren durchgeftihrt. Eine Darstedl aller
DNA-Proben mit Kennzeichnung der im Einzelnen dgeffihrten Methoden ist im
Anhang Tabelle 52 aufgeftihrt.

3.1.2.2 Proben zur RNA-Analyse

Zur ldentifizierung der mRNA-Sequenz dE&ACNAL1Swurde einer Perserkatze kurz
nach dem Exitus Muskelgewebe entnommen und auf K€ress bei -78° C

eingefroren. Zur Isolation der RNA fir die Expressanalysen wurden Gewebe-
proben (Gehirn, Herzmuskulatur, Uterus, Skelettroleglar, Lunge, Leber, Niere,

Milz, Vollblut) von zwei Europaischen Kurzhaarkatzeerwendet (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ubersicht der RNA-Proben zur Identifikation der mRNA-Sequenz und

der Expressionsanalysen deSACNA1S

Labornummer | Rasse (EMS-Code) Geschlecht Verwendung

TK2 - Muskel Perser (PER) w MRNA-Sequenz G&CNALS
TK5 - Gehirn Européisch Kurzhaar (EUR w ExpressamalyseCACNALS
TK5 - Herz Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressioasgseCACNALS
TKS5 - Uterus Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressamalyseCACNALS
TK5 - Muskel Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressamalyseCACNALS
TK5 - Lunge Européisch Kurzhaar (EUR w ExpressamadyseCACNALS
TK5 - Leber Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressamadyseCACNALS
TK5 - Niere Européisch Kurzhaar (EUR w ExpressiorayseCACNALS
TK5 - Milz Européisch Kurzhaar (EUR) w ExpressiomsigseCACNALS
TK5 - Blut Européisch Kurzhaar (EUR) w ExpressiaragseCACNALS
TK6 - Gehirn Européisch Kurzhaar (EUR w ExpressamalyseCACNALS
TK6 - Herz Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressioasgseCACNALS
TK6 - Uterus Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressamalyseCACNALS
TK6 - Muskel Européisch Kurzhaar (EUR w ExpressamalyseCACNALS
TK6 - Lunge Européisch Kurzhaar (EUR w ExpressamadyseCACNALS
TK6 - Leber Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressamadyseCACNALS
TK6 - Niere Europaisch Kurzhaar (EUR w ExpressanmayseCACNALS
TK6 - Milz Européisch Kurzhaar (EUR) w ExpressiomalgseCACNALS

Diese wurden wenige Minuten nach dem Tod der Téet@ommen und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Alle drei der in Tabele aufgefiihrten Tiere waren
aufgrund einer Erkrankung mit infauster Prognosk2(und TK5: Thymusleukose,
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TK6: Hirntumor) in der Klinik fur Kleintiere (JustiLiebig-Universitat) euthanasiert

worden.

3.2 Oligonukleotide

Die Sequenzen der Primer zur Amplifikation der GED&CNA1Sund GAPDH

wurden  mit

der Software Primer3 abgeleitet dun optimiert

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwcgi). Diese Primer wurden wie
auch die M13-Primer des pGEM:TPlasmids im Auftrag bei MWG Biotech
(Ebersberg) synthetisiert. Fir die cDNA-Syntheserden die im RevertAitt! H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentad, Beon-Rot) enthaltenen
random hexameund poly(dt)s Primer verwendet. Die fur die Erstellung der RACE-
cDNA sowie fur die Amplifikation der cDNA-Enden getaten Oligonukleotide
wurden mit dem BD SMAR™ RACE cDNA Amplification Kit (Becton Dickinson,
Heidelberg) geliefert. Alle Primersequenzen sindabelle 7 aufgeflhrt.

Tabelle 7: Ubersicht aller verwendeten Primer zur Anplifikation von CACNA1S
, GAPDH- und pGEM-T ®-Fragmenten mit der jeweiligen Basensequenz

Bezeichnung

Primersequenz (5 3)

10x Universal Primer Mix

3'-RACE CDS Primer

3’'RACEfwd

5'-RACE CDS Primer

5’'RACE#2rev
5’RACE#3rev
Ca-1405fwd
Ca-1584rev
Ca-1759 fwd
Ca-249 fwd
Ca-2552fwd
Ca-2747rev
Ca-3908fwd
Ca-4083rev
Ca-4127 fwd
Ca-4142rev
Ca-4606fwd

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
CTAATACGACTCACTATAGGGC
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)
TGGGCTTAGAGCTAGCATGACCAAC
(TRVN
AGGGCCACACAGTTGGCAAAGATGGT
TTGTCATCTTCTGGCATGGGCAGGTACAC
GACACAGAGAGCCTGTATGAAATC
GTGCTCTGAGGCGATAGACAG
CTGCTGGTGGAGTCAGGTG
TGARGGCCTGAGGAAGAAAC
CCAGCTCCTTCTTCATTTTCAGC
GAGGTGAACGCAATGTCGAAATAC
CCCGGATCTCCAGCGCCTTCT
ATGCCGATGACGGCGTAGATGAAG
ACCGGAACAACAACTTCCAG
AAGTTGTTGTTCCGGTTTATTTG
GTCACCTTCAACGCCACTCTCTTC
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Fortsetzung Tabelle 7: Ubersicht aller verwendetefrimer zur Amplifikation
von CACNALS, GAPDH- und pGEM-T ®-Fragmenten mit der jeweiligen

Basensequenz

Bezeichnung

Primersequenz (5% 3’)

Ca-4737_fwd
Ca-4762_rev
Ca-4869rev
Ca-5265 fwd
Ca-5531fwd
Ca-5700 _rev
Ca-6066rev
Ca-845_ fwd
Ca-894rev
Calnt17-189rev
Calnt31-136fwd
Calnt31-361rev
Calnt36-446fwd
Calnt36-898rev
Calnt9-?rev
Calnt9-386fwd
CAT#1 fwd
CAT#4 rev
CAT2-02_rev
CAT3-01_fwd
CAT3-02_rev
FCA-CK#1fwd
FCA-CK#2rev*
GAPDH_2-1fwd
GAPDH_2-2rev
Intron17fwd
Intron36fwd
Intron37-rev
random hexamePrimer
M13fwd

M13rev
MutJRfwd
MutJRrev
MutPrev
NestedUniversal Primer
oligo(dT)g Primer
SMART 1I™ Oligonukleotid

GCTCTTGGATCAGGTCATTCC
TTGGAGGAATGACCTGATCC
GGGCCGATACCCATAATACTCTTCC
ATTTTCCAGCATCCGCTATG
CGGTAGGACCAAGGAGAGTAGTTC
CACGTCCTCTGGTTCCATCT
GGCCTATTTGAATGACATTAGAAGC
TCATCATCTATGCCATCATCGG
GTGCATYTTGCCCTTGAAGA
CTGGCTAAAATTGCCCTCAG
AGGGGCGTAGCTGTGAGTCT
CCAACTTGGGGACTCAGTGT
CCGAAGGCAATCAGGACCAC
CACACGGCCCAAGTCAACTG
GTTGGTGAGGGTGTGGAAAG
GGAGACACTCCAGGCTCAAG
CTTCCGCCTSTTCCGDGT
AGGGCRAABAGBGTGGCATT
CCAGAGCCTTYTGGATCAGC
GTCACYTCCTCCTACTTTGAATAC
CCCTTRGCCTCTGGGTCRTAC
ATCCCTCCAAGACCTTTGCT
Cy5-CTGGGTTCTGTTGGGACAGT
TCACCAGGGCTGCTTTTAAC
CGGTTGCTGTAGCCAAATTC
TCTGCTTCGTGGATGGAGAT
AATGGCAGTGTTCGTGCAG
GGCCTGCTCAAAGTTACCTG
d(NNNNNN)
GTTTTCCCAGTCACGAC
AACAGCTATGACCATGA
CTTCGACTGCTTCGTGGTGT
TTGAAGAYCCTCAGGAGGCG
TTGATGAAYGTCCASAGSAG
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
d(IIIIIIIIIIIIIIIIII)
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
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3.3 GroRenmarker

Fermentas, St. Leon-RoFastRule! High Range, O'GeneRuléf 100 bp DNA
Ladder Plus, O’'RangeRuiél 50bp DNA Ladder

Institut fiir Tierzucht und Haustiergenetik, GieRe&ngenstandards ALFexpré¥s74
bp, 124 bp, 170 bp, 202 bp; ALFexpreSkeitermix 74/202

3.4 Verbrauchsmaterial

3.4.1 Reaktionskits

ABgene ABsolut®”! QPCR Mix Advanced Biotechnologies Limited,
Hamburg

BD SMART™ RACE cDNA Amplification Kits Becton Dickinson, Heidelberg

Epicentre FailSaf¢' PCR System Biozym Scientific, Hess. Oldendorf

FastPlasmitl Mini Eppendorf, Hamburg

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St.Leon-Rot

Nucleobon8AX-Kits Macherey-Nagel, Diiren

Nucleo Spiff RNA Il Kit Macherey-Nagel, Duren

Nucleo Spiff Tissue Macherey-Nagel, Diren

Nucleo Traff mRNA Purification Kit Macherey-Nagel, Duren

peqGOLD RNAPurg” Peglab Biotechnologie, Erlangen

pGEM®-T Vector System II Promega, Mannheim

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

Qiagen OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Hilden

Qiaprefd Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

Random primed labeling kit Stratagene, Heidelberg

ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applera
Deutschland, Darmstadt

3.4.2 Bakterienstamm und Vektor

JM109-Zellen Promega, Mannheim
pGEM®-T Vector Promega, Mannheim

3.4.3 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

10x One-Phor-All Buffer Plus Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

10x TBE-Puffer AppliChem, Darmstadt

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 BioRad Laboratories, Miinchen
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Agar-Agar

Agarose low EEO
Agarose

Agarose

Alconox
Ammoniumacetat (APS)

Ammonuimchlorid
Ampicillin
APS (Ammoniumpersulfat)

Carl Roth, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

BioRad Laboratories, Minchen
Sigma, Poznan, Polen

Fisher Scientific, Nidderau
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Carl Roth, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Avidin-FITC (Avidin-Fluoresceinisothiocyanat)ector Laboratories, Peterborough,

betaMercaptoethanol

England
AppliChem, Darmstadt

Bio Whittaker Molecular Applications Long Ran§agel solution Biozym

Biotin-16-dUTPs
biotiyliertes Anti-Avidin

Blue Dextran 2000
Borsaure
Bromphenol Blue

BSA (bovines Serumalbumin)
Buffer EcoRT

Buffer O

Buffer R

Chloroform

Chloroform

DAPI (Diamidinophenylindoldihydrochlorid)

Diethyldicarbonat (DEPC)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dinatriumsalz

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNAse

DNAseOff'™

dNTPs (100 mM)

dNTPs (100 mM)

Eco47I1 (10 U/ul, Avall)
EcoRI (10 U/ul)

Essigsaure

Essigsaure

Ethanol

Ethanol

Ethidiumbromid
Etylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Diagnostic, Hess. Oldendorf
Roche Applied Science, Warschau,
Polen

Vector Laboratories, Peterborough,
England

Amersham Biosciences, Freiburg
Fisher Scientific, Nidderau

United States Biochemical,
Cleveland, USA

Sigma, Poznan, Polen

Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
AppliChem, Darmstadt

Fluka, Poznan, Polen

Vector Laboratories, Peterborough,
England

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Poznan, Polen
AppliChem, Darmstadt

Fluka Chemie, Taufkirchen

Fluka, Poznan, Polen

AppliChem, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
AppliChem, Darmstadt

Riedel-de Haen, Seelze
AppliChem, Darmstadt

Fluka, Poznan, Polen

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
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Extrar’

Formamid

Formamid

Gene Ruler Loading Dye Solution
Glucose

Glycerol

Harnstoff

Hefeextrakt

HPLC-Wasser

IPTG (Isopropyl-ThioB-D-Galactopyranosid)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Low Melting Point Agarose
Magnesiumchlorid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydroxid

Orange Loading Dye Solution
Pepsin

Phenol

Pstl (10 U/ul)

RNASafer

RNAse Inhibitor

RNAse

RNAseOff ™

Silan

ssDNA (Salamander)

Taqgl (8 U/ul)

Tag-Polymerase (5 U/ul)
Tag-Reaktionspuffer

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Fluka, Poznan, Polen
Fermentas, St.Leon-Rot

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Carl Roth, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

KMF, Lohmar

Biomol Feinchemikalien, Hamburg
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Poznan, Polen

Sigma, Poznan, Polen
Invitrogen, KarlsruheUltraPure
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Poznan, Polen

Sigma, Poznan, Polen
AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St.Leon-Rot

Sigma, Poznan, Polen

Fluka, Poznan, Polen
Fermentas, St.Leon-Rot

Peglab Biotechnologie, Erlangen
Fermentas, St.Leon-Rot

Fluka, Poznan, Polen
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Roche Applied Science, Warschau,
Polen

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

TEMED (N,N,N',N'-TetramethylethylenediamiBjozym Diagnostic, Hess. Oldendorf

Tris ultrapure

Trypton

Tween 20

Vectashiel@ mounting medium with DAPI

Wasser fir die Molekularbiologie

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Fluka, Poznan, Polen

Vector Laboratories, Peterborough,
England

AppliChem, Darmstadt

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyp-D-galactopyranosid) Biomol Feinchemikalien,

Xylene Cyanol FF

Hamburg
United States Biochemical,
Cleveland, USA

52



MATERIAL UND METHODEN

3.4.4 Filter, Papier, Glas- und Kunststoffwaren

96-Well Platten
Aerosol Barrier Tips
Deckglaser

Handschuhe rotiprotect
Handschuhe rotiprotect-Nitril
KimWipes

Membranfilter (Porengrof3e 0,2 um)
Microtiterplatten Thermowell™

Neptune Barrier Tips
Objekttrager

Parafilm
Pasteurpipetten

PCR Softstripes (0,2 ml)
Petrischalen
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen
Snapcups (10 ml)

Spritzenfilter Steril (PorengrofR3e 0,2 um)

Strip Tubes (0,2 ml)
Strip Tubes (0,2 ml)
Tubes (1,5 ml, 2 ml)
Wyapall Wipers

3.5 Gerate

ABI PRISM® 377 DNA Sequencer
Analysenwaage

Autoklav Webeco Modell C
Bidestanlage Bi-Dest 2302

Biofuge 13R
Biofuge 22
Biofuge A
Brutschrank
Certomat H/R
Distriman

Kisker, Steinfurt

MAGV, Rabenau

Knittel Glasbearbeitung,
Braunschweig

Carl Roth, Darmstadt

Carl Roth, Darmstadt

MAGV, Rabenau

Schleicher & Schuell, Dassel
Corning Costar Deutschland,
Bodenheim

MAGV, Rabenau

Knittel Glasbearbeitung,
Braunschweig

MAGV, Rabenau

Hilgenberg, Malsfeld

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf
Sarstedt, NUmbrecht

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf
Fisher Scientific, Nidderau

Gilson Medical Electronics, Villiers-
le-Bel, Frankreich

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Schleicher & Schuell, Dassel
Fisher Scientific, Nidderau
Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

MAGV, Rabenau

Applied Biosystems, Darmstadt
Satorius, Gottingen

Webeco, Bad Schwartau
Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel

Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Braun Dissel Biotech, Melsungen
Gilson, Bad Camberg
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DNA-Sequenzierautomaten ALFexpr8%s

Eismaschine Scotsman AF10
Heizplatte MR2002
IBI Kammer Model HRH

i-Cycler 96 Well Thermocycler

Microprocessor pH 537

Multipipette Pipetman 8x200

Multiple Pipette Eppendorf
Photometer Gene Quant Il

Pipetman P2, P10, P20, P200, P1000
Thermocycler PE9600

Transferpette (Volumina)
Transilluminator TM20
Trockenschrank UM600
Vortex Reax 2000

Waage PE 628

Wasserbad 3047

Wasserbad Julabo 22A
Whatman Biometra UV-Einheit

3.6 Software

Amersham Biosciences, Freiburg
Kalte Mack, Maintal

Heidolph, Kelheim

International Biotechnologies, New
Haven, USA

BioRad Laboratories, Hercules,
USA

WTW, Weilheim

Gilson, Bad Camberg

Eppendorf, Hamburg

Amersham Biosciences, Freiburg
Gilson, Bad Camberg

Perkin EImer Applied Biosystems,
Weiterstadt

Brand, Wertheim

UVP, San Gabriel, USA
Memmert, Schwalbach

Heidolph, Kelheim

Bosch, Jungingen

Kotterman, Utze-Hansigsen
Julabo Labortechnik, Saalbach
Biometra, Goéttingen

ALFwin Software, Amersham Biosciences, Freiburg
DNA Sequencing Analysis Softwdf& Applied Biosystems, Foster City, USA

BioDocAnalyze,Biometra, Gottingen

http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/topgraal: TopPred I
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwegi: Primer3
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.htmkPred

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/: clustalW

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/: NCBI cross spes Megablast, NCBI
nucleotide-nucleotide Blast, NCBI protein-proteilag
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/: ORF [gier
http://www.psc.edu/biomed/genedoc/: Genedoc 2.6002
http://www.uni-bonn.de/~umt70e/becker.html: Fanth&jrsion 15
SAS/STAT® SAS Prozedur GLMSAS Institute Inc, Cary, USA
http://www.technelysium.com.au/chromas.html: Chrerhal5 C
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/: TMHMM 2.0
http://www.enzim.hu/hmmtop/: HMMTOP Version 2.0
Allelelocator Version 1.03Amersham Biosciences, Freiburg
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.htiimeeView 1.6.6
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4 Methoden
4.1 Analyse des Katzenstammbaums

4.1.1 Berechnung von Inzuchtkoeffizienten

Anhand des Stammbaums aus 424 Individuen wurdelmzigehtkoeffizienten mit der
rekursiven Pedigree-Methode nadhER (1990) berechnet. Zudem wurden die
Verwandtschaftsgrade untereinander erfasst.

4.1.2 Prufung des Erbgangs der HypoPP

Der fir die vorliegende Untersuchung zur Verflugstghende Katzenstammbaum der
64 molekulargenetisch untersuchten Katzen mit sieben HypoPP betroffenen
Tieren umfasst fur statistische Rickschlisse zunger Individuenzahlen. Das
Auftreten der HypoPP innerhalb der Katzenfamilierdeumit géngigen Erbschemen
verglichen und Hypothesen zum Erbgang aufgestellt.

4.2 Isolierung von Nukleinsauren

4.2.1 DNA-Extraktion

4.2.1.1 Isolierung von genomischer DNA

Als Ausgangsmaterial fir die Extraktion der DNA retan Vollblut, Muskel und
Gonaden verschiedener Katzen zur Verfligung. Ablgangon der Art des
Probenmaterials und der bendtigten DNA-Menge wurderschiedene Protokolle
verwendet. Die Isolierung der DNA aus Vollblut dgte durch Aussalzen mit
Natriumchlorid. Fir die DNA-Extraktion aus Gewebeurden sowohl das
Nucleobon&AX-Kit als auch das Nucleo SpinTissue-Kit von Macherey-Nagel
(Duren) nach Angaben des Herstellers benutzt.

4.2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde fur Folgeanwendungen wie Sequeorng oder Fluoreszema-
siti-Hybridisierung (FISH) mit dem FastPlasififdMini Kit (Eppendorf, Hamburg)
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nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Extaaktvon Plasmid-DNA mit Inserts
groRer 2,5 kb erfolgte mit dem Qiapfeppin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach
Angaben des Herstellers. Die Konzentration und Fetnder Plasmid-DNA wurde
mit dem Photometer Gene Quant Il (Amersham BiosasnFreiburg) bestimmt.

4.2.2 Isolierung von RNA

4.2.2.1 Extraktion der Gesamt-RNA

Fur die ldentifizierung der Primarsequenz @&XCNA1SMRNA wurde die Gesamt-
RNA aus Muskelgewebe mittels einer optimierten Gdiarsothiocyanat/Phenol-
Methode isoliert. Hierzu wurde als gebrauchsfegiBeagenz peqGOLD RNAPUe
(Peqglab Biotechnologie, Erlangen) nach den Angatesh Herstellers verwendet. Je
Ansatz wurde 100 mg durch Mdrsern in flissigem KStioff aufgeschlossenes
Gewebematerial mit der einphasigen Phenol- und @umsothiocyanatldsung
homogenisiert. Die Dissoziation der Nukleotidkonxgle erfolgt innerhalb der
Inkubation von finf Minuten bei Raumtemperatur. Nater Zugabe von 200 pl
Chloroform, 15 Sekunden langem kréaftigem Schitield 15 Minuten Inkubation auf
Eis erfolgte ein Zentrifugationsschritt (finf Mirut, 12.000 g, 4° C), durch den die
Phenol-Chloroform-Phase, die Interphase und diesuges Phase separiert wurden.
Die ausschliel3lich in der wassrigen Phase anged&hRNA wurde nach der
Uberfiihrung dieser Phase in ein frisches Reaktfagmit 400 pl Isopropanol durch
15 Minuten Inkubation bei 4° C und anschlieRendentdfugation (10 Minuten,
12.000 g, 4° C) prazipiert. Nach Abnehmen des Uaedes erfolgte ein zweimaliges
Waschen mit 70 % Ethanol (Uberstand abnehmen, IO Ethanol zugeben, 10
Minuten bei 12.000 g, 4° C zentrifugieren, Uberdtambnehmen). AnschlieRend
wurden die RNA-Pellets in 12 pl RNAse-freiem Wasgelbst und die Konzentration
und Reinheit im UV-Photometer Uberprift.

Die Extraktion der Gesamt-RNA fir dene-stepRT-PCR und die cDNA-Synthese
fur die Expressionsanalyse wurde mit dem NucledSRNA 1l Kit von Macherey-
Nagel GmbH (Duren) durchgefiihrt. Im Protokoll deséxtraktionskits wird ein
Restriktionsschritt mit DNAse integriert, durch deihA-Kontaminationen der RNA-
Proben abgebaut werden. Im Mittelpunkt dieses Weefas stehen spezifisch
aktivierte Silika-Membranfilter, an die die Nukls#uren gebunden und somit von
Proteinen und anderen Zellbestandteilen getrenntleme Als Ausgangsmaterial fur
die one-stepRT-PCR wurde Muskelgewebe eingesetzt. Fur die &sgionsanalyse
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wurden unterschiedliche Gewebetypen (Skelettmuskuldderzmuskulatur, Uterus,
Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Milz, Vollblut) verwdet. Je Ansatz wurden 30 mg
Gewebe bzw. 100 pl Vollblut verwendet und entspeaech den Angaben des
Herstellers behandelt. Die Eluierung der RNA aus $iéka-Membran erfolgte mit
direkt auf die Membranfilter appliziertem RNAseigm Wasser. Die RNA jedes
Ansatzes wurde durch zweimalige Zugabe von je 50vpéser und anschliel3ender
Zentrifugation gelost, wobei jeweils zwei Ansataees Gewebes bzw. vier Ansatze
des Vollbluts zur Erhéhung der Endkonzentration RBIA in einem Reaktionsgefald
vereinigt wurden. Alle RNA-Isolate wurden tUber Nadtei -20° C mittels DEPC-
behandeltem 3 M Natriumacetat (0,1 des Volumend)Ethanol (2,5 des Volumens)
geféllt und nach einem Waschschritt mit 70 % Ethamd2 pl RNAse-freiem Wasser
gelost. Die RNA-Konzentration und Reinheit wurderatiu Messung im UV-
Photometer bestimmt.

4.2.2.2 Isolierung von PolyA-RNA

Fur die Synthese der 3'RACE cDNA Bank wurde die mRals der Gesamt-RNA
des Muskelgewebes aufgereinigt. Hierzu wurde dade¥urraf mRNA Purification
Kit von BD Biosciences Clontech (Heidelberg) verdlen Die Nucleo Trap mRNA
Matrix basiert aubligo(dT)Latexkiigelchen (so genanritead3, an die die PolyA
Schwanze der mRNA reversibel gebunden werden. Degalden des Herstellers
entsprechend wurde die Gesamt-RNA zunéchst mitNdefeo Traff mRNA Matrix
hybridisiert. Die Separierung und Reinigung deryR&RNA erfolgte durch spezielle
Mikrofilter nach den Angaben des Herstellers, geMarde die mRNA in 40 pl
RNAse-freiem Wasser. Zur Erh6hung der Konzentratimmde die mRNA mit 4 ul
DEPC-behandeltem 3 M Natriumacetat und 100 pl Ethéaber Nacht bei -20° C
geféllt und nach einem Waschschritt in 4 pl Wagsdist.

4.3 Reverse Transkription

4.3.1 Erststrang-cDNA-Synthese

Die Herstellung von cDNA fir digwo-step RT-PCR erfolgte Uber die reverse
Transkription mittels des RevertAld H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits
(Fermentas, St.Leon-Rot). Genutzt wird eine gemtsch verédnderte Version der
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Reversen Transkriptase des Molony-Maus-Leukamies/(H Minus M-MuLV RT),
deren Ribonuklease-H-Aktivitdt ausgeschaltet wurBadurch findet wahrend der
Synthese des cDNA-Erststrangs kein Abbau der RNRNA\-DNA-Komplexen statt.

Je Ansatz wurden zunachst 500 ng Gesamt-RNA mit Prgmerlésung in 12 pl
Reaktionsvolumen gemischt und 5 min bei 70° C zwflésung von Sekundar-
strukturen inkubiert. FlUr die anschlielenden PCRIkptionen im 5’-Bereich des
CACNA1Swurden fur die cDNA-Synthese die im Kit enthaltem@andom hexamer
Primer (0,2 pg/ul) eingesetzt, fir alle anderendsuamoligo(dT)g Primer (0,5 pg/ul)
verwendet. Dem auf Eis abgekihlten Ansatz wurdendbpl 5 x Reaktionspuffer, 1
pl Ribonuclease Inhibitor (20 u/pl) und 2 pl 10 ndMTP-Mix zugefuigt. Nach der
Inkubation flr 5 min bei 37° Coligo(dT)g Primer) bzw. 25° Crandom hexamer
Primer) wurde 1 pl RevertAlff H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase (200 u/ul)
zugegeben. Die reverse Transkription erfolgte R&i@, bei Verwendung deandom
hexamer Primer wurde ein weiterer Inkubationsschritt vof fnin bei 25° C
vorgeschaltet. Nach 60 min wurde die Reaktion diEdmtzen des Ansatzes fur 10
min auf 70° C abgestoppt. Die so erhaltenen cDNAK&a wurden bei -20° C
gelagert, das Reaktionsgemisch konnte direkt alsplage in PCR-Anwendungen
eingesetzt werden. Die Qualitdt der erhaltenen cDM#&de durch Amplifikation
eines konstitutiv exprimierteBAPDHFragments Uberprift.

4.3.2 Synthese von cDNA-Enden (RACE)

Fur die Amplifikation der cDNA-Enden de€ACNAl1Swurde die mRNA unter
Verwendung des BD SMARY RACE cDNA Amplification Kits (BD Biosciences
Clontech, Heidelberg) reverse transkribiert. Digguanzen der im Kit enthaltenen
Oligonukleotide sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Digdeeaktionskit kombiniert die 5’-
und 3'RACE-Methode Rapid Amplification of cDNA Enyismit der SMART
(switching mechanism at 5’end of RNA transRrgfDNA-Synthese Technik, so dass
der gebildete cDNA-Erststrang ohne zusatzliche Aeligation direkt in der RACE-
PCR eingesetzt werden kann. Die verwendete BD Foavigt RT fligt aufgrund der
terminalen Transferaseaktivitat drei bis funf Nuwitide (hauptsachlich Cytosin) an das
3'Ende des cDNA-Erststrangs an. Dem Reaktionsgénisgesetzte BD Smart'™l
Oligonukleotide lagern sich an diese Verlangerusg, dass bei der reversen
Transkription zunéchst die RNA, dann aber das Qlig¢eotid als Template fur die
cDNA-Synthese verwendet wird. In der anschlieRend@&CE-PCR hybridisiert der
Primer mit dem Oligonukleotid.
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Die 5- und 3'RACE cDNA-Banken wurden nach Angabeles Herstellers
synthetisiert. Nur fur die 5’RACE cDNA-Synthese warstatt dem im Kit enthaltenen
5'RACE CDS Primer der genspezifische Primer Ca804srwendet (Tabelle 6). Als
Ausgangsmaterial wurde fir die 5’RACE cDNA-Synth&esamt-RNA (82,7 ng/ul)
aus felinem Muskelgewebe verwendet, fur die 3'RA@Ede aufgereinigte PolyA
RNA (276 ng/ul) eingesetzt. RNA-Template, Primed ugegebenenfalls BD Smart
1™ A Oligonukleotid wurden fiir 2 min bei 70° C inkebi und anschlieBend direkt
auf Eis 2 min gekihlt. Nach Zugabe der restlich@adenzien erfolgte die reverse
Transkription innerhalb von 1,5 Stunden bei 42D Erststrang-Reaktionen wurden
mit 20 pl (5’RACE-cDNA) bzw. 180 pl (3’'RACE-cDNA) ricine-EDTA-Buffer
verdinnt und die Losungen 7 min bei 72° C erhitzt.

4.4 Polymerase-Kettenreaktion mit cDNA

4.4.1 Amplifikation des GAPDH-Fragments

Zur Einschatzung der Qualitat der cDNA-Synthese ungn Einstellen der
Templatemengen fur den Expressionsvergleich @WACNALSin verschiedenen
Geweben wurde ein konstitutiv und ubiquitdr expertes Fragment (916 bp) der
cDNA der felinen Glyzerinaldehyde-3-Phosphat Debgeénase GAPDH)
amplifiziert. Die Primer wurden anhand der Refer&erjuenz NM_001009307 mit
Hilfe der Primer3-Software ausgewahlt. Die Ampl#tlon wurde nach dem in Tabelle
8 und Tabelle 9 angefuihrten Protokoll riiagPolymerase (Eppendorf, Hamburg)
durchgefihrt. Ausnahmen stellten die Reaktionen Bestimmung der Template-
menge fir den Expressionsvergleich dar: Hier wudde Volumen der eingesetzten
cDNA je Gewebe so eingestellt, dass gleiche Mengen Amplifikat in der
Gelelektrophorese beobachtet werden konnten.
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Tabelle 8: Reaktionsansatz der PCR des feline€BAPDH-Fragments

Reagenz Ausgangs- Volumen (ul) Endkonzentration
konzentration im Ansatz
cDNA-Template 0,5 -2 ng/ul 1 0,5-2ng
Tag-Puffer mit Md"* 10 x 1,5 1x
MgAc 15 mM 1,5 mM
dNTP 2mM 15 0,2 mM
Primer GAPDH-1fwd 10 uM 1 0,7 uM
Primer GAPDH-2rev 10 uM 1 0,7 uM
Tag-Polymerase 5 U/l 0,2 0,07 U/ul
H.0 ad 15

Tabelle 9: PCR-Bedingungen zur Amplifikation desGAPDH-Fragments

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 92 2:00
Denaturierung 30 92 0:30
Hybridisierung 63,5 0:30
Elongation 72 1:20
Finale Elongation 1 72 5:00

4.4.2 Amplifikation einzelner CACNA1S-Fragmente

Zur ldentifizierung der Sequenz d€3ACNA1SGens der Katze wurden einzelne
Fragmente der cDNA aymstmortenentnommenen Muskelgewebe einer Perserkatze
amplifiziert. Anhand homologer Sequenzbereicheen 8equenzen dE€ACNAL1Dei
Mensch (Accession Nummer NM_000069), Wildkaninchg&ccession Nummer
X05921, LocusOCDHPR), Maus (Accession Nummer L06234, Lodus&)SCACHB
und Ratte (Accession Nummer L04684, Lo’ASTCACA) wurden Primer abgeleitet,
mit denen erste Amplifikate der cDNA dieses Gerstedit wurden. Nach Ermittlung
der ersten Sequenzdaten wurden mitlmerwalkingzunehmend spezifische Primer
entwickelt und weitere, tberlappende FragmenterdB€R mit denTag-Polymerase
System von Eppendorf (Hamburg) gewonnen. In derelf&b 10, 11 und 12 sind die
Primerkombinationen mit dem jeweiligem Reaktionséans und den PCR-
Bedingungen aufgefihrt.
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Tabelle 10: Primerkombinationen und spezifische Moiikationen der PCR-

Bedingungen fur Fragmente de€CACNA1ScDNA

Primer Primer Zyklen- Annealing- Elongations- Elongations-
forward reverse zahl temperatur temperatur dauer

w x (°C) y C) z (°C)
Ca249fwd Ca894rev 30 60 72 0:40
Ca845fwd MutJRrev 30 55 72 2:00
Cal759fwd MutPrev 30 57 70 5:00
Cat3-01fwd Cat3-02rev 40 40 72 1:00
Ca4127fwd Ca4762rev 30 52,2 72 1:00
CAT#1 CAT#4 40 58 72 1:25
Ca4737fwd Cat2-02rev 35 55 72 1:45
Cab265 Ca5700rev 30 60 70 1:00
Ca249fwd MutJRrev 35 55 72 1:45

Tabelle 11: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation cer CACNA1SFragmente

auf cDNA-Ebene

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 92 2:00
Denaturierung w 92 0:30
Hybridisierung 0:30
Elongation z
Finale Elongation 1 72 5:00

Spezifische Werte fiir Zyklenzahl (w), Annealingtergtur (x), Elongationstemperatur (y) und Elongatio
dauer (z) sind in Tabelle 9 entsprechend der Pkiamebination aufgefuhrt.

Tabelle 12: Reaktionsansatz zur Amplifikation vonCACNAL1SFragmenten auf

cDNA-Ebene
Reagenz Ausgangs- Volumen Konzentration im
konzentration (uh Ansatz
cDNA-Template 0,5 -2 ng/ul 1 0,5-2ng
Tag-Puffer mit Mg 10 x 1,5 1x
MgAc 15 mM 1,5 mM
dNTP 2 mM 15 0,2 mM
Primer forward 10 uM 1 0,7 uM
Primer reverse 10 uM 1 0,7 uM
TagPolymerase 5 U/ul 0,2 0,07 U/ul
H.0 ad 15

Als Primer wurden die in Tabelle 9 gelisteten Paamvendet.
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4.4.3 RACE-PCR

Die RACE-PCR zur Amplifikation der 3'- und 5’Endeier CACNAL1SMRNA wurde
mit dem BD SMART" RACE cDNA Amplification Kit (BD Biosciences Clonth,
Heidelberg) in Anlehnung an die Angaben des Hdestel durchgefuhrt. Das
Reaktionsvolumen wurde jedoch auf 25 pl reduzsehe Tabellen 13 und 14).

Tabelle 13: Reaktionsansatze von 3'RACE-PCR undested3’'RACE-PCR

Reagenz Ausgangs- | 3'RACE-PCR | nested3'RACE-PCR
konzentration (uh (uh
BD Advantage 2 PCR Buffer 10 x 2,5 2,5
dNTP-Mix 10 mM 0,5 0,5
BD Advantage 2 Polymerase Mix 50 x 0,5 0,5
3'RACE- cDNA 3,25
3'RACE-PCR 3,25
Universeller Primermix 10 x 2,5
UniversellernestedPrimermix 10 x 2,5
3'RACEfwd 10 uM 0,5 1,0
H-,0 ad 25 ad 25

Tabelle 14: Reaktionsanséatze der 5’RACE-PCR zur Amigikation des 5’Endes

der CACNA1ScDNA

Reagenz Ausgangs- | 5’RACE-PCR | nested5’RACE-PCR
konzentration (uh (uh

BD Advantage 2 PCR Buffer 10 x 2,5 2,5

dNTP-Mix 10 mM 0,5 0,5

BD Advantage 2 Polymerase Mix 50 x 0,5 0,5

5'RACE- cDNA 3,5

5’'RACE-PCR 35

Universeller Primermix 10 x 2,5

UniversellernestedPrimermix 10 x 1,0

5’RACE#3rev 10 uM 1,0

5’'RACE#2rev 10 uM 1,0

H-,0 ad 25 ad 25

Als Template fiir die 3’'RACE-PCR diente die anhaed BolyA-RNA synthetisierte

3’'RACE-cDNA, die anschlieRendestedPCR wurde mit dem ersten Reaktionsansatz
als Template durchgefiihrt. Neben dem im Kit endmdh universellen Primermix
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(UPM) und dem universellenestedPrimermix (nUPM) wurde der genspezifische
Primer 3'RACEfwd verwendet (siehe Tabelle 7). DIRACE-PCR und dienested
3'RACE-PCR wurden entsprechend den Protokollen iabelle 15 und 16
durchgefihrt.

Tabelle 15: Bedingungen der 3'RACE-PCR zur Amplifikation des 3'Endes der
CACNA1ScDNA

PCR-Schritt || Anzahl Zyklen Temperatur (°C) ‘ Dauer (min)
Denaturierung 35 94 0:30
Hybridisierung 70 0:30
Elongation 72 3:00

Tabelle 16: Bedingungen denested3’RACE-PCR zur Amplifikation des 3’Endes
der CACNA1ScDNA

PCR-Schritt || Anzahl Zyklen ‘ Temperatur (°C) ‘ Dauer (min)
Denaturierung 35 94 0:30
Hybridisierung 69 0:30
Elongation 72 3:00

Zur Amplifikation des 5’Endes de€CACNA1ScDNA analog zur 3'RACE-PCR
wurden als Template die 5’RACE-cDNA und in destedPCR die 5’RACE-PCR
selbst eingesetzt. Neben den im Reaktionskit etetieh Oligonukleotiden wurden die
genspezifischen Primer 5’RACE#3rev und 5’RACE#2sngesetzt. Die 5’RACE-
PCR und dismestedb’RACE-PCR wurden entsprechend den Protokollehaibelle 17
und 18 durchgefihrt.
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Tabelle 17: Bedingungen der 5’RACE-PCR zur Amplifikation des 5’Endes der

CACNA1ScDNA

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Denaturierung 5 94 0:30
Hybridisierung 70 0:30
Elongation 72 1:30
Denaturierung 30 94 0:30
Hybridisierung 68 0:30
Elongation 72 1:30

Tabelle 18: Bedingungen denested5’RACE-PCR zur Amplifikation des 5’Endes

der CACNA1ScDNA

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Denaturierung 2 94 0:30
Hybridisierung 67 0:30
Elongation 72 1:30
Denaturierung 35 94 0:30
Hybridisierung 66 0:30
Elongation 72 1:30

4.4.4 one-step RT-PCR

Zur Erzeugung von langen, dif!ACNA1ScDNA-Sequenz abdeckenden Fragmenten
wurden cDNA-Synthese und Amplifikation in einem R#&ansansatz durchgefihrt.
Hierzu wurde dasone-stepRT-PCR Kit von Qiagen (Hilden) nach Angaben des
Die Reaktionsbedingungerd sm Tabelle 19 und 20

Herstellers verwendet.

dargestellt.
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Tabelle 19: Reaktionsansatz zur Durchfihrung deone-stepRT-PCR der
CACNA1ScDNA

Reagenz Ausgangs- Volumen Konzentration im

konzentration (uh Ansatz
RNA 78 ng/ul 2,0 3,12 ng/ul
RT-PCR Buffer 5x 10,0 1x
dNTP Mix 10 mM 2,0 400 uM
Primer 1 10 pmol 3,0 0,6 uM
Primer 2 10 pmol 3,0 0,6 uM
Qiagen Enzyme Mix k.A. 2,0 k.A.
RNase Inhibitor 20 u/pl 0,5 0,2 u/ul
Hzo ad 50

Zu den Konzentrationen der verschiedenen Enzyn®@iagenone-stedRT-PCR Enzyme Mix werden vom
Hersteller keine Angaben (k.A.) gemacht.

Tabelle 20: Bedingungen deponeStepRT-PCR zur Amplifikation von CACNAL1S

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Reverse Transkription 1 45 30:00
Aktivierungsschritt 1 95 15:00
Denaturierung 36 94 0:12
Hybridisierung 60 0:30
Elongation 68 3:00
Finale Elongation 1 68 10:00

Neben verschiedenen Reagenzien sind im QiagexstepRT-PCR Enzyme Mix
Omniscript™ Reverse TranscriptaseSensiscript™ Reverse Transcriptaseund
HotStarTa§ DNA Polymerase kombiniert. Die Extraktion der als Template
eingesetzten Gesamt-RNA aus Muskelgewebe erfolitedem NucleoSpifi RNA II
Kit von Machery-Nagel GmbH (Duren). Zur genspezifisn Amplifikation wurden
Ca249fwd/Ca2747rev, Cald05fwd/Cad4083rev und Ca3@f8€fa6066rev (siehe
Tabelle 7) als Primerpaare eingesetzt.

4.4.5 Expressionsanalyse des CACNAL1S-Gens

Um die Transkription deSACNA1Sn verschiedenen Geweben zu vergleichen, wurde
ein Fragment im 3'Bereich der mRNA amplifiziert.eJeweiligen cDNAs wurden mit
Hilfe der RNA von postmortementnommenen Proben (Gehirn, Herz, Uterus,
Skelettmuskel, Lunge, Leber, Niere, Milz und Valitl mit dem RevertAid" H
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Minus First Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentaisl.eon-Rot) synthetisiert (siehe
4.3.1). Die Templatemengen der einzelnen Proben diégr PCR wurden zur
Normalisierung so eingestellt, dass sich bei dJd&APDHPCR gleiche

Amplifikatmengen ergaben. Die PCR wurde mit denm@rn Ca5531fwd und
Ca6066rev (Fragment Exon 43 bis 3'UTR, siehe Tab&)l und TagPolymerase

(Eppendorf, Hamburg) durchgefuhrt nach den Protekah Tabellen 21 und 22.

Tabelle 21: Reaktionsansatz zur Amplifikation der ©NA (Exon 43 bis 3'UTR)
zur Expressionsanalyse

Reagenz Ausgangs- Volumen Konzentration im

konzentration (uh Ansatz
cDNA-Template 0,5 - 2 ng/ul 0,5-2ng
Tag-Puffer mit Md"* 10 x 1,5 1x
MgAc 15 mM 1,5 1,5 mM
dNTPs 2mM 15 0,2 mM
Ca5531fwd 10 uM 1 0,7 pM
Ca6066rev 10 uM 1 0,7 uM
Tag-Polymerase 5 U/ul 0,2 0,07 U/ul
H-0 ad 15ul

Tabelle 22: PCR-Bedingungen zur Amplifikation der ®NA (Exon 43 bis 3'UTR)
zur Expressionsanalyse

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 92 2:00
Denaturierung 24 — 36 92 0:30
Hybridisierung 59,5 0:30
Elongation 72 0:45

Fur jede cDNA wurde ein Reaktionsansatz gemiscttaut mehrere Reaktionsgefalle
verteilt, die nach Ablauf der gewiinschten Zyklen@#, 27, 30, 33 und 36 Zyklen)
aus dem Thermocyler genommen wurden.

66



MATERIAL UND METHODEN

4.5 Polymerase-Kettenreaktion mit genomischer DNA

4.5.1 Amplifikation zur Identifizierung von Polymgrhismen

Zur ldentifizierung genetischer Polymorphismen vamrdyenomische Abschnitte des
felinen CACNA1SGens kloniert und sequenziert. Hierzu wurde jee ddiNA-Probe
von einem betroffenen Burmakater (Labornummer HKOBiner gesunden
Burmakatze (Labornummer HKO06), einer vermutetenagdatragerin (Labornummer
HKO04) sowie eines Europdisch Kurzhaar-Katers (Labomtmer PKO) als Template
eingesetzt. Zur Amplifikation wurde das FailS&fePCR System von Epicentre
(Madison/USA, Vertrieb durch Biozym Scientific GmpHHess. Oldendorf)
verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden im reduzieAasatz (12 pl) unter den in
den Tabellen 23, 24 und 25 angefiihrten Bedingumgésprechend der Angaben des
Herstellers durchgefihrt.

Tabelle 23: Allgemeine Bedingungen fur die PCR vobDNA-Fragmenten des
CACNA1Smit FailSafe™ PCR System

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 94 2:30
Denaturierung 30 94 0:30
Hybridisierung y 0:30
Elongation 72 z
Finale Elongation 1 72 15:00

Spezifische Werte fir Annealingtemperatur (y) utahBationsdauer (z) sind in Tabelle 24 entsprechuznd
Primerkombination aufgefihrt

Tabelle 24: Primerkombinationen und spezifische Moilikationen zur
Amplifikation von DNA-Fragmenten des CACNA1S

Primer Primer FailSafe™ PCR Annealing- Elongations-
forward reverse 2 x PreMix temperatur dauer

X y (°C) z (min)
Cal405fwd Cal584rev H 64 2:10
MutJRfwd MutJRrev H 59 0:20
Ca2552fwd Ca2747rev G 60 1:30
Ca3908fwd Ca4083rev K 64 0:45
Ca3908fwd Ca4l142rev H 63 1:20
Ca4606fwd Ca4869rev A 55 2:00
Cab5531fwd Ca6066rev G 60 1:00
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Tabelle 25: Allgemeiner Reaktionsansatz zur Amplikation von DNA-
Fragmenten desCACNA1Smit FailSafe™ PCR System

Reagenz Ausgangs- Volumen Konzentration im
konzentration (uh Ansatz
DNA-Template variabel 0,5 variabel
FailSafé" PCR-PreMix x 2 x 6,0 1x
Primer forward 10 uM 0,625 0,5 uM
Primer reverse 10 uM 0,625 0,5 uM
FailSafé™ Enzym Mix k.A. 0,125 k.A.
H20 ad 12

Als Primer wurden die in Tabelle 24 gelisteten Bagrwendet. Der jeweils verwendete Fail$AfeCR-
PreMix (x) ist dort entsprechend der Primerkomboratufgefihrt.

4.5.2 Amplifikation genetischer Marker

4.5.2.1 Mikrosatelliten-PCR

Der auf dem felinen Chromosom F1 im Intron 9 @&CNA1SGens lokalisierte
Mikrosatellit GIKAOO1 (Accession Nummer DQO057981) wurde bei 208 Tieren
amplifiziert. Die PCR wurde in Anlehnung an die Abgn des Herstellers mit

ABsolute™ QPCR Mix (ABgene House, Surrey/UK) und den Primfe@A-CK#1fwd

und FCA-CK#2rev* (siehe Tabelle 6) durchgefiuhrt.sBarwendete Protokoll ist in
den Tabellen 26 und 27 dargestellt. Die Typisieraleg Allele erfolgte Uber eine

Fragmentlangenanalyse im DNA SequenzierautomatdreRjress.

Tabelle 26: Reaktionsansatz zur Amplifikation des Nkrosatelliten GIKAOO1

Reagenz Ausgangs- Volumen Konzentration im

konzentration (uh Ansatz
DNA-Template variabel 1 variabel
QPCR-Mix 2 X 7,5 1x
FCA-CK#1fwd 10 uM 0,6 0,4 uM
FCA-CK#2rev 10 uM 0,6 0,4 uM
H,0 ad 15l
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Tabelle 27: PCR-Bedingungen zur Amplifikation des Mkrosatelliten GIKA0OO1

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 95 15:00
Denaturierung 30 95 0:30
Hybridisierung 64,5 0:20
Elongation 72 0:20
Finale Elongation 1 72 15:00

4.5.2.2 PCR-RFLPs

Zur Typisierung von 142 Proben (siehe Anhang, Tiab&l) wurden (neben dem
MikrosatellitenGIKAOQY) vier verschiedene SNPsiifigle nucleotide polymorphisins
in Exon- und Intronbereichen der genomischen Senuks CACNAlSverwendet,
deren Varianten (Uber PCR-RFLPs (PCR-Restriktiomfragt-Langenpoly-
morphismen) dargestellt wurden. Die verschiedeneagfente sind mit den
ermittelten Allelen in der NCBI Genbank unter deocAssion Nummern DQ128067
bis DQ128072 und DQ241398 bis DQ241402 eingetradia. jeweiligen PCRs
wurden nach den in den Tabellen 28, 29 und 30 @hgein Bedingungen mifacg
Polymerase (Eppendorf, Hamburg) durchgefihrt. DBRFUr Intron31+185 wurde
mit Polymerase-Puffer ohne Magnesium durchgefiitobei die M§*-Konzentration

durch Zugabe von Magnesiumacetat auf 1 mM im Angabracht wurde.

Tabelle 28: Primerkombinationen und spezifische Moifikationen fir PCR-

RFLPs

Primer Primer Position SNP Annealing- | Annealing- | Elongations-
forward reverse temperatur dauer dauer

x (°C) y (min) Z (min)
Ca2552fwd AN’ Intron17+46 63,5 0:30 0:30

189rev

Calnt31- Calnt31- . .
136fwd 31rev Intron31+185 65,3 0:30 0:30
Calnt36- Calntl7- . .
446fwd 898rev Intron36+482 63,5 0:30 0:40
Cab531fwd Ca6606rev Exon44+188 62 0:25 0:50
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Tabelle 29: Reaktionsansatz zur Amplifikation von ER-RFLPs

Reagenz Ausgangs- Volumen Konzentration im
konzentration (uh Ansatz
DNA-Template variabel 1 variabel
Tag-Puffer mit Md"* 10 x 1,5 1x
MgAc 15 mM 1,5 1,5 mM
dNTPs 2 mM 15 0,2 mM
Primer forward 10 uM 1 0,7 uM
Primer reverse 10 uM 1 0,7 uM
Tag-Polymerase 5 U/ul 0,2 0,07 U/ul
H-0 ad 15ul
Als Primer wurden die in Tabelle 28 gelisteten Basrwendet.
Tabelle 30: Bedingungen fur die Amplifikation von FCR-RFLPs
PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 94 3:00
Denaturierung 30 94 0:30
Hybridisierung X y
Elongation 72 z
Finale Elongation 1 72 5:00

Spezifische Werte fir Annealingtemperatur (x), Asdimgsdauer (y) und Elongationsdauer (z) sind ibélla

28 entsprechend der Primerkombination aufgefiihrt.

Nach der PCR wurden die Amplifikate mit Endonukkraserdaut. Die verwendeten
Restriktionsenzyme mit der jeweiligen Schnittsteifel Inkubationstemperatur sind in

Tabelle 31 aufgefihrt.

Tabelle 31: Ubersicht verwendeter Restriktionsendonkleasen

PCR-RFLP- Enzym Schnittstelle Reaktionspuffer Inkubations-
System 523 temperatur (° C)
Intron17+46 Taql TMCGA One-Phor-All Buffer Plus 65
Intron31+185 Pstl CTGCA"G Buffer O 37
Intron36+482 EcoRlI GMAATTC EcoRHK with BSA 37
Exon44+188 Avall G"\GWCC Buffer R 37

Jeder Reaktionsansatz setzte sich aus einem TBRHRR2ktion, Enzym, zugehdrigem
Puffer und Wasserafl 20 pl) zusammen und wurde Uber Nacht abhéngig vom
jeweiligen Enzym bei 37° bzw. 70° C inkubiert. ZAmalyse der PCR-RFLPs wurden
nach dem Verdau je 7 ul des Restriktionsansatz2%oigen Agarosegelen (0,5x TBE)
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durch Elektrophorese zur Fragmentlangenanalyseettefgnt. Nach der Farbung der
in den Gelen enthaltenen DNA im Etidiumbromidbadr{d@/| H,0) wurden die Gele
unter UV-Licht mit Hilfe der Videodokumentationsbgit und der Software
BioDocAnalyze (Biometra, Gottingen) digital aufgedmet. Die im UV-Licht
sichtbaren Fragmente wurden hinsichtlich Grof3e uadahl erfasst und dem
Schnittstellenmuster entsprechend den Genotypesordget.

4.6 Polymerase-Kettenreaktion mit Plasmid-DNA

Fur die Kolonien-PCR mit den M13-Primern des Vektawurde ein Teil der
jeweiligen Kolonie in den PCR-Ansatz Uberfuhrt. Digse der Bakterien erfolgte
durch Erhitzen wéhrend des ersten Reaktionsschrder PCR, bei dem auch die
Plasmid-DNA denaturiert wurde. Die PCR-Produkte demr mit TagPolymerase
(Eppendorf, Hamburg) entsprechend der ProtokollEaibelle 32 und 33 synthetisiert.
In  Abhangigkeit von der GroRe der jeweiligen Ingert variierten die
Elongationszeiten stark (1 min je 1000 bp).

Tabelle 32: Reaktionsansatz zur Amplifikation von Fasmidinsertionen durch
Kolonien-PCR

Reagenz Ausgangs- Volumen Konzentration im
konzentration (uh Ansatz
Plasmid-DNA variabel 0,1- 0,3
Tag-Puffer mit Mg 10 x 1,5 1x
MgAc 15 mM 1,5 1,5 mM
dNTPs 2 mM 15 0,2 mM
M13-Primer forward 10 uM 1 0,7 uM
M13-Primer reverse 10 uM 1 0,7 uM
TagPolymerase 5 U/ul 0,1 0,03 U/ul
H-0 ad 15ul
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Tabelle 33: PCR-Bedingungen fir die Amplifikation von Plasmidinsertionen

durch Kolonien-PCR

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 94 3:00
Denaturierung 30 94 0:30
Hybridisierung 58 0:25
Elongation 72 variabel
Finale Elongation 1 72 5:00

4.7 Cycle Sequencindgreaktionen

Zur Ermittlung der Nukleotidsequenz der Plasmiditiseen und der PCR-Produkte
wurden Sequenzierreaktionen mit dem ABI PRfSBIgDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit von Applied Biosystems (Vertrieb Agp Deutschland GmbH,
Darmstadt) nach Vorgaben des Herstellers durchgefibie einzusetzenden
Templatemengen fir Sequenzierreaktionen mit PCRitkten richtete sich nach der
FragmentgroRe und wurde mittels Mengenschatzgelaoh nErfahrungswerten
geschatzt. Bei Plasmidsequenzierungen wurden jé&tiera400 ng Plasmid-DNA
verwendet. Die Hybridisierungstemperatur wurde ibhangigkeit zur Grof3e des
eingesetzten Primers zwischen 50° C (Primer < 20 3 C (Primer 20 bis 23 bp)
oder 60° C (Primer > 23 bp) variiert. Verwendet g je nach zu sequenzierendem
Fragment die urspringlichen Amplifikationsprimerws® anhandPrimerwalking
entwickelte interne Primer, bei Plasmid-Sequennigem wurden M13-Primer
genutzt. Die Protokolle fiir Sequenzierreaktionent rABI PRISM® BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bie®yms, Darmstadt) sind in den
Tabellen 34 und 35 dargestellt.
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Tabelle 34: Reaktionsansatze fur Sequenzierreakti@m mit Plasmid-DNA und

PCR-Produkten

Reagenz Ausgangs- Sequenzierung von Sequenzierung von
konzentration Plasmid-DNA (pl) PCR-Produkten (pl)

Template 400 ng variabel

BigDye® Terminator v1.1 2,5 x 8,0 4,0

BigDye Sequencing Buffer 5 X 2,0

Primer 5 pmol/ul 1.0 1,0

H.0 ad 20ul ad 20l

Tabelle 35: Bedingungen der Sequenzierreaktionen miPlasmid-DNA und PCR-
Produkten

PCR-Schritt Anzahl Zyklen Temperatur (°C) Dauer (min)
Initiale Denaturierung 1 96 1:00
Denaturierung 25 96 0:15
Hybridisierung variabel 0:10
Elongation 60 4:00

Direkt im Anschluss an die Reaktion wurden die ®egieransatze mit 2 ul 3 M
Natriumacetat und 50 pl Ethanol gefallt und nacheimvaligem Waschen mit
70%igem Ethanol bei 50 °C getrocknet.

4.8 Aufreinigung von PCR-Produkten

Alle zum Klonieren oder Sequenzieren verwendeteRP@dukte wurden nach der
Elektrophorese aus 1x TAE-Agarosegelen mit dem Wifz8V Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Mannheim) nach Angaben destdHers aufgereinigt. Die

Eluation erfolgte jeweils in 20 pul Wasser.

4.9 Klonierung von PCR-Produkten

Die TA-Klonierung aller PCR-Produkte erfolgte mierd pGEM-T Vector System
(Promega, Mannheim) nach der Anleitung des HeestelNach Ligation des Vektors
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mit dem jeweiligen PCR-Produkt Uber Nacht erfolgthe hitzeinduzierte
Transformation des Vektors in kompetente JM109efel(Promega, Mannheim).
Diese Zelllosungen wurden auf Selektionsmedienl®@ pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml
Bromochloroindolylp-D-galactopyranosid (XGal, Substrat frGalactosidase) und
10 pg/ml Isopropylthig3-D-Galactopyranosid (IPTG) ausgestrichen. Nach der
Inkubation bei 37° C Uber Nacht wurden die durah Blau-Weil3-Selektion positiv
identifizierten Klone in Flussigkulturen mit LB-Medn vermehrt. Nach der
Uberpriifung der Insertion durch eine Kolonien-PCRolgte die Isolierung der
Plasmide.

4.10 Fluoreszenan-situ-Hybridisierung (FISH)

Zur chromosomalen Lokalisierung des felineBACNAL1SGens wurde eine
Fluoreszenzn-situ-Hybridisierung (FISH) im Institut fir Tiergenetiknd Zichtung
der Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiegoz(fan, Polen) durchgefihrt.
Als Sonde dienten pGERT Plasmide mit einem 1490 bp langen Abschnitt der
genomischen Sequenz dE€ACNA1SGens (Accession Nummer DQ128065), das
anhand feliner DNA mit den Primern Ca4606fwd und4&®rev (Kapitel 4.5.1)
synthetisiert wurde. Die Chromosomenpréaparate  wurdeaus felinen
Lymphozytenkulturen hergestellt und vor Durchfilguder FISH durch Q-
Bandenfarbung mittels Diamidinophenylindoldihydrtmeid (DAPI) identifiziert
(SZCZERBAL & MICHALAK 2003, SZCZERBALet al.2003b).

Nach Verdau der Plasmide niiNAselwurden die 200 bis 500 bp langen Fragmente
mit Phenol und Chloroform extrahiert und nach deldluang mit Ethanol und
Magnesiumchlorid in 1x TE gelost (ROGALSKA-NIZNIKt al. 2003, SZCZERBAL
et al. 2003a). Fur die Markierungsreaktion wurden 500deg verdauten Plasmid-
DNA mit random hexamePrimern gemischt und bei 94° C in 5 Minuten deneatt
Nach Zugabe von dNTPs und Biotin-gelabelten dUTR&erhaltnis 11,5:1 und dem
Klenow-Fragment erfolgte die Biotinylierung bei 37C fir 30 Minuten
(SZCZERBAL & MICHALAK 2003, SZCZERBALet al. 2003b). Nach Abstoppen
der Reaktion wurden die Syntheseprodukte unter Eeigaler ssDNA eines
Salamanders (Roche Applied Science, Warschau, Poler Nacht mit Ethanol und
Magnesiumchlorid gefallt (ROGALSKA-NIZNIKet al. 2003, SZCZERBALet al.
2003a). Zur Entfernung von RNA und Proteinen wurdeéchst in 2x SSC verdinnte
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RNAseauf die Chromosomenpraparate gebracht und beC3#38 min inkubiert. Vor
dem Proteinverdau in sauerer Pepsinlésung (3790Cnih) wurden die Objekttrager
dreimal in 2x SSC (je 3 min) und danach zweimal mitPBS (je 5 min) und einmal
mit 1x PBS und Magnesiumchlorid gewaschen. Die [Mdebywng der Préaparate
erfolgte in aufsteigender Ethanolreihe (70%, 808869e 3 min bei Raumtemperatur).
Durch Trocknung bei 80°C fur 45 min wurde die Demigrung der DNA auf dem
Objekttrager eingeleitet und mit 70% Formamidlésum@x SSC (70° C, 2 min) und
weitere Waschschritte in aufsteigender Ethanolréileéo, 80%, 90%, absolut je 3 min
bei -20° C) fixiert. Die Denaturierung der Sondé&lgte bei 70° C fur 10 Minuten.
Nach dem Abstoppen der Reaktion auf Eis wurde diend8® auf das
Chromosomenpraparat aufgebracht, mit einem Abdaskghd Silikon abgedichtet
und far die Hybridisierung tber Nacht bei 37° C ublert. Zum Entfernen der
Reagenzien sowie nicht hybridisierter Sonden etéolgnehrere Waschschritte (2x
SSC und 50% Formamid, 42° C, 3x 5 min und 3x 2x 82, C, 5 min). Zur
Vorbereitung der FITC-Markierung wurden die Pragare Equilibrierungspuffer (4x
SSC mit 0,05% Tween20) bei Raumtemperatur fir 19 imkubiert, danach erfolgte
das Blocken unspezifischer Bindungsstellen mit 33ABRersetztem Equilibrierungs-
puffer bei 37° C fur 30 min. Fur die Markierungsteanen wurden die Praparate je 45
Minuten im Brutschrank zunéchst mit Avidin-Fluoresasothiocyanat (Avidin-FITC,
10pg/ml), dann mit biotinyliertem Antiavidin (10pngl) und abschliel3end wieder mit
Avidin-FITC inkubiert. Nach jeder Reaktion wurdeie dbjekttrager je dreimal fur 5
Minuten bei 42° C im Equilibrierungspuffer gewasesh&ach dem abschlielRenden
Waschschritt in destilliertem Wasser wurden diepBrate mit Vectashiefdmounting
medium with DAPUberschichtet und mit einem Deckglas verschlossen.

Die Objekttrager mit den Chromosomenpraparaten munanter dem Fluoreszenz-
mikroskop (Nikon Eclipse E600) mit Hilfe der Softvalucia (Melville USA)
ausgewertet und die Bilder durch die angeschlosBanheneinheit gespeichert. Die
Lokalisation erfolgreicher Hybridisierungen erf@gdurch Vergleich der Fluoreszenz-
signale der Hybridisierungen mit dem Q-Bandenmuster mit DAPI geférbten
Praparate.
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4.11 Gelelektrophoresen

4.11.1 Agarosegele

Agarosegelelektrophoresen wurden in Anlehnung arMBROOK et al. (1989)
abhéngig von den aufzutrennenden PCR-Amplifikated dem Verwendungszweck
mit unterschiedlichen Agarosekonzentrationen, Raffand DNA-GroRenmarkern
durchgefiuhrt. Die verwendete Agarosekonzentratiaohtete sich nach den
FragmentgrofRen der erwarteten PCR-Produkte. FUAdigennung der Fragmente
aus der pe-stepRT-PCR zur Sequenzierung der mRNA deACNA1Swurden
zweischichtige Gele verwendet, wobei die unterac®tt{2% Agarose) ausschlief3lich
zur Stabilisierung der 1% Elektrophoresematrix thelVie bei allen TBE gepufferten
Gelen wurde 0,5x TBE Laufpuffer bei Spannungen Wnvicm Elektrodenabstand
verwendet. Die PCR-RFLPs zur Typisierung der SNBden nach dem Verdau auf
2% 0,5x TBE Agarosegelen durch die Elektrophorege Fragmentlangenanalyse
aufgetrennt und die Genotypen anhand der beobachtgagmente erfasst. Fiur die
Expressionsanalyse der mRNA dEACNA1Sin verschiedenen Geweben wurden
1,5% Gele mit 1x TBE Laufpuffer verwendet. Die Blebhorese aller zur Extraktion,
Klonierung oder Sequenzierung verwendeten PCR-Rtedwerfolgte in TAE
gepufferte Gelen mit 1x TAE Laufpuffer bei Spannemgvon etwa 5 V/cm
Elektrodenabstand. Unmittelbar nach der Elektropber wurden alle Gele im
Etidiumbromidbad (1 mg/l }0) gefarbt. Die mit UV-Licht angeregten Agarosegele
wurden im Anschluss mittels Videodokumentationseinhund der Software
BioDocAnalyze (Biometra, Gottingen) digital aufgedaet.

4.11.2 Fragmentlangenanalyse am ALFexpré$s

Die Mikrosatellitenanalyse erfolgte durch Elektropése der PCR-Produkte im DNA-
Sequenzierautomat ALFexpré¥s (Amersham Bioscience, Freiburg) nach dem
Protokoll von WEIMANN (2000). Fur die Untersuchumge/urden denaturierende
Polyacrylamidgele auf Basis der Long Rarfggel solution der Firma Bio Whittaker
Molecular Applications (Rockland, USA; Vertrieb Bym Diagnostic, Hess.
Oldendorf) verwendet. Als Grolienmarker zur Standemding dienten PCR-Produkte
nach HIENDLEDERet al (1998). Die Elektrophorese erfolgte rechnergestedurch
die ALFwin Software (Amersham Bioscience, Freibuje Fragmentlangen wurden
anhand ihres Fluoreszenzsignals erfasst. Die fiigetten FragmentlAngen des
jeweiligen Tieres im MikrosatellitenGIKAOO1 wurden mit Hilfe der Software
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AleleLocator Version1.03 (Amersham Bioscience, Ibuey) den entsprechenden
Allelgro3en zugeordnet.

4.11.3 Sequenzierung am ABI PRISM 377

Die Sequenzierung erfolgte im ABI PRISN877 DNA Sequencer der Firma Applied
Biosystems (Foster City, USA) durch Elektrophoreder Fragmente aus der
Sequenzierreaktion im 5%igem Polyacrylamidgel (28ctylamid/Bisacrylamid, 30

%ig v/iw) nach Angaben des Herstellers. Pro Gel wulge Gellosung aus 8,4 ml
30%ige PAA-Losung, 21 g Harnstoff, 6 ml 10x TBE-feafund 20 ml HPLC

gereinigtem Wasser angesetzt. Nach der FiltratesrLdsung wurden 300 pl 10 %iges
APS und 20 pl TEMED zur Katalysierung der Polymetiten additiert. Zuséatzlich

wurden die Glasplatten nach der Reinigung mit Ak6hund 6 M Natriumhydroxid

vor dem Zusammenbau sowie nach Gie3en und Polysrens des Gels mit

bidestilliertem Wasser abgespult. Zur Vermeidungn vBufferverlusten wurde

laborspezifisch die Glasplatteneinheit neben derar Pufferkammer mit HeiRkleber
abgedichtet.

Die Sequenzierreaktionen wurden in 4 pl Ladepudtes 5:1 Formamid und in EDTA
geléstem Blue Dextrdhgeldst und je 1,5 pl der Lésung auf das Gel gelafee
Fragmente wurden durch die Elektrophorese im delea¢umden Gel nach ihrer Lange
aufgetrennt und nach Laseranregung anhand derhvedsnen fluoreszenzmarkierten
3’Enden identifiziert. Die Fluoreszenzsignale wurdaittels Photomultiplier in ein
elektrisches Signal umgewandelt, welches zur Rexhkait Gbermittelt und mit Hilfe
der DNA Sequencing Analysis Softwdfein Chromatogramme (ibersetzt wurden. Die
ausgegebenen Chromatogramme wurden mit der Soff@laremas 1.45 kontrolliert
und in Textdateien umgeschrieben. Die Kontrolle 8equenzdaten erfolgte mittels
der Onlineprogramme NCBhucleotide-nucleotideBLAST, NCBI protein-protein
BLAST und NCBIcross speciedegablast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

4.12 Analyse von mRNA- und Protein-Sequenzen

Zur ldentifizierung konservierter Abschnitte zurirRerentwicklung wurden die
MRNA-Sequenzen verschiedener Spezies mit Hilfe @elinesoftware ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) verglichen. Dasigiiment der Sequenzierergebnisse
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von Plasmiden bzw. PCR-Produkten erfolgte mit Hitfes Computerprogramms
GENEDOC 2.6002. Mit dieser Software wurden zudeme djeweiligen

Konsensussequenzen erstellt und Translationen voklebtid- zu Aminosauren-
sequenzen vorgenommen.

Die Sequenz der felinen mRNA d€3ACNAl1Swurde zudem mit verschiedenen
Softwareprogrammen analysiert. Zur Identifizierudgs Leserahmens wurde die
Software ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gowfacts/gorf/) verwendet und die
Sequenz nach Standardcode in GENEDOC 2.6002 ttemsla/ergleiche zwischen
den mRNA-Sequenzen dex-Untereinheiten von Calciumkanélen verschiedener
Spezies erfolgten mit ClustalW. Hierbei ermitteléstanzmalle wurden durch die
Software TreeView 1.6.6 als phylogenetische Bauargesktellt. In der translatierten
felinen Aminoséuresequenz dEACNA1SGens wurden die Transmembransegmente
mit Hilfe der Softwareprogramme HMMTOP Version 2(Bttp://www.enzim.hu/
hmmtop/), TMHMM v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/seceis/TMHMM-2.0/), TMPred
(http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED_form.htmind TopPred 1l (http://
bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.hgmelchatzt und anhand dieser Vor-
aussagen der Konsensus gebildet. Der Abgleich hersaden mRNA- und den
Proteinsequenzen de€ACNALS von Katze und Mensch erfolgte mit den
Computerprogrammen ClustalWwW und Genedoc. Informatio zu splice-sites des
humanenCACNA1Svurden den Datenbanken des NCBI entnommen.

4.13 Vergleich von Allel- und Genotypfrequenzen

Mit Hilfe der Software SAS Prozedur GLM wurden Adlend Genotypfrequenzen der
genetischen MarkernGIKAOO], Intronl17+46, Intron31+185, Intron36+482 und
Exon44+188 in den untersuchten DNA-Proben hinswdhtRasse, Haarkategorie und
HypoPP-Merkmalsklasse erfasst. Die Allele und Ggmenn der Rassen mit n < 4
Tieren wurden zu einer Gruppe innerhalb der Hagdakategorien zusammengefasst.
Der beobachtete Heterozygotiegrad im Mikrosatelli@KAOOL wurde anteilig zu
allen Genotypen innerhalb der Rassen erfasst. &bftede in den Allel- und
Genotypfrequenzen der Marker zwischen bestimmtesséta und Haarkategorien
wurden mittels Fishers Exakt Test auf Signifikabejpruft.
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4.14 Schatzung der Haplotypen und Haplotypfrequenze

Die Schéatzung der auftretenden Haplotypen hingathtlder typisierten SNPs
Intron17+46, Intron31+185, Intron36+482 und Exon288 erfolgte innerhalb der von
HypoPP betroffenen Katzenfamilie durch die Softwafamhaf Version 15
(BECKER & KNAPP 2002). Fur dieses Programm wurdemerhalb des
Burmapedigree 21 Subfamiliemuclear familie} abgegrenzt, die jeweils aus einer
Elterngeneration und ihren direkten Nachkommendbest. In zehn Fallen wurden der
Untersuchung nicht zur Verfigung stehende Eltematielurch Platzhalter mit
unbekannter Genotypisierung ersetzt. Dadurch konwcte Informationen von 52
Katzen beruicksichtigt werden. Eine Ubersicht detbetogenen Tier innerhalb der
,nuclear families ist im Anhang in Tabelle 53 aufgestellt. Die Sodire Famha%
Version 15 (BECKER & KNAPP 2002) wurde auch zur dsdung der
Haplotypfrequenz bei Burmakatzen innerhalb der Muelsklassen klinische
Symptome* und ,symptomfrei“ (Model 1, siehe Tabelleverwendet.

Die Genotypisierungen weiterer Katzen konnte nuEimeelfall zur Bestimmung von
Haplotypen verwendet werden (siehe Anhang, Tal)e Nur bei in allen vier SNP-
Marker homozygoten bzw. bei in nur einem SNP hetggoten Tieren konnten
Haplotypen interpretiert werden.

4.15 Assoziationsanalyse

Mittels der Assoziationsanalyse wurde der Zusammaeglzwischen der Auspragung
und Haufigkeit intragener Marker und dem Merkmal paP innerhalb der
Burmakatzenfamilie Uberprift. Die Analyse wurdesiehtlich des Merkmals mit zwei
Modellen durchgefiihrt (Tabelle 4). Im ersten Modwalirde das Merkmal in ,klinische
Symptome* und ,symptomfrei“ unterschieden. Im zwaitModell wurden unter
Annahme des autosomal-rezessiven Erbgangs vier mvdsklassen (,HypoPP
betroffen”, ,Anlagetrager”, ,potentieller Anlagegér®, ,unbekannt®) charakterisiert.
Die Uberpriifungen der Signifikanz von Unterschiedemischen den Allel- und
Genotypfrequenzen der genetischen Marker sowieHdefotypfrequenzen beziglich
der SNPs zwischen den Merkmalsklassen beider Modafiolgte mittels Fishers
Exakt Test.
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5 Ergebnisse
5.1 Untersuchung des Katzenstammbaums

5.1.1 Inzuchtkoeffizienten und Verwandtschaftsmatri

Durch die rekursive Pedigree-Methode konnten dzei¢htkoeffizienten innerhalb des
424 Individuen umfassenden Stammbaums berechnelewem Tabelle 36 sind die
Inzuchtkoeffizienten aller erfassten Katzen in Greip dargestellt.

Tabelle 36: Inzuchtkoeffizienten bei Burmakatzen imgesamten Pedigree

Inzuchtkoeffizient Anzahl Tiere (n = 424)| Anzahl Tiere (n = 64)
0,0 368 26
0,00244
0,00320
0,00781
0,00787
0,01275
0,01285
0,01575
0,01635
0,01964
0,02057
0,02222
0,02344
0,03125
0,03397
0,03511
0,03516
0,03906
0,03912
0,04889
0,06250
0,06594
0,07916
0,10938
0,10950
0,12500
0,12890
0,13626
0,12891
0,13626
0,18750
0,25000
0,31250
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Die Inzuchtkoeffizienten im gesamten Stammbaumelegwischen 0,0 und 0,313.
Vier der Tiere mit Inzuchtkoeffizient von 0,125 dinVollgeschwister, deren

Grofimutter miutterlicherseits auch die UrgroBmutles Vaters ist. Der hochste
Inzuchtkoeffizient von 0,313 wurde bei einem Ti@chgewiesen, dessen Vater mit
seiner eigenen Mutter verpaart wurde. Auch das fiédem Inzuchtkoeffizient 0,25

entstand aus einer Vater-Tochter-Verpaarung. Im afigh Tabelle 54 sind die

Verwandtschaftsgrade der 64 Tiere untereinandeziner Matrix zusammengefasst,
die den molekulargenetischen Analysen zur Verflgstagden. Durch Anpaarungen
zwischen verwandten Tieren 1. und 2. Grades wealseNerwandtschaftsgrade Werte
bis zu 0,64 auf.

5.1.2 Erbgang der HypoPP in der Katzenfamilie

Fur die Erkrankung kann im untersuchten Stammbaumgeschlechtsgebundener
Erbgang sicher ausgeschlossen werden. Ein Y-chrommaler Erbgang ist
unwahrscheinlich, da auch weibliche Tiere an Hypafkranken. Bei einem X-
chromosomale Erbgang mussten - unabhéangig ob dobmar rezessiv - zumindest
alle Kater eines Wurfes betroffen sein, nicht nazelne Welpen. Wird ein einfacher
Erbgang unterstellt, muss ein autosomal-dominavitetus fur die HypoPP aber auch
verworfen werden, da auch Anpaarungen zwischen ®mifpeien Tieren zu von
HypoPP betroffenem Nachwuchs flhren. Unter der Bsender unvollstandigen
Penetranz konnte fir die HypoPP im untersuchtemgRsslein autosomal-dominanter
Erbgang vergleichbar der Erkrankung beim Menschegemommen werden. Da im
vorliegenden Pedigree aber die Falle an HypoPmner é&eneration auftreten, ist ein
autosomal-dominanter Erbgang auch mit inkompleftenetranz unwahrscheinlich.
Unterstellt man allerdings einen autosomal-rezessiVererbungsmodus, kann man
im untersuchten Stammbaum Merkmals- und Anlagetradentifizieren und die
hypothetische Weitergabe eines an der Krankhegtdming beteiligten Allels
nachvollziehen.
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5.2 Sequenz und Expression d&CACNALSMRNA

5.2.1 Basenfolge der mRNA

Zur Ermittlung der Nukleotidsequenz der mRNA d@ACNA1Skonnten zunachst
unspezifische Primer anhand konservierter BerettdreGensequenzen verschiedener
Spezies abgeleitet werden. DurBhimerwalking wurden anhand der gewonnenen
Sequenzinformationen spezifische Primer zur Gewignweiterer PCR-Produkte
entwickelt. Die cDNA-Enden wurden schlie3lich mgt®RACE-PCR amplifiziert. Die
Positionen und Langen der einzelnen FragmenteisiAtibildung 8 dargestellt.

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 bp

Ca-2490wd + MutdRrey
CAT2-01fwd + CAT3-02rey

Ca-1759wd + MutPrey
Ca-d127twd + Ca-d762rey

Ca-845fwd + MutdRrey

CATHT + CATHS

Ca-249fwd + Ca-894ray

Ca-473Tfwd + Cat2-02rey

nJPM + 5 RACE#HZrey

Ca-5265fwd + Ca-5700rey

FRACEfwd + nlUPM

Abbildung 8: Schematische Positionen einzeln€2ACNA1SFragmente mit
Primerbezeichnung zur Identifizierung der mMRNA-Seqenz

Durch das Alignment der Sequenzen dieser Fragméwtente die gesamte
Nukleotidfolge der mRNA des feline@ACNA1LSidentifiziert werden. Die mRNA

besteht aus 6070 Basen ohne pdkgthwanz. Die in Abbildung 9 dargestellte
Sequenz wurde unter der Accession Nummer DQ1280#ei Genbank des NCBI
eingetragen.

1 ggagggcacg cttggcccag caggct cagc cggtccagtc cccaaggctg gggcgct ggg
61 gacacaggga ggagcgggca gcggggt ggg ggaact ggag accgcgagac tgccagggga
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121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781

gccat ggagc
gttcctgaga
ct gaggaagg
accatctttg
aacactctca
gaagccgcca
agcggct gga
gaacaggtta
gacgt caagg
ccgagcct gc
gccctgetcg
ggcaaaat gc
gagaagccct
gagt gt cggg
ttctccatgce
tgggt caat g
ct ggggt cct
gagcgggaga
gaagaggacc
gactt gagag
gaaat cgagg
atctttcget
ctggtcgttg
ttgacccatt
ct gct gaaga
gactgcttcg
acgcccct gg
aagt act gga
gcctcect ge
ctcttcgggg
ttcccgcagg
at gt acaacg
tatttcatca
gct gt ggaca
gagagaaaac
gt aat ggcca
ct gaaaat cg
gacttcccag
ccgctggetg
ttcattttca
tggttcacca
gaccccat cc
acctctgtct
aagggct cct
ctcatctcca
agggt gct cc
tgtgtgtttg
ttcatgtttg
ttat ccaaga
cccacccaga
gt gct ct cgg
ctttaccagg
gagat ggcca
tttgtgggct
gaact ggaca
tgctacat cc
tttgagtacc
t acaaccagt
atcttcaccc
gacccct gga
agt gaaat cg
gggaacgttg

cat cct cacc
ttctgccaag
cctgcat caa
ccaact gt gt
accttggtct
t gaagat cat
at gt gct aga
acgtcat cca
ccct gagagce
aggt ggt cct
tcctectttat
acaagacctg
caccct gcge
gcggcet ggec
tcaccgtgta
at gccat cgg
tcttcattct
aggccaagt c
tccggggct a
aagggaagct
gctt gaacaa
ggaagt gcca
ccct caacac
t gcaagacgt
t gt gcgggct
t ggt gt gcag
gcat ct ccgt
cgt cgct gag
tgct gct get
gcaggt acga
ccctcat cag
ggat cat ggc
tcectttttagt
acct ggctga
gcaggaagat
agaagct gga
atgaatttga
gagat gat ga
agct gcagct
gccccaccaa
acttcatcct
gggccgagt c
tcact gt gga
tctgccgcaa
t gggact cga
ggcccct geg
t ggccat ccg
cctgcat cgg
t gacagagaa
t ggagct gcg
ccatgatgtc
ccat agactc
tcttcttcat
tcgttattgt
agaaccagcg
ccaaaaaccc
tgatgtttge
cagaggagat
t ggagat ggt
atgtgtttga
acactttcct
acccagacga

ccaggat gag
gccaccccgg
cat cgt ggaa
ggccct ggcet
ggagaaact g
tgcct at ggc
cttcatcatc
aagcaacacc
cttccgtgtg
caactccatc
ggt caccatc
ctacttcatt
caggacgggc
ggggcccaac
ccagtgcatc
gaacgagt gg
caacct ggt g
caggggaacc
cat gagct gg
gt ct ct ggat
aat cat ccag
cgat gt gat c
cctgtctatc
tgccaaccga
gggcct gege
cggcgtcctg
gct gcget ge
caacct ggt g
tttcctcttc
ctt cgaggac
cgtcttccag
ctacggcggg
ct gt ggcaac
ggcagagagc
gt ccaagggt
acagaaaccc
atctaatgtc
ggaagat gag
caaagagaag
caagat ccgt
tcttttcatc
cgt gaggaat
gattgtcctc
ctatttcaac
gt ccagcgcec
ggccat caac
caccat cggg
cgt ccagcett
ggagt gcagg
ccceccgecag
actcttcacg
at acaaggaa
catctacatc
caccttccag
ccagtgtgtg
at accagt ac
cctcatcatg
gaaccacat ¢
cct caagctc
cttcttgatt
ggcct ccagce

gagcgcececgg

ggcct gagga
gccttgttct
t ggaaaccct
gt gt acctgc
gagtatttct
ttcctgttce
gtcttcctgg
gccccgat ga
ct cagacccc
ttcaaggcca
tatgccatca
gggacagat a
t cgggacgcc
cacggcat ca
accat ggagg
ccct ggat ct
ctgggtgtcc
tt ccaaaagc
at cacgcagg
gaaggaggct
tttgtccgece
aagt ccagag
gcct cagagce
gt gct gct gg
cagtacttca
gagct gct gc
at ccgcctcc
gcat ccct gc
at cat cat ct
acggaggt gc
gt cct aacag
ccgtcctacc
tatatcctgc
ctgacttctg
cttccagata
aagggt gaag
aat gaagt ga
cccgagat cc
gcagt gccca
gtcttgtgtc
ctgct cagca
cagatccttg
aagat gacga
at cct ggacc
atctctgtgg
agagcaaagg
aacat cgtcc
ttcaagggca
ggct att act
t ggat acaca
gtct ccacct
gacacaggcc
atcctcattg
gagcaggggg
caat at gccc
caggt gt ggt
ct caacacca
t cagacat cc
at ggcgttca
gt cat cggca

gggggact gt
at ct ccagcg

agaaacagcc
gct t gaccct
t cgagacaat
ccat gccaga
tcctcat cgt
accaggat gc
gggttttcac
gcagcaaagg
tccggett gt
tgcttcccct
t cgggct gga
t cgt ggccac
cgt gcaccat
cgcactttga
ggt ggaccga
attttgtcac
t gagcgggga
t ccgggagaa
gcgaggt cat
ccgacacaga
act ggaggca
tcttctattg
accacaacca
ccctcttege
tgtccatctt
t ggt ggagt ¢
tgcggatctt
t caact ccat
tcgccct get
ggcgcagcaa
gt gaagact g
ct ggggt get
tcaatgtctt
cccagaaggc
agt cagagga
gcat ccct ac
aggat ccct a
cagt gagccc
t cccagaagc
at cgcat t gt
gt gccgcact
ggtatttcga
cct acggt gc
tgct ggt gt
t gaaaat cct
ggct gaagca
t cgt caccac
agttcttcag
at gt gt acaa
gcgacttcca
tt gagggat g
ccgtctacaa
ccttcttcat
agact gagt a
t gaaggcccg
at gt cgt cac

tctgcct ggg
t caacgt ggc

aggccagggg
gcat cat cga

att gcct ggg
ccttctttceg

caagaagccc
ccagaacccc
catcttgctc
agat gacaac
cttctcaatc
ctacctgcge
cgtgattctg
ggct ggcct g

gtcggggat g
gttccacatc

gctcttcaag
ggt agagaac
caacggcagc
caactttggc
tgtcctctac
cctcattctg
att cact aag
gcagcagctg
ggacgt t gag
gagcct gt at
gt ggaaccgc
gctggt gatc
gcctctctgg
cgtcgagatg
caaccgcttc
aggt gccatg
caagat cacc
ccgctccatc
gggcat gcag
ctttgacaac
gaattctgtg
cgtgtgcatt
cctggeccatc
caaagct gag
agagaagt ca
caccgccaag
cccct caget
ccgaccacgc
cagctccttc
caacgct acc
ggccgeagag
cattgcgttc
cttcctgcac
ggccgt gt cc
gaggat gct g
cgt ggt gcag
cctcctgecag
ct gcaat gac
ggat ggggac
tttcgacaac
gcct cagetg
caaccgagtg
gat gaacat c
caagaact gt
cccgct gagg
ctcctcctac
cat gcagcac
cttcaccatc
ctattttgga
tgtcattctc
tggaggct gc
cctgttccgg
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3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061

gt cat gaggc
tt cat caagt
at ct acgccg
at aaaccgga
tccacaagtg
cccgaat cgg
tacttcgtca
at cat ggaca
gat gagttca
ct ggat gt gg
ccacaccggg
acggt cacct
gaaggt aact
agaaccagca
gt agggaagt
caggaagagt
cggaccattg
gct gaagaag
aggact gggg
cct gt gat gg
t cacct gt ct
aacaccaat a
ctattttcca
agaggaggag
gaaaagct aa
ccct gccage
gggcct gagg
ccagcgacag
gctgatgctg
ccagaggacg
at ggccagt g
cagggct ccc
gggct t agag
cccaccacgg
caggaaccac
caagaggcat

gtctgtctgg
ttggccccetg

t gat caagct
ccttccaggce
t cat cggcat
acaacaact t
aagccttgca
attatgcccc
gcttctacat
actttgacta
aagccatttg
t gaccct get
tagcat gt aa
t caacgccac
tt gagcaggc
tgaagctctt
tctacgccac
attatgggta
aggaagaggc
agct ggagag
gcctgtttgg
ccaaccagag
tcttggagga
at gccaat gc
gcat ccgcta
cctttggeca
aaggacagct
gt gccgacgce
aagcat ccca
ccaggct gat
actttgtcac
t ggaggt ggc
cccagggacg
aggagaccct
ct agcat gac
cagcccct ct
cagaaaacac

ggttggatgg
cat aaggcca

gct gagecgg
cctgccat ac
gcagatgttt
ccagaccttc
ggagat cctc
gggt gaggag
gct ct gecgee
cct cacccgg
ggcagagt at
gagacggat c
gcgget ggt g
tctcttcgece
caat gaggag
ggat caggt c
gtttctcatc
t cggcccaag
agccccagag
agccat ggtg
ccaggt ggac
acccct ccag
tttccctcaa
caatgttgcc
t gaaagggag
gccccgaagce
ggcccagaga
agagcct ccc
ccacggt agg
acaagaggct
ggt gacaggc
agcaacagag
cttgagectc
gat cccececge
caacggt gag
ctctctcagce
gt ccggaaga
agcttct aat
ctcccaccag

gcagagggag
gt ggccct gc
ggt aagat cg
ccacaagctg
ctggcctgca
tacacgtgtg
ttcctgatca
gact ggt cca
gacccggagg
caaccccctc
ggcat gaaca
ctggtccgca
ct gagggcca
attcctccaa
caggagcact
aaggacactg
at ccggcgcea
gaggct gcga
aacttcatgg
tttgct gaga
gat ccacgca
t gt gacaaca
ttccct ggag

gt cct gggag
gaaat gcccg

ctgcct gggg
accaaggaga
ct ggttcgag
cgggccct gg
ct act gaaaa
gggt cct cgc
aggct gt gag
ggaggggt gg
agct gaat gg
agt agattga
gt cattcaaa
caggacatta

tgcgcact ct
t cat cgt cat
ccat ggt gga
tgttgctget
gct acggcaa
gcaccaactt
tcaacctgtt
t cct gggece
ct aagggcag
tgggctttgg
tgcccttgaa
cagcact caa
t cat caagaa
t aggagat ga
t ccggaagt t
tacagat cca
ccat ct cagg
t ggaggaagg
aaaggaccaa
t agagat gga
ccaaccct ct
gcagccacag
agacagagac
cccacagcaa
gggcccaggce
agaggaggga
gt agtt ccag
gaggcct gga
cagat gcctg
gacaagagt c
tggggagcct
gttccgcaca
ct ggggccga
at gggccgag
caggcccttc
t aggcccagt
aagt ct ccag

gct gt ggacg
gctcttcttc
cgggacccaa
cttcaagt gt
gttgtgtgac
cgcct act at
tgtagctgtc
ccatcacctg
aat caaacac
gaagttctgc
cagcgacggc
gat caagacg
gat ct ggaag
t gaggt gact
cat gaagcgc
ggccggactg
agacct gaca
gat att ccgg
ctccctgecc
agagct ggaa
tgct cat gcc
caacagccag
gcct gect gec
atcctgtgtg
gtctcctacc
ccccaccccg
gt gccagact
caccttggcg
ccagat ggaa
cccagagggc
t gaccagcat
gcagcagcat
gaagggt t ag

tgggggt ggt
tcct caccgg

cagt gccagt
gcct at gcca

Abbildung 9: Nukleotidsequenz der alpha-Untereinhdides felinen spannungs-
abhéangigen CalciumionenkanalCACNAL1S(Accession Nummer DQ128075)

Aufgrund der Grol3e konnte di@ACNALSMRNA nicht in ganzer Langdu(l length)
amplifiziert ligiert werden. Daher wurden mit Hilfder one-stepRT-PCR drei
Uberlappende Fragmente erstellt. Die Absicherumgamntitat erfolgte durch direkte
Sequenzierung. Positionen und Grol3e dieser Fragmkahnen Abbildung 10
entnommen werden.
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 bp
| | | | | | | | | | | | |
| | | | | | | | | | | | |
nUPK + 5'RACE#2rey IRACEfwd + nUPM
Ca-249%wd + Ca-274Trey Ca-2908fwd + Ca-B0RBrey

Ca-1405fwd + Ca-4083rey

Abbildung 10: Schematischer Uberblick zu Position nd GréRe der RT-PCR
Fragmente der felinenCACNA1SmMRNA mit Primerbezeichnung

5.2.2 Bioinformatische Ergebnisse

5.2.2.1 Analyse der mRNA-Sequenz

Die prozessierte mRNA des felinddACNA1Sbesteht aus 6070 Basen mit einem
offenen Leserahmenogpen reading frame ORF von 5616 Basen (inklusive
Stopcodon). Der Leserahmen beginnt mit der 124e Basl endet mit der 5739. Base.
Im Vergleich der mRNA-Sequenzen von Katze und Menaarde eine ldentitat
zwischen den einzelnen Basen der Ribonukleins&uoen89 % festgestellt. Das 5’
Ende der felinen mRNA ist um 105 Basen kirzer &#sndRNA des Menschen. Die
MRNA der Katze enthalt im Vergleich zur mRNA desndehen zwei je sechs Basen
umfassende Deletionen und eine Insertion. Sowahkdisprechend der Nomenklatur
von DEN DUNNEN & ANTONARAKIS (2001) zu bezeichnend&sertion
r.5899insac als auch die Deletion r.5997delagugegeh aufRerhalb des offenen
Leserahmens. Die feline mRNA codiert ein Proteis 4871 Aminosauren. Die im
Vergleich zum Mensch zu beobachtete Deletion r.8étiucau der Katze fihrt zu
einem Verlust von zwei Aminosauren an Position 1{6060delSL). Zwischen der
Proteinsequenz der Katze und der des Menschen g¢gioceNummer NP_000060) aus
1873 Aminosauren besteht eine Identitat der Aminasévon 92 %. Die Ahnlichkeit
zwischen den Proteinsequenzen aufgrund vergleiehBaninosauren liegt bei 96 %.
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5.2.2.2 Interspezies-Vergleich der Untereinheitenon Calciumkanalen

Die aus dem Vergleich von mRNA-Sequenzenalgha-Untereinheiten verschiedener
Calciumkanaltypen von Katze, Mensch, Maus, Ratté Kaninchen resultierenden
Distanzinformationen sind in Abbildung 11 als Vendéschaftsdiagramm dargestellt.

Kaninchen

N -Typ

Abbildung 11: Clusteranalyse der mRNA-Sequenzen dalpha-Untereinheiten
von spannungsabhéngigen Calciumkanélen des L-, Nnd P/Q-Typs

Aufgrund der héheren Ahnlichkeit der Sequenzennd@NA eines Kanaltyps ergeben
sich Speziesubergreifende Cluster. Die Unterschiedeschen den einzelnen
Calciumkanalen des L-, N- und P/Q-Typs bei versidmen Spezies sind grof3er als
die Unterschiede in den Sequenzen zwischen deneSpéaifgrund der Funktion der
einzelnen Kanaltypen in der Klasse der Saugetiereé die jeweiligen Nukleotid-
sequenzen als orthologe DNA-Bereiche hochgradigdwmert.

Zum Vergleich der mMRNA-Sequenzen dalphaUntereinheiten des L-Typ
Calciumkanals wurden neben den Genbanksequenzeikataa, Mensch, Maus, Ratte
und Kaninchen zusatzlich diovel Ensembl Orthologue predictiofis die mMRNA-
Sequenzen de€ACNAl1Svon Rind, Hund und Schimpanse bericksichtigt. In
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Abbildung 12 sind die Distanzen zwischen den Nulidisequenzen der verschiedenen
Tierarten dargestellt.

Hund*

0.1

— Katze

i — Kaninchen

Ratté

Rind*

Maug

Mensch

Schimpanse*

Abbildung 12: Verwandtschaftsdiagramm von mRNA-Seqenzen deralpha-

Untereinheiten von Calciumkanélen des L-Typs
(*: Ensembl Orthologue predictior: 3'Ende, #predicted genbank submiss)jon

Bezogen auf eine gemeinsame Basis lassen sichuadfgiler Unterschiede der
MRNA-Sequenzen in diesem Dendrogramm drei Clustgerscheiden. Von den
anderen Spezies abgegrenzt steht die Sequenz dele$ium zweiten Cluster spalten
sich die Sequenzen von Ratte und Rind mit relativeln Distanz von der Sequenz des
Kaninchens und wiederum der Sequenz der Katze @bmBRNA-Sequenz der Katze
wird dem zweiten Cluster zugeordnet, die Distahalier zur Sequenz des Hundes am
kleinsten. Im dritten Cluster ist eine relativ gge Distanz zwischen Mensch und
Schimpanse aufgezeigt, die Sequenzen spalten sichder Sequenz der Maus ab.
Maus und Ratte, beides Vertreter der Familie Meridae (Echte Mause, Ordnung
Nagetiere) werden hier unterschiedlichen Clusteugenrdnet. Die aufgrund der
Phylogenese der Spezies erwarteten Ahnlichkeiten. hinterschiede werden in
diesem Dendrogramm mit Ausnahme der Primaten iasgesicht widergespiegelt.

87



ERGEBNISSE

5.2.2.3 Schatzung der Transmembransegmente

Nach Translation des genetischen Codes der felmBNA des CACNA1Sin die
Aminosauresequenz wurden die Transmembransegmesteedultierenden Proteins
ohne Berlcksichtigung von Sekundarstrukturen gestHaabei wurden aufgrund der
Algorithmen von den Programmen HMMTOP, TMHMM, TMHreind TopPred I
unterschiedlich viele Transmembrandoménen (19 dis@rhergesagt. Durch Bildung
des Konsensus konnte das in Abbildung 13 dargestdibdel entworfen werden.

extrazellula

0

intrazellular

U

L J \ ) \ J Y,
Y Y Y Y
Domaéne I 1 1 \Y}

Abbildung 13: Transmembrandomanenmodell des felinelCACNALS

Im Konsensmodell charakterisieren 24 Transmembgansaete diealphaUntereinheit
des spannungsabhangigen Calciumkanals. In denlmeémzélgorithmen ermittelte
abweichende Abgrenzungen zwischen den Transmenddreedy und den
cytoplasmatischen bzw. extrazellularen Segmenterdevudurch dunkle Farben der
Aminosaure reprasentierenden Kreise dargestelle Wdim Protein des Menschen
konnten durch die Schatzung auch b&mCNA1SProtein der Katze vier Doménen (I
bis 1V) aus jeweils einer Serie von sediphahelicalen Transmembransegmenten
abgeleitet werden. Die Transmembransegmente sindhdunterschiedlich lange
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extra- bzw. intrazelluldre Proteinschleifen (so ayerte loops oder interlinker)
verbunden. Die beim Menschen den ionenselektiviber Biildenden vier grol3eloops
jeweils zwischen dem 5. und 6. Transmembransegjadaet Domane liel3en sich Gber
die verwendeten Algorithmen nicht ermitteln. Dasddlb enthélt auch nicht den beim
Menschen charakteristischen, mit dem Ryanodinrezephteragierendenloop
zwischen Domane Ill und IV.

5.2.3 Gewebespezifische Expression des felinen CACS\

Zum semi-quantitativen Vergleich der Expression G#&8CNA1Skonnte RNA aus
verschiedenen Geweben isoliert und dime-stepRT-PCR mit steigender Zyklenzahl
erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse d&®&R-Reaktionen fir die
untersuchten Gewebe Gehirn, Herz, Uterus, Skelsttolatur, Lunge, Leber, Niere,
Milz und Vollblut nach der Elektrophorese sind iblldung 14 und 15 dargestellt.

-
= ™
£ g 23
- e =
N, Hap v § -
EEEE;géiﬁzsé
OTS RN emea
CACNA ] s
27 Zyklen AREAR
CACNAL TR
30 Zyklen i
CACNALS | 700
i B = A = 500 bp

- 700 bp
26 Zyklen

Proben TK 3

Abbildung 14: Semi-quantitativer Vergleich der Expression des felinen
CACNA1SGens bei TK5 in Geweben durctiwo-stepRT-PCR
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Abbildung 15: Semi-quantitativer Vergleich der Expression des felinen
CACNA1SGens bei TK6 in Geweben durchwo-stepRT-PCR

Die Amplifikate (562 bp und 710 bp) reprasentiedas 3'Ende der mRNA. Die
MRNA des CACNALS konnte bei beiden Tieren in den Geweben Gehirn,
Skelettmuskel, Niere und Milz nachgewiesen werdien.den anderen Geweben
erfolgte keine spezifische Amplifikation. Die Nutmyvon Blutproben zur Isolierung
von MRNA dieses Gens fir weitere Analysen ist daiert moglich. Die mRNA des
housekeepingensGAPDH (916 bp) konnte in allen Geweben amplifiziert waardin
Niere und Milz waren bezogen aGAPDH nur geringe Konzentrationen der mRNA
des CACNA1Snachzuweisen. Anhand der Gehirnproben wurden enitRCR zwei
Amplifikate erzeugt, die durch direkte Sequenzigratls mMRNA desCACNA1SIn
gespleifldter (562 bp) als auch ungespleil3ter Fo Bp) identifiziert wurden. Die
starkste Expression der mRNA deSACNALS erfolgt gewebespezifisch in
Muskelgewebe. In diesem Versuch wurde die mMRNAGBRENALSmM Muskel beim
zweiten Tier in gespleil3ter, beim ersten Tier aber ungespleil3ter Form
nachgewiesen.
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5.3 Analyse genomischer Fragmente d€3ACNALS

5.3.1 Sequenzinformation der PCR-Produkte

Nach der ldentifizierung der mRNA-Sequenz des &liICACNALSGens wurden

Primer zur Amplifikation von genomischen DNA-Fragmen abgeleitet. Die bei vier
verschiedenen Tieren erzeugten Amplifikate wurdenttela vergleichender

Sequenzierung untersucht. In finf Fragmenten wugiemetische Polymorphismen
nachgewiesen, wodurch bis zu vier verschiedeneleAlides jeweiligen DNA-

Abschnitts definiert werden konnten. Die ermittelt&equenzen der Amplifikate
wurden in der Datenbank des NCBI (http://www.ndbnmih.gov/) eingetragen. Die
Accession Nummern sowie die Identifikation der Fnagte analog zu den Exon-
Intron-Abschnitten des Menschen sind in Tabellel&@igestellt.

Tabelle 37: Ubersicht sequenzierteCACNA1SFragmente mit Zuordnung zu
humanen DNA-Fragmenten und Datenbankeintrdgen

Fragment Primer Primer Grolke Allel Accession-
Exon9 bis Exon10 Cal1405fwd Cal584rey 2147 A DQ241403
2153 B DQ057981

Exonll MutJRfwd MutJRrev 117 A DQ241402
Exonl7 bis Exon19| Ca2552fwd Ca2747re 1089 A DQ128069
1089 B DQ128070

1089 C DQ241400

Exon30 bis Exon 32| Ca3908fwd Cad142re 1026 A DQ128071
1029 B DQ128072

1030| C DQ241401

1026 D DQ241398

Exon36 bis Exon38 | Ca4606fwd Ca4869re 1490 A DQ128064
1490 B DQ128065

1490 C DQ128066

Exon44 bis 3'UTR Cab531fwd Cab6066rey 710 A DQ128067
710 B DQ128068

710 C DQ241399

5.3.2 Genomische Struktur in analysierten Fragmente

Funf der sechs im vorhergehenden Kapitel beschmabgenomischen Fragmente des
CACNA1Yler Katze beinhalten vollstdndige Introns und Bxdiese Abschnitte sind
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in Tabelle 38 mit der jeweiligen Grol3e und den ®@&gen an dersplice-sites
aufgelistet.

Tabelle 38: Grol3e und Exon-Intron-Grenzen von genomchen Fragmenten des
felinen CACNA1S

Abschnitt CACNA1S FragmentgroiRe Basensequenz
analog zum Menschen in Anzahl Nukleotide der Katzen splice-sites
Katze Mensch
Intron9 1972 1627 GTGT - AGCC
Intron17 583 670 AAGT — AGAG
Exonl8 130 130 AGAG — AGGT
Intron18 309 275 AGGT - AGAT
Intron30 200 184 AGGT - AGGC
Exon31 66 66 AGGC - AGGT
Intron31 596 560 AGGT — AGAT
Intron36 928 955 AGGT - AGGT
Exon37 101 102 AGGT - AGGT
Intron37 296 285 AGGT - AGAT
Intron43 157 144 AGGT - AGGC
Exon44 252 252 AGGC

Die Exons umfassen 66 (Exon31l) bis 252 Basenp&atené4), die Introns wiesen
GrofRen von 157 (Intron43) bis 1972 (Intron9) Basempn auf. In den analysierten
Abschnitten wurden die Exon-Intron-Grenzen durcé Aignment von feliner mRNA
und DNA bestimmt. Die Sequenzen der beobachtgiéoe-sitessind zwischen Katze
und Mensch bis auf den Ubergang von Intron9 zu ERddentisch. Wie auch beim
Menschen weichen sie von der GT-AG-Regel ab, sulce acceptortreten die
Nukleotide GT und AA und alsplice donordie Nukleotide CC, AG, AT und GC auf.

5.3.3 Genetische Polymorphismen in CACNA1S-Fragnmemt

Durch die vergleichende Sequenzierung der klomeRER-Produkte genomischer
Abschnitte desCACNA1SGens von vier verschiedenen Tieren konnten in den
Fragmenten insgesamt 44 genetische Polymorphisdestifiziert werden. In Tabelle
39 sind Art und Anzahl der genetischen Polymorpkismn den analysierten
genomischen Fragmenten d@ACNA1SGens zusammengefasst.
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Tabelle 39: Art und Anzahl genetischer Polymorphisman in genomischen
Fragmenten desCACNA1SGens

Anzahl auftretender Polymorphismen

Fragment CACNALS Mikrosatellit Insertion/Deletion single n_ucleotlde
polymorphismg SNPs)

Intron9 1 12
Exonl0 1
Intronl17 5
Exon18 2
Intron30 1 1
Intron31 1 10
Intron36 5
Exon44 2
3'UTR 3

In den analysierten Bereichen wurden ein Mikro$iteline Deletion, eine Insertion
und 41 single nucleotide polymorphisn{SNPs) nachgewiesen. In den nicht
angefuhrten Exons bzw. Introns der DNA-AbschnitEexqn9, Exonl7, Intronl8,
Exonl19, Exon30, Exon31, Exon 36, Exon37, Intron8ujden keine Polymorphismen
beobachtet. Der Typus und die Position der gereisd/arianten in der jeweiligen
Referenzsequenz werden in Tabelle 40 nach deresrPdlymorphismus angegeben.

Tabelle 40: Benennung und Positionen genetischer Fmorphismen in
Fragmenten desCACNA1SGens im Vergleich zur Referenzsequenz

Referenz- Abschnitt CACNA1S Bezeichnung des Position des
sequenz Analogie zum Mensch Polymorphismus Polymorphismus
DQ241403 Intron9 Transition g124C>T
Intron9 Transversion g277T>A
Intron9 AC-repeat g652(AC)17-26
Intron9 Transition g1060A>G
Intron9 Transition gl155C>T
Intron9 Transversion g1392C>A
Intron9 Transition gl470C>T
Intron9 Transition g1559A>G
Intron9 Transition g1580G>A
Intron9 Transition g1667G>A
Intron9 Transition gl676T>C
Intron9 Transition g1799A>G
Intron9 Transition g1929G>A
Exonl10 neutrale Transition g2092C>T
DQ128069 Intronl7 Transition g80T>C
Intronl17 Transversion g94T7>G
Intron17 Transversion g146C>A
Intron17 Transition g188G>A
Intron17 Transition g226C>T
Exonl18 neutrale Transition g702G>A
Exonl18 neutrale Transition g711G>A
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Fortsetzung Tabelle 40: Benennung und Positionen getischer Polymorphismen
in Fragmenten desCACNA1SGens im Vergleich zur Referenzsequenz

Referenz- Abschnitt CACNA1S Bezeichnung des Position des
sequenz Analogie zum Mensch Polymorphismus Polymorphismus
DQ128071 Intron30 Deletion g217delC
Intron30 Transition g224G>A
Intron31 Transition g399G>A
Intron31 Transition g435A>G
Intron31 Transition g439A>G
Intron31 Transversion g448G>T
Intron31 Transition 0536A>G
Intron31 Transition g558T>C
Intron31 Transversion g563A>C
Intron31 Transition g592A>G
Intron31 Transversion g603G>C
Intron31 Insertion 0803 _804insAACT
Intron31 Transition g872G>A
DQ128064 Intron36 Transition g359T>C
Intron36 Transition g372C>T
Intron36 Transition g618G>A
Intron36 Transition g643T>C
Intron36 Transition g718T>C
DQ128067 Exon44 neutrale Transition g313T>C
Exon44 neutrale Transition g400C>T
J'UTR Transition g518A>G
3'UTR Transition g538A>G
3J'UTR Transition g624C>T

Insgesamt konnten in den Intronabschnitten und3demtranslatierten Region des
CACNA1SGens 29 Transitionen und sieben Transversionenmtiftert werden. In
den Exonabschnitten wurden vier Transitionen zvascBurma- und Perserkatze und
eine Transition innerhalb der analysierten Burmadatnachgewiesen, die jedoch als
stille Mutationen keine Auswirkung auf die resuitiede Aminosauresequenz haben.
Im Vergleich zu den Referenzsequenzen konnte imonB0 die Deletion eines
Cytosins und im Intron31 die Insertion von vier Basggezeigt werden. Im Intron9
wurde neben zwolf SNPs ein Mikrosatell@IKA 001 identifiziert, dessen AC-Motiv
im gesamten DNA-Probenpanel 17 bis 26mal wiederkiott.

5.4 Physikalische Kartierung

Zur physikalischen Kartierung de€ACNAL1S im felinen Genom wurde eine
Fluoreszenzn-situ-Hybridisierung (FISH) durchgefuhrt. Als Sonde kandas Biotin-
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16-dUTP markierte Fragment Exon36 bis Exon38, ABel(Accession Nummer
DQ128065) erfolgreich verwendet werden. Die Hylsigliungen der Sonden an
bestimmte Chromosomen verschiedener Metaphasenlksndedurch Fluoreszenz-
signale in den Abbildungen 16 und 17b zu erkennen.

Abbildung 16: Fluoreszenzsignale deCACNA1SSonde im felinen
Chromosomenpraparat

Abbildung 17: Q-Banden gefarbtes Metaphasenpraparatler Katze vor (a) und
nach der Fluoreszenzn-situ-Hybridisierung (b) und Zuordnung im ldeogramm
des Chromosoms F1 (c) nach CH@t al.(1997)
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Das Q-Banden gefarbte Préparat (Abbildung 17a) elioti die Identifikation der
Chromosomen und ihrer Banden gemal3 der interndion&omenklatur fur
Chromosomen der Katze. Durch Vergleich der Metaphieerne der Abbildungen 17a
und 17b wurde diealphaUntereinheit des spannungsabhéngigen Calciumkanals
(CACNAL1$ physisch auf dem felinen Chromosom F1qg22 karisiobildung 17c).

5.5 Genetische Marker

5.5.1 Mikrosatellit GIKA0O1

5.5.1.1 Allele des MikrosatellitenGIKAOO1

Im Intron 9 desCACNAL1Sder Katze konnte ein Mikrosatellit mit einem (A@Jotiv
identifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wuidky MikrosatellitGIKAOOL bei
208 DNA-Proben verschiedener Katzen typisiert. &indlle 41 sind die beobachteten
Allele der einzelnen Tiere innerhalb verschiedd®@ssen dargestellt.

Tabelle 41: Anzahl beobachteter Allele des Mikrosa&liten GIKA0OO1 in Katzen
verschiedener Rassen

Kategorie LHR HHR KHR

EMS-Code PER| SBI MCO NFO Rest|] BIR BUR EUR SIA Rest
Tiere (n) 48 5 11 7 2 6 66 48 7 8
Allel 146 - - - - - - 1 - 1
Allel 148 3 - 2 - - 3 -
Allel 150 38 - 7 3 1 3 40 22 4 2
Allel 152 3 1 1 - 2 - - 5 4 1
Allel 154 23 - 4 - - 1 1 13 1 4
Allel 156 25 9 10 8 1 7 91 42 5 8
Allel 158 4 - - - - 1 - 3 - -
Allel 160 - - - 1 - - - 6 - -
Allel 164 - - 1 -

EMS-Codeeasy mind systerilHR: Halblanghaarrassen, KHR: Kurzhaarrassen, LIl#Rghaarrassen

Im gesamten Probenmaterial konnten neun Allele 16 bis 164 Basenpaaren
nachgewiesen werden, die durch 17- bis 26fache &kiedungen des Motivs
entstehen. Das Allel 162 wurde nicht beobachtetUmtersuchungsmaterial sind die
Allele 150 (n = 120) und 156 (n = 206) mit 28,8 #wh 49,5 % aller Beobachtungen
dominierend. Die Allele 146 und 164 wurden nur imZelfall beobachtet.

96



ERGEBNISSE

In der Tabelle 42 sind die Zahl der Beobachtungahdie ermittelten Frequenzen der
einzelnen Allele fur die untersuchten Rassen inKategorien Langhaarrasse (LHR),
Halblanghaarrasse (HHR) und Kurzhaarrasse (KHRymusengefasst.

Tabelle 42: Anzahl und Frequenz der beobachteten Adle des Mikrosatelliten
GIKAOO1 in Katzenrassen gruppiert nach Haarlange

Allel Langhaarrassen Halblanghaarrassen Kurzhaarrasen
Anzahl Frequenz [%] | Anzahl Frequenz [%] Anzahl Frequenz [%]
146 - - - - 2 0,73
148 3 3,19 2 4,17 3 1,09
150 37 39,36 10 20,83 73 26,64
152 3 3,19 4 8,33 10 3,65
154 22 23,40 4 8,33 21 7,66
156 25 26,60 27 56,25 154 56,20
158 4 4,26 - - 4 1,46
160 - - 1 2,08 6 2,19
164 - - - 1 0,36

Das Allel 156 tritt mit Frequenzen von 56 % in déalblang- und den Kurzhaarrassen
auf, bei Perserkatzen (Kategorie Langhaarrassea} iwie das Allel 154 mit gerundet
25 % vertreten. Das Allel 150 zeigt einen Anteinv@0 bis 40 % in den einzelnen
Kategorien. Zwischen Allelfrequenzen der Kategdtenghaarrasse im Vergleich
sowohl mit der Kategorie Halblanghaar als auch deit Kategorie Kurzhaar wurden
mittels Fishers Exakt Test hochsignifikante Untersde (p < 0,001) festgestellt. Die
Allelfrequenzen innerhalb der Kategorien Halblareghand Kurzhaar unterscheiden
sich hingegen statistisch nicht (p > 0,05).

5.5.1.2 Genotypen des MikrosatelliteiIKA0O1

Aus den neun Allelen des hochpolymorphen Mikrositeal GIKAOOL resultieren im
gesamten Untersuchungsmaterial 22 unterschied(@émotypen. Die Abbildung 18
veranschaulicht die graphische Darstellung peaksder Mikrosatellitenallele von
zehn Genotypen mit der Software Allelelocator ansl.03 (Amersham Biosciences,
Freiburg).
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Abbildung 18: Darstellung der peaksder Mikrosatellitenallele von zehn
Genotypen des MikrosatellitenGIKAOO1 mit LAngenstandards

Die Frequenzen der insgesamt 20 Genotypen des $éitalitenGIKAOOL innerhalb
der Rassen Perser, Burma und Europaisch Kurzhahirsirabelle 43 dargestellt.

98



ERGEBNISSE

Tabelle 43: Anzahl und Frequenz der Genotypen des ikrosatelliten GIKA0OO1

bei Perser-, Burma- und Europaischen Kurzhaarkatzen

Genotyp Perser (n = 48) Burma (n = 66) Europ. Kurzhar (n = 48)
Anzahl Frequenz [%] | Anzahl  Frequenz [%] | Anzahl | Frequenz [%]
146/156 - - - - 1 2,09
148/150 3 6,25 - - 1 2,09
148/156 - - - - 2 4,17
150/150 5 10,42 7 10,61 1 2,09
150/152 1 2,09 - - 1 2,09
150/154 11 22,92 - - 5 10,42
150/156 12 25,00 26 39,39 10 20,83
150/158 1 2,09 - - 1 2,09
150/160 - - - - 2 4,17
152/154 - - - - 1 2,09
152/156 1 2,09 - - 3 6,25
152/158 1 2,09 - - - -
154/154 4 8,34 - - 1 2,09
154/156 3 6,25 1 1,52 4 8,34
154/158 1 2,09 - - - -
154/160 - - - - 1 2,09
156/156 4 8,34 32 48,48 8 16,67
156/158 1 2,09 - - 2 4,17
156/160 - - - - 3 6,25
156/164 - - - - 1 2,09

Innerhalb dieser Rassen treten bei der Rasse HscbpBurzhaar 18, bei Perser 13
und bei Burma nur vier verschiedene Genotypen &l den Burmakatzen konnten
bei 48 % der Genotyp 156/156 und bei 39 % der Gen@b0/156 nachgewiesen
werden. Der Genotyp 150/156 trat mit 25 % bei Rarsmd 21 % bei Europaisch
Kurzhaar am haufigsten auf. Im untersuchten MikielBaist die genetische Diversitat
bei den Europaischen Kurzhaarkatzen am starkstsgeptégt. Die beobachteten
Heterozygotiegrade @@ betrugen bei den Perserkatzen 72,9 % und bei den
Europaischen Kurzhaarkatzen 79,2 %. Innerhalb demBkatzenfamilie ergab sich
ein Heterozygotiegrad @Hvon 40,9 %.

5.5.2 Single nucleotide polymorphisms (SNPs)

5.5.2.1 Nukleotidvarianten der SNPs

Von den im Kapitel 5.2.3 beschriebenen Polymorpkisnwurden neben dem
Mikrosatelliten GIKAOO1 vier SNPs zur Charakterisierung d€ACNA1SGens

ausgewahlt. Die Bezeichnung und Position der vedetam SNPs mit der jeweiligen
Referenzsequenz sind in Tabelle 44 dargestellt.
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Tabelle 44: Bezeichnung und Position der verwendateSNPs mit
Referenzsequenz

Bezeichnung Referenzsequenz Bezeichnung des Position des
Polymorphismus Polymorphismus
Intron17+46 DQ128069 Transition g80T>C
Intron31+185 DQ128071 Transversion g563A>C
Intron36+482 DQ128064 Transition g643T>C
Exon44+188 DQ128067 neutrale Transitiorn g400C>T

Zur Darstellung und Charakterisierung dieser SNRsden PCR-RFLPs entwickelt.
Durch die Amplifikation der Abschnitte des genorhisn CACNA1SsSens und
anschlieende Restriktion konnte die genetischeragsing mittels Fragmentlangen-
analyse bei allen 138 Tieren charakterisiert werd@ie Abbildung 19 gibt eine

Ubersicht Gber die Darstellung der verschiedenemoGgen imCACNA1Sder PCR-
RFLPs im Agarosegel wieder.

Intron Intron Intron Exon
17+46 31+185 36+482 A4+188

Genotyp: TTCCCT AACCAC CCTTCT TTCCCT

Abbildung 19: Darstellung der analysierten SNP-Gentypen CACNAL1SIim
Agarosegel nach PCR-RFLP

5.5.2.2 Allele und Genotypen der SNPs

In Tabelle 45 und 46 sind die durch Nukleotidvaigsn entstehenden Allele und
Allelfrequenzen der einzelnen Tiere innerhalb vielestener Rassen dargestellt.
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Tabelle 45: Anzahl der SNP-Allele innerhalb verscladener Katzenrassen

SNP Allel | LHR HHR KHR
PER| SBI MCO NFO Rest| BIR BUR EUR SIA Rest
Tiere (n) 18 5 11 6 2 6 66 9 7 8
Intron17+46 T - 1 1 - - - 41 - 4 -
C 36 9 21 12 4 12 91 18 10 16
Intron31+185 A 2 7 3 1 1 2 54 4 2 3
C 34 3 19 11 3 10 78 14 12 13
Intron36+482 T 2 7 2 1 1 - 53 3 2 3
C 32 3 20 11 3 12 79 15 12 13
Exon44+188 C 36 10 22 12 4 12 92 18 10 16
T - - - - - - 40 - 4

Tabelle 46: Frequenz in % der SNP-Allele der versdedener Katzenrassen
innerhalb der Haarlangenkategorien

SNP Allel | LHR HHR KHR
PER| SBI MCO NFO Rest| BIR BUR EUR SIA Rest

Tiere (n) 18 5 11 6 2 6 66 9 7 8
Intron17+46 T - 2,1 2,1 - - - 21,4 - 2,1 -

C 100| 18,8 43,8 25,0 8.3 6,3 47,4 9,4 5,2 8,3
Intron31+185 A 56| 146 6,3 2,1 2,1 1,0 28,1 21 01, 16

C 944 6,3 396 229 6,3 5,2 40,6 7,3 6,3 6.8
Intron36+482 T 56| 146 4,2 2,1 2,1 - 27,6 1,6 1,01,6

C 94,4\ 6,3 41,7 229 6,3 6,3 41,1 7,8 6,3 6,8
Exon44+188 C 100 20,8 45,8 25,0 8,3 6,3 47,9 94 2 5, 8,3

T - - - - - - 20,8 - 2,1

Da die SNPs anhand der Ergebnisse der vergleicher8isquenzierung von
Burmakatzen ausgewahlt wurden, sind innerhalb disesse in allen PCR-RFLPs
beide Allele zu beobachten. Das jeweils haufigekemmende Allel ist auch deutlich
haufiger bei den Tieren anderer Rassen zu beolacBe tritt das Allel C des
Intronl17+46 zu 100 % in Persern, 96 % der Halblaagtassen und 77 % der
Kurzhaarrassen auf. Das Allel C im Intron31+185asteils zu 94 %, 75 % und 66 %
und das Allel C im Intron36+482 mit jeweils 94 % % und 68 % vertreten. Das
Allel C im Exon44+188 tritt bei Persern und Halld@aarrassen ausschlie3lich und zu
77 % in den Kurzhaarrassen auf. Im Intron 17+46 Aiel T nur in den drei anderen
Rassen Heilige Birma, Main Coon und Siam auf. Disl A im Exon44+188 konnte
ausschlie3lich bei Burma und Siam nachgewiesen emerDie aus den einzelnen
Allelen resultierenden Genotypen sind nach Anzalkl Haufigkeit in den Tabellen 47

und 48 aufgefihrt.
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Tabelle 47: Anzahl der SNP-Genotypen deSACNA1SGens bei verschiedenen

Katzenrassen
SNP Geno- LHR HHR KHR
typ PER SBI MCO NFO Rest | BIR BUR EUR SIA Rest
Tiere (n) 18 5 11 6 2 6 66 9 7 8
Intron17+46 TT - - - - - - 7 - 2 -
TC - 1 1 - - - 27 - - -
CcC 18 4 10 6 2 6 32 9 5 8
Intron31+185 AA - 3 - - - 1 22 - - 1
AC 2 1 1 1 1 - 34 4 2 1
CcC 16 1 8 5 1 5 10 5 5 6
Intron36+482 TT - 3 - - - - 10 - - 1
TC 2 1 2 1 1 - 33 3 2 1
CcC 16 1 9 5 1 23 6 5 6
Exon44+188 CcC 18 5 11 6 2 6 33 9 5 8
CT - - - - - - 26 - - -
TT - - - - - - 7 - 2 -

Tabelle 48: Frequenz in % der SNP-Genotypen deSACNA1SGens bei
verschiedenen Katzenrassen innerhalb Haarlangenkagerien

SNP Geno-| LHR HHR KHR

typ PER SBI MCO NFO Rest| BIR BUR EUR SIA Rest
Tiere (n) 18 5 11 6 2 6 66 9 7 8
Intron17+46 TT - - - - - - 7,3 - 2,1 -

TC - 4,2 4,2 - - - 28,1 - - -

CC 100 16,7 41,7 250 8,3 6,3 333 94 5,2 8,3
Intron31+185 AA - 12,5 - - - 1,0 229 - - 1,0

AC 11,1 4,2 4,2 4,2 4,2 - 354 4.2 2,1 1,0

CcC 88,9 42 333 208 4.2 52 104 52 5,2 6,3
Intron36+482 TT - 12,5 - - - - 10,4 - - 1,0

TC 11,1 4,2 8,3 4,2 4,2 - 344 3,1 2,1 1,0

CcC 88,9 42 375 208 4.2 6,3 240 6,3 5,2 6,3
Exon44+188 CcC 100 20,8 458 25,0 8, 63 344 94,2 583

CT - - - - - - 27,1 - - -

TT - - - - - - 7,3 - 2,1 -

Innerhalb der Burmakatzen wurden in jedem SNPdil¢ Genotypen nachgewiesen.

Bei

den Tieren der anderen Rassen waren

in den SINfPen31+185 und

Intron36+482 nur wenige Tiere homozygot mit AA bzWT und nur einige

heterozygot (AC bzw. TC). In Intron17+46 sind nwez Katzen der Rassen Heilige
Birma und Maine Coon heterozygot (TC) und nur z&&mkatzen homozygot mit
TT. Im SNP Exon44+188 wurden auch innerhalb dermiakatzen alle Genotypen
beobachtet, bis auf zwei Siamkatzen (Genotyp Tigtee alle Tiere anderer Rassen
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den homozygoten Genotypen CC. Die Haufigkeiten @@&notypen zwischen
Burmesen und allen anderen Katzen unterschiedkrsgoifikant (p < 0,05).

5.5.2.3 Haplotypen aus SNPs

Die Software Famh&pVersion 15 (BECKER & KNAPP 2002) konnte 20 der 21
Subfamilien innerhalb der Burmakatzenfamilie zurh&@gzung der Haplotypen
innerhalb der analysierten SNPs Intron17+46, Ir8161185, Intron36+482 und
Exon44+188 nutzen. Innerhalb dieser Familien traden drei Haplotypen CCCC,
TCCT und CATC auf. Durch Rickschlisse anhand delP-&¢notypen bei Tieren
anderer Rassen konnten funf Haplotypen CCTC, TCNTTT, CACC und CATC
sicher identifiziert werden. Somit wurden anhand der charakterisierten SNPs
innerhalb desxCACNA1SGensinsgesamt sieben verschiedene Haplotypen eindeutig
charakterisiert. Diese sind in Abbildung 20 darghist

Intron 17+46 C C T T T C C
Intron 31+185 C C C C C A A
Intron 36+482 C T T T C C T
Exon 44+188 C C C T T C C

Abbildung 20: Identifizierte SNP-Haplotypen desCACNA1SGens der Katze

Der Haplotyp TCTC trat jeweils heterozygot bei eiMaine Coon (Labornummer 3-
0958) und einer Siamkatze (Labornummer VK13) auksP Siamkatze wies als
zweites Allel den Haplotypen TCTT auf, der zudeneiner homozygoten Siamkatze
(Labornummer 3-0672) identifiziert werden konnteerDHaplotyp CACC wurde
jeweils homozygot bei Tieren der Rassen Birma, umaadter Burma und Russisch-
Blau (Labornummern 2-1809, 2-1872, 2-2036, 3-14h@d ¥K15) beobachtet. Der
auch bei den Burmakatzen durch die Software Fafhiwdyarakterisierte Haplotyp
CATC wurde homozygot bei einer Britschen Kurzhata&glLabornummer 2-2039)
und heterozygot bei einer Maine Coon und einer pdischen Kurzhaarkatze
(Labornummern PK5 und TK6) erfasst. Der HaplotypTCCirat h&ufig bei Katzen
zahlreicher Rassen wie Abessiner, Britisches Kuaghaunverwandte Burma,
Europaisches Kurzhaar, Exotisches Kurzhaar, HeiBjema, Karthduser, Maine
Coon, Norwegische Waldkatze, Orientalisches KurghRarser, Ragdoll, Siam und
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Sibirier auf. Innerhalb der genannten Rassen wulideer Haplotyp bei 50 Tieren
homozygot und bei drei Tieren heterozygot beobachte

5.6 Assoziationsanalyse

Die Assoziationsanalyse diente der Uberprifungseifissammenhangs zwischen der
Haufigkeit der Auspragung der analysierten genleéiscMarker und dem Merkmal
HypoPP in der Burmakatzenfamilie. In das ProberkdN wurden zwei weitere
Burmakatzen (Labornummern 2-1872 und VK19) aufgemem In der vorliegenden
Untersuchung wurden die Frequenzen der einzelnéxleAtler genetischen Marker
sowie der SNP-Haplotypen zwischen den Burmakatzerschiedener Merkmals-
klassen mit dem Fishers Exakt Test verglichen.dhéelle 49 sind die Frequenzen der
erfassten Allele der Marker in den Merkmalsklassklnische Symptome* und
~Ssymptomfrei“ nach Model | aufgefihrt.

Tabelle 49: Frequenzen beobachteter Allele in Burniatzen entsprechend der
Merkmalsklasse nach Model | und Wahrscheinlichkeitsvert

Marker Frequenz in % bei Burmakatzen (n = 66) | Wahrgheinlichkeit
klinische Symptome symptomfrei p-Wert
GIKA001 Allel 150 30,51 28,57
Allel 154 0,85 0 1,000
Allel 156 68,64 71,43
Intron17+46 Allel C 68,64 71,43 1.000
Allel T 31,36 28,57 '
Intron31+187 Allel C 61,02 42.86
Allel A 38,98 57,14 0,2520
Intron36+482 Allel T 38,14 57,14
Allel C 61,86 42,86 02483
Exon44+188 Allel C 69,49 71,43 1.000
Allel T 30,51 28,57 '

Zudem sind als Ergebnisse der durchgefiihrten FRskeakt Test die p-Werte der
Irrtumswahrscheinlichkeiten angegeben. Die Fregeierder einzelnen Allele in den
beiden Merkmalsklassen unterscheiden sich mit érmemswahrscheinlichkeit von p
< 0,05 nicht. Das bedeutet, dass es keinen Zusahangrzwischen der Merkmals-

klasse in Model | und einer Allelvariante gibt.
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Nach Model Il aufgestellte Merkmalsklassen mit dferteilung der Frequenzen der
Allele der genetischen Marker und den p-Wertenlatermswahrscheinlichkeiten sind
in Tabelle 50 dargestellt.

Tabelle 50: Frequenzen beobachteter Allele in Burniatzen entsprechend
Merkmalsklasse nach Model Il

Marker Frequenz in % bei Burmakatzen (n = 66) Wiliizﬁf;?m'
HypoPP | Anlage- | potentieller
betroffen trager Anlage- unbekannt p-Wert
tréger
GIKA001 Allel 150 28,57 28,57 33,33 30,00
Allel 154 0 3,57 0 0 0,829
Allel 156 71,43 67,86 66,67 70,00
Intron17+46 Allel C 71,43 71,43 66,67 68,33 0.9840
Allel T 28,57 28,57 33,33 31,67 ’
Intron31+187  Allel C 42,86 64,29 46,67 66,67 01623
Allel A 57,14 35,71 53,33 33,33 ’
Intron36+482  Allel T 57,14 32,14 53,33 33,33 01253
Allel C 42,86 67,86 46,67 66,67 ’
Exon44+188 Allel C 71,43 71,43 66,67 70,00 09834
Allel T 28,57 28,57 33,33 30,00 ’

Auch in diesem Modell konnten keine signifikantentérschiede (p < 0,05) zwischen
den Allelfrequenzen der SNP-Marker und den Merkkiassen und somit keine
Assoziation zwischen DNA-Variante und Auftreten HigqppoPP festgestellt werden.

Die Erfassung der Haplotypen hinsichtlich des Malgamach Model | erfolgte mittels
der Software Famh&pVersion 15. Fiir die Analyse konnten die 5 derr2tlear
families innerhalb der Burmafamilie genutzt werden, denen sileben Katzen mit
klinischen Symptomen der HypoPP angehoéren. Dieuenezen der Haplotypen nach
Merkmalsklasse sind in Tabelle 51 aufgeftihrt.

Tabelle 51: Darstellung der Frequenzen ausgewahlte8NP-Haplotypen im
CACNA1SGen bei Burmakatzen nach Merkmalsklasse nach Modél

SNP-Haplotyp “ Frequenz in % bei Burmakatzen (n = 29) ‘ Wahrscheinlichkeit
klinische Symptome | symptomfrei p-Wert

CCCC 20,0 14,0

TCCT 30,0 34,0 0,5368

CATC 50,0 52,0
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Auch zwischen den Haufigkeiten bei von HypoPP Wttn@n Tieren und Klinisch
symptomfreien Katzen sind keine signifikanten Ustliede festzustellen (p < 0,05).
Ein Zusammenhang zwischen den analysierten inteageMarkern GIKA 001
Intron17+46, Intron31+187, Intron36+482, Exon44+Xg8vie den SNP-Haplotypen
des CACNAl1SGens und dem Auftreten der HypoPP kann unter gegebe
Umstanden ausgeschlossen werden.
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6 Diskussion
6.1 HypoPP der Burmakatze

6.1.1 Eignung des Probenmaterials

Fur die Analysen standen Informationen zu einer \aer Hypokaliamischen
Periodischen Paralyse (HypoPP) betroffenen Burraakéamilie zur Verfigung, aus
der von 64 Individuen Blutproben zur DNA-Isolierufigy die molekulargenetischen
Untersuchungen eingeworben werden konnten. Inrteidiaker Familie waren sieben
Tiere von HypoPP betroffen, die klinischen Symptomarden in allen Fallen
tierarztlich diagnostiziert. Da die Proben insgelsaman Katzenbesitzern bzw. -
zlchtern zur Verfugung gestellt wurden, die insbesoe fir die HypoPP
sensibilisiert waren, ist von einer sehr guten untensiven Tierbeobachtung
auszugehen. Auch wenn zum Beispiel schwache, naabisetende Attacken
unentdeckt hatten bleiben koénnen, kann vorausgeseterden, dass die
Merkmalserfassung hinreichend war und alle von Reridbetroffenen Tiere auch als
solche identifiziert wurden. Auch kann man durcle @ngen Kontakte zwischen
Mensch und Katze davon ausgehen, dass symptomiassifizierte Tiere auch
wirklich symptomfrei sind. Die Klassifizierung ,Aagetrager” wurde aufgrund des in
der Literatur beschriebenen Vererbungsmodus demPipvergeben (GRUFFYDD-
JONES 1997, STOLZFEt al. 2001). Bei Unterstellung eines rezessiven Erbgavays
das Probenmaterial fir die Durchfiihrung der Assmmiaanalyse ausreichend. Von
den sieben erkrankten Tieren sind Proben der Ekeenvorhanden. Auch steht DNA
der Vollgeschwister von sechs betroffenen Tieren\zerfiigung. Insgesamt konnten
innerhalb des Pedigrees mehrere Generationen m&lll- und Halbgeschwistern
beobachtet werden. Ein von HypoPP betroffener Katede zur Zucht eingesetzt, da
die Symptome erstmals nach Einsetzen der Zuchteeifgaten. Von dem aus dieser
Anpaarung entstandenen Nachkommen konnte auch Dld#&\l untersucht werden.
Genetische Polymorphismen auf DNA-Ebene kodnnen iam8baum Uber ihre
Segregation verfolgt und ihre Assoziation mit demeusuchten Phénotyp analysiert
werden (MASON 1988).

Fur statistische Rickschlisse auf den Erbgang ledotdasste der Katzenstammbaum
zu geringe Individuenzahlen. Eine Ableitung desdarigs aufgrund der Haufigkeiten
der nach den Mendelschen Gesetzen zu erwartend@mofpen war daher nicht
maoglich (DAVIDSON et al. 2004, TRYONet al. 2005). Fir statistische Analysen
bendtigt man mehr informative Nachkommen bzw. mémpaarungen mit von
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HypoPP betroffenen Wirfen. Besonders aussagekiftigestimmung des Erbgangs
sind gezielte Testkreuzungen mit MerkmalstragefRHBERDT 2005). Im vorliegen-
den Stammbaum wurde im Sinne des Tierschutzes werdZdchthygiene mit
betroffenen Tieren und den Vollgeschwistern in &egel nicht weitergeziichtet.
Gerade diese Anpaarungen aber wirden statistisasevéxtungen des Erbgangs und
eine groRere Sicherheit in der Bestimmung der gestedn Ausstattung zulassen. Die
Durchfihrung von Tierversuchen mit gezielten Anpagen zwischen Merkmals-
trdgern unter Laborbedingungen wirden weitere Wotdrungen vor allem in
funktionellen Bereichen ermoglichen. So kdnntenndanB. Muskelbiopsien wahrend
eines akuten Anfalls entnommen werden, die zur tdothung der Expression
verschiedener Gene oder zur Uberprifung der Fumkteyschiedener Muskelkanale
mittels Patch-clampTechnik verwendet werden konnten (LERCHE al. 1996,
HARRIS et al.2005, VICARTet al.2005).

6.1.2 Erbgang der HypoPP der Katze

Im vorliegenden Familienmaterial konnte durch Alrbsss anderer Vererbungsmodi
ein autosomal-rezessiver Erbgang der HypoPP dem&katze konstruiert werden.
Nur unter der Annahme des autosomal-rezessivenaBgsgkonnten im untersuchten
Stammbaum Merkmals- und Anlagetrager identifiziemd die hypothetische
Weitergabe eines krankheitsverursachenden Allethvwlzogen werden. Bedingt
durch die Zuchtgeschichte sowie aktuelle Zuchtpkekt ist der Grad der Inzucht
innerhalb der Burmapopulation relativ hoch (GRUFEXDONES 1996). Auch im
untersuchten Pedigree wurden Anpaarungen zwiscbemawndten Tieren 1. und 2.
Grades vollzogen, so dass die Verwandtschaftsgrade TIER (1990) Werte bis zu
0,64 aufweisen. Die Inzuchtkoeffizienten der unierden 64 Tiere lagen zwischen
0,0 und 0,136. Im Allgemeinen erhoht sich die Wehemlichkeit des Auftretens
einer autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung dunaincht, da in diesen Féllen auch
die Wahrscheinlichkeit fir die Homozygotie einesiriktheitsverursachenden Allels
erhoht wird (MENSINK & HAND 2006). Auch schloss MABN (1988) anhand von
Beobachtungen bei Pedigreeanalysen entsprechendMdadelschen Gesetzen auf
einen autosomal-rezessiven Vererbungsmodus. Im alleleren Verdffentlichungen
wurde diese Beobachtung von MASON (1988) tbernommerbei viele Autoren
diesen Erbgang durch eigenen Erfahrungen und Batlagen bestatigen (JONES
al. 1988, EDWARDS & BELFORD 1995, SHELL 1995, GRUFFYBDNES 1996,
GRUFFYDD-JONESet al. 1996, GRUFFYDD-JONES 1997, LANTINGAt al.
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1998, PHILLIPS & POLZIN 1998, TAYLOR 2000, STOLZEt al. 2001). Im
Gegensatz dazu wurde fur die heterogene HypoPPM#sschen ein autosomal-
dominanter Vererbungsmodus mit unterschiedlichepré&ssivitdt bzw. Penetranz
belegt (ROPERS & SZLIWOWSKI 1979, JURKAT-RO'ET al. 1994, SILLENet al.
1997, BULMAN et al. 1999).

6.2 Charakterisierung des felinelCACNALS

6.2.1 Auswahl als Kandidatengen der HypoPP

Aufgrund der zahlreichen Analogien des Krankheltkds wurde die Hypokaliamische
Periodische Paralyse (HypoPP, auch HOKPP) des Menst der vorliegenden
Arbeit als Modell fur die HypoPP der Burmakatzeamgezogen. Als Ursache fur die
heterogene HypoPP des Menschen konnten verschidédaetetionen in Genen von
spannungsabh&éngigen lonenkanalen identifiziert ae(dURKAT-ROTTet al. 1994,
PTACEK et al. 1994, BULMAN et al. 1999, JURKAT-ROTTet al. 2000, SUGIURA
et al. 2000, ABBOTTet al. 2001, DAVIESet al. 2001). Anhand der Situation beim
Menschen wurde die Arbeitshypothese abgeleiteg dash bei der Katze Mutationen
auf den jeweiligen homologen Genen am Krankheitdggsen beteiligt sind. Als
funktionelles Kandidatengen wurde d@A\CNA1SGen deralphaUntereinheit des
Dihydropyrin-sensitiven Calciumionenkanals ausgdtvah

Fur den Vergleich der mRNA-Sequenzen oder der EBgwa desCACNAL1Swischen
von HypoPP betroffenen und gesunden Katzen stam@EnUntersuchung keine
geeigneten Proben zur Verfigung. Da d@ACNA1SGen vorrangig in der
Skelettmuskulatur exprimiert wird, waren Muskellsmp fur diese Analysen
notwendig gewesen. Da diese aber eine BelastundgRiiTier darstellen, konnten von
den Besitzern der Burmakatzen nur Blutproben eiglean werden. Im Blut kann die
MRNA desCACNA1Sei der Katze jedoch nicht nachgewiesen werdeifigrdind der
genomischen GroRRe dieses Gens von geschéatztenl@@agenpaaren wurden keine
vollstandigen Vergleiche von Gensequenzen auf DNw&rte durchgefihrt, sondern in
ausgewahlten Bereichen der DNA deACNA1SPolymorphismen zur Verwendung
als genetische Marker identifiziert. Bei den Katzemrden jene Genabschnitte
sequenziert, analysiert und verglichen, in deneworzibeim Menschen genetische
Polymorphismen identifiziert wurden. Diese Auswahbbllite die Aufdeckung
genetischer Varianz durch Einbeziehung moglichet spots von Mutationen
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sicherstellen. Als Krankheitsursachen fir die Hypo&es Menschen wurden die
missense Mutationen Arg528His, Argl239His und Arg1239Gly irden
Transmembransegmenten 1S4 und IVS4 identifiziBdRKAT-ROTT et al. 1994,
PTACEK et al. 1994a). Analog zur Position dieser Mutationen veuartbei der Katze
auf genomischer Ebene die Fragmente Exonll1l und3dxbis Exon31 analysiert. Da
im Exon 11 der Katze keine Polymorphismen zwiscldem zur vergleichenden
Sequenzierung eingesetzten Burmakatzen nachgewveseten konnten, wurde fur
weitere Analysen das Fragment Exon9 bis Exonl0 eedet. Zudem wurden von
CARSANA et al.(2003) iImnCACNA1SGen des Menschen in Exon 18, Exon 37, Exon
44 und Intron 36 viesingle nucleotid polymorphisn{SNPs) beschrieben. Basierend
auf diesen Informationen wurden auch bei der K&agmente aus diesen Bereichen
amplifiziert und analysiert. Da in Exon 18 der Katkeine genetische Variation
auftrat, wurde das Fragment erweitert zu Exonl7Bisnl1l9. Mit dem Fragment
Exon36 bis Exon38 wurde auch das Intron 36 erfd3as Fragment Exon44 bis
3'UTR deckt den C-Terminus des Gens ab. Aus dernynRwiphismen dieser
Fragmente wurden ein Mikrosatellit und vier SNPs ggnetische Marker ausgewahlt
und charkterisiert. Neben der Auswahl dieser Abgthraufgrund beschriebener
genetischer Variabilitat beim Menschen war aucle iphysikalische Verteilung auf
genomischer Ebene entscheidend. Durch die entsgrdchéheren Kosten war das
feline Homolog fur eine vollstdndige Analyse zu [rddaher sollten Uber seine
gesamte Lange verteilte Polymorphismen analysiemnden. Wenn die HypoPP der
Burmakatze durch Mutationen innerhalb d@ACNA1SGens verursacht wird, die
nicht bei der vergleichenden Sequenzierung entdeckiden, so kdnnen jedoch
Assoziationen zwischen Polymorphismen und dem sutéten Merkmal HypoPP
nachgewiesen werden. Durch die genetische Kopplhamgindirekten Markern und
ursachlicher Mutation werden im Sinne einer Feitikeing des Gens Hinweise auf
die physikalische Position gewonnen (COOR&ERI.2006, LYONSet al.2006).

6.2.2 Vergleich des CACNALS bei Mensch und Katze

Der hohe Konservierungsgrad der Genome von Mensuoth Katze wurde in
verschiedenen Studien beobachtet (RETTENBERGERI. 1995, WIENBERG &
STANYON 1997). Dabei sind in beiden Spezies ganeiéh von orthologen Genen
auf einzelnen Chromosomen lokalisiert (O'BRIEN & 8IA 1982, O'BRIENet al.
1997b). Auch MURPHYet al. (2000) wiesen durch Vergleiche der RH-Karten von
Mensch und Katze ganze Kopplungsarrangements vamerG¢=Syntanien) nach.
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Sogar die relative Anordnung der Gene auf Chromesostheint zwischen Mensch
und Katze erhalten geblieben zu sein (MURP&t¥al.1999). Der g-Arm des humanen
Chromosoms HSA1 erwies sich als homolog zum feliGémomosom F1. An der
Position HSA 1932 ist das Gen fur diphaUntereinheit des Dihydropyrin-sensitiven
Cd*-Kanals CACNA1$ lokalisiert (GREGGet al. 1993, ILES et al. 1994).
Entsprechend wurde in der vorliegenden Arbeit @CNA1SGen der Katze
physikalisch mittels Fluoreszemz-situ-Hybridisierung (FISH) auf dem felinen
Chromosom F1g22 kartiert. Auf diesem Chromosom keiglas Gen zusatzlich durch
den intragenen Mikrosatellite@IKAOO1 genetisch kartiert werden (KLEINt al.
2006b). Die physische Kartierung bestatigt auch Eligebnisse der vergleichenden
Kartierung des menschlichen Chromosoms HSA1 durchpNy et al. (2003), der
Homologien zu felinen Chromosomen bzw. —abschnittdn F1 und D2 belegen
konnte.

Das gesamte human€ACNA1SGen umfasst nach HOGANet al. (1996) auf
genomischer Ebene etwa 90 Kilobasenpaare und #t iBxons strukturiert. Von der
genomischen Sequenz der Katze wurden in der veridgn Arbeit mehrere DNA-
Fragmente analysiert, von denen finf vollstandigieohs und Exons beinhalten. Im
Vergleich mit den homologeBACNA1SAbschnitten des Menschen zeigt sich in den
analysierten Fragmenten eine starke Konservierengehomischen Struktur, die sich
besonders in den Exongrdl3en widerspiegelt. Die &xeon Mensch und Katze
umfassen 66 bis 252 Basenpaare und sind in beigeni€s gleich grof3. Die Introns
wiesen Grof3en von 157 bis 1972 Basenpaaren au¥,atianz in der Grol3e zwischen
Mensch und Katze ist zum Teil erheblich. In denlysiarten Abschnitten wurden die
Exon-Intron-Grenzen durch das Alignment von felim#RNA und DNA bestimmt.
Die dadurch ermittelten Sequenzen dplice sitessind zwischen Katze und Mensch
durch die starke Konservierung der Gene bis aufiifsergang von Intron9 zu Exon10
identisch. Dabei weichen die Erkennungsstellen den GT-AG-Regel ab (LEWIN
1998c). Bei Mensch und Katze treten gpdice acceptodie Nukleotide GT und AA
und alssplice donordie Nukleotide CC, AG, AT und GC auf.

Durch die vorliegende Arbeit konnte die mRNA-Sequaies felinenCACNALS
erstmalig charakterisiert und in die Datenbankes BECBI unter der Accession
Nummer DQ128075 eingetragen werden. Bei der Katzdasst die prozessierte
MRNA dieses Gens 6070 Basen mit einem offenen hbssn ¢pen reading frame
ORPF von 5613 Basen. Die mRNA d€3ACNA1SGens des Menschen (Accession
Nummer NM_000069) besteht aus 6168 Basen, von dé6@d Basen dewpen
reading framebilden. Die Sequenz ist mit einer Ubereinstimmung 89 % zwischen
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Katze und Mensch hoch konserviert. Der wesentlechstterschied wird durch das
verlangerte 5° Ende der mRNA des Menschen von 188eB am Transkriptionsstart
gepragt. Zudem enthélt die mRNA der Katze im Vaojleur mRNA des Menschen
zwei Deletionen und eine Insertion auf3erhalb désneh Leserahmens. Die aus der
MRNA resultierende Primarsequenz der Proteine wshfa873 Aminosauren beim
Mensch bzw. 1871 Aminosauren bei der Katze. Beimgh&ch der Aminosauren-
sequenzen konnte sogar eine Ubereinstimmung zwistbielen Fragmenten von 92
% festgestellt werden. Die hohe Konservierung dexquenzen funktionaler
lonenkanale konnte auch durch den Vergleich der AdSiquenzen verschiedener
Spezies belegt werden. Die Schéatzung der Distanzesthen mRNA-Sequenzen von
alphaUntereinheiten verschiedener spannungsabhangajeuékanalen (L-, N- und
P/Q-Typ) zeigte, dass die Unterschiede zwischen alepelnen Kanaltypen grél3er
sind als die Unterschiede zwischen den Speziesh ABENGet al. (2006) konnten
diese Konservierung zwischen Spezies anhand ddeiRsequenzen verschiedener
alpha2-Untereinheiten spannungsabhangiger Calciumkamddmtifizieren. Funk-
tionale Konservierungen der lonenkanéle bestehegarsa@wischen Nesseltieren
(Cnidaria) und Saugetieren (JEZIORSKét al. 1999) sowie Fruchtfliegen und
Saugetieren (GANETZKY 2000). Insbesondere in demn$membransegmenten der
spannungsabhéngigen und kanalformenden Untereamheier Calcium-, Natrium-
und Kaliumkanale konnten durch die Arbeiten von GUEX al. (2007) konservierte
Motive nachgewiesen werden. Nach HILLE (1989) sidée Calciumkanale
wahrscheinlich wahrend der Evolution der Eukaryotewms Kaliumkanalen
hervorgegangen. Gen- und Chromosomenduplikatiorsdrerh dann zur Entstehung
verschiedener Kanéle innerhalb der GenfamilienlgeifGOLDIN 2002).

Zur Untersuchung des Expressionsmusters des fe@®DNA1Swurden analog zu
den Arbeiten von DONAHUEet al. (2000) und FANet al. (2000) die relativen
Gesamt-RNA-Mengen fir die PCR nach Normalisierungaad des mRNA-Levels
von GAPDH bestimmt. Dashousekeepingsen GAPDH ist eines der am hdchsten
exprimierten Gene (HSIAGCet al. 2001). Die mMRNA desCACNAl1Swurde wie
erwartet im Skelettmuskel nachgewiesen. In GelNrare und Milz konnte aber auch
die Expression des Gens im VerhaltnisZdPDH in geringeren Mengen mit 30 bzw.
33 PCR-Zyklen belegt werden. Beim Menschen konmdeapression Vo@ACNALD
in Gehirn, Pankreas, Niere und Ovar und die Expyasgon drei Splei3varianten des
CACNAL1C in Herz, glatter Muskulatur, Gehirn, Hypophyse uibennieren
nachgewiesen werden (TANABEt al. 1987, ERTELet al. 2000). Somit werden
lonenkanale beim Menschen wie auch d8ACNALS der Katze nicht nur
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gewebsspezifisch exprimiert. So ist beispielswede RNA des kardidren
NatriumkanalthhH1/SCN5Aauch im Gehirn nachweisbar (DONAHWHE al. 2000).

6.2.3 Genetische Variabilitat bei Katzen

Zur Bestimmung genetischer Variabilitdat wurden DISAguenzen von Exon- und
Intronabschnitten de€ACNAL1Slber eine Lange von insgesamt 6579 Basenpaaren
verglichen. In finf Fragmenten konnten insgesamtgédetische Polymorphismen
identifiziert werden. Im Vergleich zu den von ureseArbeitsgruppe analysierten
Abschnitten des felineBCN4AGen (KLEIN et al. 2006a) konnten somit ein auffallig
hoherer Grad an genetischer Variabilitat d®CNA1SGens in den untersuchten
Fragmenten nachgewiesen werden. Generell tretemtesp® Mutationen durch-
schnittlich mit einer Haufigkeit des Ereignissesnvit0® bis 10° je Locus und
Generation auf (LEWIN 1998a). Bei MikrosatelliteesdMenschen konnten durch
Pedigreeanalysen eine Mutationsrate vori E€eignissen pro Genort und Generation
geschéatzt werden (HANCOCK 1999). Mikrosatellitendsinach ELLEGRENet al.
(1997) aufgrund des hohen Polymorphiegrads bessrgiignet, um Assoziationen
zwischen bestimmten Allelen und Phanotypen nachim@ne Durch die Studien von
MURPHY et al. (2007) wurden mittlerweile insgesamt 1793 genb@sMarker der
Katze kartiert. Zurzeit sind bei der Katze tUber Bifrosatelliten bekannt (MURPHY
et al. 2007). Analysen von Mikrosatelliten wurden bei demestizierten Katze zur
Erstellung genetischer Karten (MENOTTI-RAYMON& al. 2003b, MURPHYet al.
2007) und zur Kopplungsanalyse (COOP&HRal. 2006, IMESet al. 2006) eingesetzt.
In Relation zu anderen Tierarten wurden erst wegigeetische Populationsstudien
innerhalb der Gattungelidae(LECIS et al.2006, LUOet al.2007) und bei Wild- und
Hauskatzen (DRISCOLIet al. 2002) durchgefuhrt. Zur Kontrolle der Abstammung
einzelner Haus- und Wildkatzen (RANEBt al. 2001) und zur Individualisierung von
Tigern (XU et al. 2005) und Grol3katzen (SING&t al. 2004) konnten Mikrosatelliten
erfolgreich verwendet werden. Zur Tieridentifikatiauch fur forensische Zwecke ist
ein von MENOTTI-RAYMOND et al. (2005) evaluiertes Reaktionskit flr
amerikanische Katzen kommerziell erhaltlich. NacALETTI et al. (2001) tritt
durchschnittlich alle 50 bis 100 KilobasenpaareMikrosatellit im Genom auf. Beim
felinen CACNA1SGen aus etwa 90 Kilobasenpaar war somit das Vonk®meines
Mikrosatelliten innerhalb des Gens oder in flankieten Bereichen voraussehbar.
Folgerichtig wurde im Intron9 deSACNA1Sder MikrosatellitGIKAOOL mit einem
(AC),-Motiv identifiziert und unter der Accession Numm&aQO057981 in die
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Datenbanken des NCBI eingetragen. Auch innerhatbh GlRCNA1Sdes Menschen
konnte von GREGGet al. (1993) ein Mikrosatellit (Accession Nummer M87485)
nachgewiesen werden. Der MikrosatetitKAOO1 war mit neun Allelen aus 146 bis
164 Basenpaaren bzw. 22 Genotypen hoch polymorpherhalb der Rasse
Europaisch Kurzhaar traten 18, bei Perser 13 umdbema nur vier verschiedene
Genotypen auf. Zwischen Allelfrequenzen der Kategbanghaarrasse im Vergleich
sowohl mit der Kategorie Halblanghaar als auch deit Kategorie Kurzhaar wurden
mittels Fishers Exakt Test hochsignifikante Untkisde (p < 0,001) festgestellt. Bei
Perser- und Europaischen Kurzhaarkatzen wurde &b bzw. 79 % der Tiere ein
heterozygoter Genotyp nachgewiesen. In dem fingsehe Zwecke von MENOTTI-
RAYMOND et al. (2005) entwickelten Typisierungssystem wurden eezi
polymorphe, hochgradig heterozygote Mikrosatelligingesetzt. In den einzelnen
Markern konnten Heterozygotiegrade von 60 % bis %82beobachtet werden.
Hingegen lagen die Heterozygotiegrade innerhalb d&zelnen Rassen bei
durchschnittlich 71 % (57 % bis 83 %). In 11 untelden Genorten wiesen
MENOTTI-RAYMOND et al. (2005) bei Perserkatzen (n = 8) einen Heterozggoti
grad von nur 51 % mit durchschnittich 5 Allelen durbei amerikanischen
Burmakatzen (n = 8) ein Heterozygotiegrad von 6thedurchschnittlich 4,7 Allelen
nach. Im Vergleich zu diesen Werten ist auch dekrddiatellit GIKAOO1 durch die
hohe Polymorphie und Heterozygotie fir genetischali8n hervorragend geeignet.
Innerhalb der untersuchten européaischen Burmakakoemten im Mikrosatelliten
GIKAOO1 nur vier Genotypen mit einem Heterozygotiegrad ¥&n% charakterisiert
werden. Hier haben sich die Allele 150 und 156 asigbert und somit auch zur
Verringerung des Heterozygotiegrades geflihrt. Digdgekt kann durch die nahe
Verwandtschaft der Tiere untereinander erklart werdSowohl innerhalb der
molekulargenetisch analysierten Burmakatzen alsh @ot gesamten Stammbaum
wurden Verpaarungen zwischen Tieren 1. und 2. Gradegenommen. Nach DAVID
(1998) und HANSSON & WESTERBERG (2002) fiihrt Inzuezh einem Verlust an
Heterozygotie insbesondere bei Mikrosatelliten.

Da in der vorliegenden Arbeit verwendeten SNPs adhder Ergebnisse der
vergleichenden Sequenzierung von Burmakatzen audggewurden, sind innerhalb
dieser Rasse in allen PCR-RFLPs beide Allele zib&euen. Das jeweils haufiger
vorkommende Allel ist auch deutlich haufiger beind€ieren anderer Rassen zu
beobachten. Die Haufigkeiten der Genotypen zwisdBgmmesen und allen anderen
Katzen unterschieden sich signifikant (p < 0,06).3NP Exon44+188 beispielsweise
wurden auch innerhalb der Burmakatzen alle Genotypeobachtet, bis auf zwei
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Siamkatzen (Genotyp TT) zeigten alle Tiere anddRassen den homozygoten
Genotypen CC. Da Siamkatzen schon zur Begrindundrdsse Burma und immer
wieder zur Minderung der Inzucht eingesetzt wurd@mnte sich dieser SNP auch bei
weiteren Untersuchungen als rassetypisch fur Burmasd die nah-verwandten
Siamesen erweisen. Anhand der SNPs konnten in 2@afdien innerhalb der
Burmakatzenfamilie und bei 61 weiteren Katzen issget sieben Haplotypen
geschéatzt werden. Die beschriebenen SNPs konnemnmygdsierungssysteme fur
verschiedene Katzenpopulationen verwendet werden.si@ aber speziell fur die
Typisierung von nah verwandten Burmakatzen entvickerden, missen sie und
insbesondere der SNP Exon44+188 abhangig von dmgebtellung und den zu
typisierenden Katzen auf ausreichende Informatig&prift werden. Mittels PCR-
RFLPs konnten die SNPs sicher und einfach anatysierden. Fur Untersuchungen
im Hochdurchsatz kénnen zur Zeit- und Kostenredung sondenspezifische PCRs
im Real-time Cycler(5’'Exonuklease-Assays FTagManrPCR) oder DNA-Arrays
abgeleitet werden. Im Gegensatz zu hochpolymorpgWiédaosatelliten sind SNPs
jedoch auf jeweils zwei Allele pro Locus beschrakir Assoziationsanalysen muss
daher eine ausreichend groRe Zahl an SNPs idestifizind typisiert werden
(GORDON et al. 2005). So wurden von HERRAEZAt al. (2005) in einer
Rinderpopulation einerseits 17 Mikrosatelliten @amdiererseits 43 SNPs zur Erzielung
vergleichbarer Ergebnisse eingesetzt. Veroffenilgen zu auf SNP-basierenden
DNA-Varianten bei Katzen beziehen sich neben destelung von Genkarten
(MENOTTI-RAYMOND et al. 2003b, MURPHY et al. 2007) mit wenigen
Ausnahmen wie etwa die Studien von GOULD & SARGA2(2) und LUOet al.
(2007) auf Mutationen, die mit einem bestimmtenrfeligp korreliert sind. So wurden
laut den Angaben der Datenbank Online Mendeliareritdnce in Animals (OMIA,
(www.angis.org.au/Databases/BIRX/omia, letzter Atigam 23. Juli 2007) bis heute
ursachliche Mutationen fur 15 Erbkrankheiten id@nért. In den Arbeiten von
MENOTTI-RAYMOND et al. (2003b) wurden DNA-Varianten in 255 Typ I-Loci zur
genetischen Kartierung analysiert. Basierend aufPs$SNn Introns von vier
verschiedenen Genen sowie einem Mikrosatellit kemnLUO et al. (2007) ein
Haplotypisierungssystem fur das Y-Chromosom vohesié-elidae Arten entwickeln.
Durch die vorliegende Arbeit konnte die Kenntnieiifeline SNPs erweitert werden.
Beim Menschen wurden bisher in der Datenbank deBIN@.870.024 humane SNPs
(http://Iwww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=sngetzter Zugriff 23. Juli 2007)
registriert. Im Zuge des Fortschritts der Erforsapdes Katzengenoms wird auch die
Kenntnis Uber SNPs bei der Katze zunehmen.
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6.3 Ausschluss de€ACNA1Sals Kandidatengen

Das CACNA1SGen wurde anhand des vergleichbaren Krankheitstikelr HypoPP
des Menschen als funktionelles Kandidatengen fi&r ldypoPP der Burmakatze
untersucht. Die beim Mensch beschriebenamssense Mutationen Arg528His,
Arg1239His bzw. Arg1239Gly de€ACNA1Sbeeinflussen die positive Ladung der
Transmembransegmente 1S4 und [IVS4, die an der ribpgsmessung der
ionenfihrenden Pore beteiligt sind (JURKAT-ROET al. 1994, PTACEKet al.
1994a). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurdea diese Proteinabschnitte
codierenden Bereiche des felin@ACNAL1Sder Katze uber die Fragmente Exonll
und Exon30 bis Exon31 gezielt untersucht. In dieden codierenden Abschnitten
konnten in den vergleichend sequenzierten Burmeakat@entische Sequenzen
nachgewiesen werden. Auch an den von CARSA®&tAal. (2003) beschriebenen
Nukleotidpositionen waren die Sequenzen der untbten Katzen identisch. Zur
Durchfihrung einer Assoziationsanalyse in einer ¥ypoPP betroffenen Burma-
katzenfamilie wurden intragene Polymorphismen newhgsen und als genetische
Marker verwendet. Genetische Assoziationsstudien Aufkl&rung ursachlicher
Polymorphismen in Populationen mit relevantem Phgmavurden in den letzten
Jahren zunehmend durchgefiihrt (RISCH & MERIKANGAS9@). Dabei kénnen
Assoziationsstudien ale/hole genome scaanter Einbeziehung lber das gesamte
Genom verteilter Marker, als Feinkartierungsstudieon zuvor identifizierten
Regionen oder als Kandidatengenstudien durchgefiéirten (HALLDORSSONet
al. 2004).

Zur Aufklarung des molekulargenetischen Hintergesider HypoPP der Burmakatze
wurde der funktionelle Kandidatengenansatz verfofgtalog zu den Arbeiten von
EIZIRIK et al. (2003), LYONSet al. (2004) und MEURSet al. (2005) wurde das
funktionelle Kandidatengen CACNAL1S zur Identifikation von genetischen
Polymorphismen vergleichend sequenziert. Da in @ealysierten Bereichen keine
ursachlichen DNA-Varianten ermittelt werden konntemirden intragene Marker auf
indirekte Assoziationen mit dem Merkmal HypoPP wueht. Bei indirekten
Assoziationsanalysen werden indirekte Marker untdrs die mit der ursachlichen
Mutation genetisch gekoppelt sind (HALLDORSS@Nal. 2004). Zu diesem Zweck
wurden bei Katzen einige Studien durchgefihrt, wabder Regel Mikrosatelliten als
genetische Marker eingesetzt wurden (YOUNGal. 2005, COOPERet al. 2006,
ISHIDA et al. 2006). Auf SNPs basierende indirekte Assoziatinasen wurden
bisher kaum veroffentlicht. GOULD & SARGAN (2002utzen diese Strategie zur
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Analyse funktioneller Kandidatengene fir die reenadystrophie (Rdy). Beim
Menschen hingegen werden mit SNPs erfolgreich agemomweite Studien
durchgefihrt (BUCHet al.2007). Allein im Review von HIRSCHHORB al. (2002)
werden 166 auf SNPs basierende AssoziationsanabgenMenschen besprochen.

Die als genetische Marker verwendeten vier SNPsaindMikrosatellit konnten bei
allen DNA-Proben typisiert werden. Im analysiert®edigree segregierten die
einzelnen Allele nach den Mendelschen Gesetzencledicht analog zum Phanotyp
der HypoPP. Die Frequenzen der einzelnen Allele Gediotypen der genetischen
Marker sowie der SNP-Haplotypen wurden zwischen @&emmakatzen der von
HypoPP betroffenen Familie verschiedener Merkmakseén mit dem Fishers Exakt
Test verglichen. Zwischen diesen Haufigkeiten bmn WHypoPP betroffenen Tieren
und klinisch symptomfreien Katzen sind keine siggaimten Unterschiede festzustellen
(p < 0,05). Somit konnte eine Assoziation zwisclden flnf indirekten Markern und
dem Merkmal HypoPP widerlegt werden. Die einzeliMarker sind in den Intron9,
Intron17, Intron31, Intron36 und Exon44 lokalisiemd reprasentieren das gesamte
genomischeCACNA1SGen. Durch die raumliche N&he innerhalb des rufd 9
Kilobasenpaare umfassenden Gens und der daraukieresiden engen Kopplung
konnen Assoziationen sicher erfasst bzw. widenegden. In einer frihen Arbeit zur
HypoPP des Menschen zum Beispiel untersuchten CAXSEE al. (1992) drei
Kandidatengene inklusive deSCN4A in denen Mutationen Stérungen des
lonenflusses verursachen. Im experimentellen Peeigonnten die Autoren mit einer
Assoziationsanalyse keine genetische Kopplung heiscden intragenen Markern und
dem Phéanotyp nachweisen und schlossen somit eit&li§@ng der untersuchten
Gene sicher aus (CASLEYt al. 1992). GOULD & SARGAN (2002) leiteten
funktionelle Kandidatengene fir die autosomal-dante retinale Dystrophie (Rdy)
bei Abessiner-Katzen anhand der Situation des Mwmsab. Wie auch in der
vorliegenden Arbeit wurden nach ldentifizierung igeeter Polymorphismen in den
GenenROMY1, PDEG6G und RHO genetische Marker in betroffenen und gesunden
Katzen charakterisiert. In der nachfolgenden Seyjregsanalyse zeigte sich, dass die
Auspragung der genetischen Marker diskordant zuny-Rdtus war und eine
Beteiligung der Kandidatengene verworfen werdennkenGOULD & SARGAN
2002).

Die Untersuchung funktioneller Kandidatengene istikdassischer Ansatz zur Klarung
der Athiologie bei Erbkrankheiten. Eine Beteiligumgs untersuchten Gens am
Krankheitsgeschehen wird dann ausgeschlossen, keime genetische Kopplung
zum Merkmal nachweisbar ist. In diesem Fall seg@regi genetische Polymorphismen
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auch nicht analog zum Phé&notyp im ProbenmaterieBKOOMIEN & EPPLEN 2003,
BANNASCH et al. 2004, SAFRAet al. 2005, YOUNGet al. 2006a, YOUNGet al.
2006b). Durch die Widerlegung einer Assoziationsolen dem Phanotyp HypoPP
und den Allelen von finf intragenen Markern konimteder vorliegende Arbeit eine
Beteiligung des felinenCACNA1S am Krankheitsgeschehen der HypoPP der
Burmakatze in der untersuchten Katzenfamilie auggessen werden.

6.4 Methoden zur Klarung der Krankheitsursache

6.4.1 Untersuchung funktioneller Kandidatengene

Zur Aufklarung des molekulargenetischen Hintergesider HypoPP der Burmakatze
wurde der funktionelle Kandidatengenansatz verfofgtfgrund der Analogien zum
Krankheitsbild der HypoPP des Menschen wurde dizeAshypothese abgeleitet, dass
auch bei der Katze Mutationen auf homologen Genenlex Pathogenese beteiligt
sind. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ddimé CACNA1Sder Katze als
funktionelles Kandidatengen der HypoPP der Burnmkatharakterisiert. Seine
Beteiligung am Krankheitsgeschehen konnte im unthten Pedigree sicher
ausgeschlossen werden. Zur weiteren Klarung und \Zewvollstandigung des
Kandidatengenansatzes mussen daher die Kandidaerig€NE3 und SCN4A
analysiert werden. DasSCNE3Gen codiert dasink related peptid ZMiRP2), das
als akzessorischieetaUntereinheit die Eigenschaften des Kaliumkanalsird&isst.
Die von ABBOTT et al. (2001) identifizierte Mutation im GeKCNE3 wird von
anderen Autoren als Krankheitsursache fiir die HBpdes Menschen ausgeschlossen
(STERNBERG et al. 2003, JURKAT-ROTT & LEHMANN-HORN 2004). Eine
Beteiligung an der felinen HypoPP erscheint dahmhaveniger wahrscheinlich als
Mutationen in CACNAL1S oder SCN4A Durch Sequenzanalysen des gesamten
codierenden Bereiches des felinelCNE3 konnten keine Polymorphismen
identifiziert werden (PRINZENBERG 2005). Da$SCN4AGen codiert die
ionenfihrendealphaUntereinheit des muskularen spannungsabhangigenuhta
kanals. Das Protein wird analog zu®ACNA1Saus vier Domanen mit sechs
Transmembransegmenten gebildet. Beim Mensch siedfur die humane HypoPP
ursachliche Mutationen in diesem Gen beschrieb&i BAN et al. 1999, JURKAT-
ROTT et al. 2000, DAVIES et al. 2001). Zudem sinditdtionen innerhalb dieses
Gens verantwortlich firParamyotonia congenita(PMC; Eulenburg), Kalium-
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verstarkte Myotonien und die Hyperkaliamische R#siche Paralyse (HyPP) bei
Pferd und Mensch (MCCLATCHE¢t al. 1992b, PTACEKet al. 1992, RUDOLPH
et al. 1992, PTACEKet al. 1994b, ORRELLet al. 1998, VICARTet al. 2005). Daher
wurden analog zur Charakterisierung @&CNA1Smehrere genomische Fragmente
des SCN4A mittels PCR isoliert und bei Katzen aus dem Pedgigvergleichend
sequenziert (KLEINet al. 2006a). Diehot spotsdes Menschen befinden sich in
Exonl3 und Exonl4, welche das Transmembransegniteftcodieren. An diesen
Stellen sind die Nukleotidsequenzen von HypoPPolfetien und gesunden Katzen
identisch. Der von der Arbeitsgruppe mittels PCR-RFnalysierte SNP in Intron21
ist nicht mit dem Merkmal assoziiert (KLEI&tL al.2006a). Generell ist die genetische
Variabilitdt dieses Gens im untersuchten Familiciema auffallig niedriger als das
durch zahlreiche Intron-Polymorphismen gekennzesthrCACNAL1S Auch die
Sequenzanalysen von GRUFFYD-JONES & LEHMANN-HORNI(2) konnten
keine assoziierten Polymorphismen bei von HypoPtfotienen Katzen entdecken.
Mit hoher Wahrscheinlichkeit kann daher auch digSes als Krankheitsursache fir
die HypoPP der Burmakatze ausgeschlossen werddal{Keét al. 2006a).

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ZLACNA1Ssowie den Analysen des
KCNE3 (PRINZENBERG 2005) und deSCN4A(KLEIN et al. 2006a) kann die
zugrunde liegende Arbeitshypothese héchstwahrsiatteiverworfen werden. An der
Entstehung der HypoPP der Burmakatze sind im wntbten Pedigree die beim
Menschen identifizierten Gene nicht beteiligt. lrliegenden Fall missen andere
molekulare Ursachen verantwortlich sein, die vefitlutauch zu den Abweichungen
zwischen den Krankheitsbildern bei Katze und Mensoh Kreatinkinasegehalt im
Blut und vor allem Vererbungsmodus fuhren. Somdlltstauch die HypoPP der
Burmakatze derzeit kein Tiermodell zur Erforschuley humanen HypoPP dar. Zur
Klarung der Krankheitsursache kénnten Analysen weiteren funktionellen Genen
durchgefuhrt werden. Funktionelle Kandidaten wé&tann aber alle Gene, die in den
lonenaustausch in Muskelzellen sowie die Erregimsiraktions-Kopplung
involviert sind oder als regulatorische Elementedan Expression eben dieser Gene
beteiligt sind. Durch die Sequenzierung des Gendenskatze durch die Agencofirt
Biosciences CorporatiofBeverly, Massachusetts) und dem Broad Institut 6F &hd
Harvard (Cambridge, Massachusetts) in Kombinatioghhomologen Gensequenzen
vom Menschen kénnen diese Gene heutzutage relafach isoliert werden. Wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt, kbnnen dann duaiehvergleichende Sequenzierung
zwischen einzelnen Katzen genetische Polymorphismefileckt werden. Diese
konnen dann als genetische Marker verwendet werdendirekte oder indirekte
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Assoziationen zwischen Genotyp und Phanotyp nackisew. Da hierbei aber
unsystematisch eine relativ grof3e Zahl von Genatysiert werden musste, sollte im
Fall der HypoPP methodisch zundchst der Markeransair Lokalisierung
positioneller Kandidatengene verwendet werden.

6.4.2 ldentifizierung positioneller Kandidatengermirch Marker

Beim Markeransatz werden regionale oder genomweltesoziationsstudien
durchgefihrt, bei denen hypothesenfrei nach Komgunzwischen DNA-Regionen
und den untersuchten Krankheiten gesucht wird. d3i@sdirekte Verfahren war lange
Zeit durch die Typisierung einer ausreichenden Ahzaformativer Marker bei
geniuigend Individuen sehr aufwandig (GODBEal. 2006). Durch moderne Hoch-
durchsatzverfahren bei der Typisierung von genegiscMarkern bzw. durch die
Verwendung von DNA-ChipsMicroarrays) kénnen Typisierungsergebnisse immer
schneller erzielt und verarbeitet werden (LEEB 20@Gerade bei der Analyse von
komplexen Erkrankungen oder quantitativ vererbtearkvhalen wurden mit Hilfe des
Markeransatzes grof3e Erfolge erzielt (GELDERMANMN@P Voraussetzung fur die
Durchfihrung sind ausreichend hohe Anzahl und Bicln genetisch kartierten
DNA-Markern (GELDERMANN 1996). Als Marker dienen Ilgmorphe
Mikrosatelliten bzw. SNPssi{ngle nucleotide polymorphisimsSNPs sind die am
haufigsten im Genom auftretenden DNA-Variationerm wlaher als Genmarker flr
eine enge Eingrenzung der fur die Krankheitsentstghverantwortlichen DNA-
Varianten von grofR3er Bedeutung (WANG®t al. 2007). Markeransatze zur
Identifizierung und Kartierung voquantitative trait loci(QTL) spielen insbesondere
in der Tier- und Pflanzenzucht eine grof3e Rolledssi Aufdeckung von zichterisch
interessanten Genregionen (SEAT®MNaI.2002).

Bei der Katze hat sich innerhalb der letzten JaHwech die Arbeiten der
Arbeitsgruppe um Stephen J. O’Brien die Zahl ddwabaten publizierten Marker auf
1793 vervielfacht (MENOTTI-RAYMONDet al. 1999, MURPHYet al. 2007). Mit
Hilfe dieser hoch qualitativen Genkarten in Komlbioa mit segregierenden
Katzenpedigrees konnen erbliche Merkmale sehr gdiblgt und interpretiert werden.
Einige Autoren konnten daher in den letzten Jahrechon bei Katzen
Assoziationsanalysen zur ldentifizierung posititerelKandidatengene erfolgreich
einsetzen. So identifizierten GRAHKt al. (2005) eine 14 cM Region nahe des
Centromers des X-Chromosoms, die mit dem Auftretem orangen Fellfarbe
assoziiert ist. Die weil3e Fleckung wird nach Anatyslurch COOPERt al. (2006)
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von einem Genort auf dem felinen Chromosom Bl MWksist. Durch eine
Kopplungsanalyse von Mikrosatelliten in einem Pegkgvon Katzen mit verdinnter
Fellfarbe ¢lilute) konnten ISHIDAet al. (2006) die Assoziation zum Chromosom C1
nachweisen. Durch weiterfihrende Studien wurde n@deh Feinkartierung dieses
Chromosoms das Melanophilin-GeML(PH) als Kandidatengen analysiert und eine
den Phanotyp verursachendessensé/utation identifiziert (ISHIDAet al.2006).

Auch im Fall der HypoPP der Burmakatze wird die @iiiihrung des Markeransatzes
sicher und solide zur Identifizierung positionelkandidaten fiihren. Entscheidend ist
die Auswahl geeigneter genetischer Marker. Dur@h ldihen Verwandtschaftsgrade
im zur Verfigung stehenden Familienmaterial istgk@etische Variabilitat zum Teil
so eingeschrankt, dass einige der bisher typisidvii&rosatelliten als nicht informativ
unberiicksichtigt bleiben mussten (PRINZENBER(G&I. 2006).
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7 Zusammenfassung

Die Hypokaliamische Periodische ParalyspoPP) der Burmakatze ist eine durch
generalisierte Muskelschwachen gekennzeichneteallamiy auftretende Erb-
krankheit. Die Klarung des ursachlichen Gendefddeés der Burmakatze und die
Entwicklung eines Gentests sind wichtige Voraussejen, um betroffene Tiere
sowie Anlagetrager frihzeitig erkennen und von dacht ausschlie3en zu kénnen.
Durch die vorliegende Arbeit sollte dialphaUntereinheit des muskularen
Dihydropyrin-sensitiven spannungsabhangigen Calcoenkanals CACNAL$ der
Katze molekulargenetisch charakterisiert werdentelé Assoziationsanalyse wurde
eine Beteiligung dieses funktionellen Kandidatersgam Krankheitsgeschehen bei
einer von HypoPP betroffenen Burmakatzenfamilieekkigt.

Durch Ableitung unspezifischer Primer anhand kowvieeter Bereiche der Gen-
sequenzen anderer Spezies UPrimerwalking konnte die mRNA de<CACNALS
mittelstwo-stepRT-PCR und SMART-RACE amplifiziert und isoliert wden. Durch
direkte Sequenzierung wurde die vollstandige Nuidsequenz der mRNA des
felinen CACNALS erstmals ermittelt und in den Dé@nken des NCBI unter der
Accession Nummer DQ128075 eingetragen. Diese Seqgaemit einer Identitat von
89 % zur mRNA-Sequenz des Menschen hochgradig kaese Die hohe
Konservierung der Sequenzen funktionaler lonenlanénnte auch durch die
Schatzung der Distanzen zwischen mRNA-Sequenzeschiedener Spezies belegt
werden. Durch semi-quantitative Expressionsanalysepostmortementnommenen
Gewebeproben von Gehirn, Herz, Uterus, Skelettmatky Lunge, Leber, Niere,
Milz und Vollblut wurde das Expressionsmuster ddme&nCACNALluntersucht. Die
MRNA konnte in Skelettmuskulatur, aber auch in @ehiNiere und Milz
nachgewiesen werden. Da im Blut keine ExpressiaCdeCNAL1Serfolgt, wurden zu
weiteren Charakterisierung des Gens genomische BISIARrobenmaterial verwendet.
Fur diese Analysen standen insgesamt 208 DNA-PrefoenKatzen verschiedener
Rassen zur Verfigung. Im Mittelpunkt der Untersuxhatanden DNA-Proben von 64
zu einer von HypoPP betroffenen Familie gehdrendamrmakatzen, die auf
genetische Polymorphismen im Zusammenhang mit derfireéden der HypoPP
untersucht wurden. Beobachtungen lber den StatudygePP beim jeweiligen Tier
wurden von den Tierbesitzern bzw. Zichtern angegebesgesamt waren sieben
Tiere von HypoPP betroffen. Drei Proben aus diésemnilie und eine DNA-Probe
einer Europdischen Kurzhaarkatze wurden zur Idkatibn der Sequenz von flnf
genomischen Abschnitten d@ACNA1Ssowie die vergleichende Sequenzierung zur
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Suche nach DNA-Varianten verwendet. Primer fur Amplifikation genomischer
Fragmente konnten anhand der Sequenz der mRNA atajelerden. Eines dieser
DNA-Amplifikate (Accession Nummer DQ128065) wurde &onde zur Fluoreszenz-
in-siti-Hybridisierung (FISH) in Chromosomenpréaparatergegetzt. Mit Hilfe dieses
Verfahrens konnte da€ACNA1SGen der Katze physikalisch auf dem felinen
Chromosom F1q22 kartiert werden.

Durch die vergleichende Sequenzierung von funf Afikpten der genomischen DNA
von Exon- und Intronabschnitten dEACNA1Slber eine Lange von zusammen 6462
Basenpaaren konnten insgesamt 44 genetische Paghrsoren identifiziert werden.
In den Intronabschnitten Intron9, Intronl7, IntrGn3ntron31 und Intron36 und der
3’-untranslatierten Region d€SACNA1SGens wurden 29 Transitionen und sieben
Transversionenen charakterisiert. Im Intron30 kerthe Deletion eines Cytosins und
im Intron31 die Insertion von vier Basen gezeigtrde®. In den Exonabschnitten
Exon10, Exonl8 und Exon44 wurden finf Transitioneai den analysierten
Burmakatzen nachgewiesen, die jedoch als stillealiiriien keine Auswirkung auf die
resultierende Aminosauresequenz haben. Ein Miketganit (AC),-Motiv wurde in
Exon9 dokumentiert. Fir den MikrosatelliteGIKAOO1 sowie die vier SNPs
Intron17+46, Intron31+185, Intron36+482 und Exon#88 wurden Nachweis-
verfahren durch die Fragmentlangenanalyse im DN@u8pzierautomat bzw. PCR-
RFLPs entwickelt. Die Typisierung des MikrosatelitGIKAOO1 erfolgte bei 208
DNA-Proben. Im gesamten Probenmaterial konnten ngllgle aus 146 bis 164
Basenpaaren nachgewiesen werden, die durch 1726éshe Wiederholungen des
Mikrosatellitenmotivs entstehen. In den untersuchik@atzen-DNAs dominieren die
Allele 150 und 156. Zwischen den Allelfrequenzeni lb&atzen der Kategorie
Langhaarrasse im Vergleich sowohl mit Tieren detearie Halblanghaar als auch
der Kategorie Kurzhaar wurden mittels Fishers Exdaldst hochsignifikante
Unterschiede (p < 0,001) festgestellt. Von deneasagnt 22 verschiedenen Genotypen
des GIKAQOO1 traten bei der Rasse Europaisch Kurzhaar 18, beseP 13 und bei
Burma nur vier verschiedene Genotypen auf. BeiBl@makatzen konnten durch die
Darstellung der SNPs mittels PCR-RFLPs jeweils deldlele und drei Genotypen
nachgewiesen werden. Bei Tieren anderer Rassemviamden SNPs Intron31+185,
Intron36+482 und Intronl7+46 jeweils ein bestimmtaldel dominierend. Im
Exon44+188 trat der SNP nur bei Burma- und zweimBatzen auf. Daher
unterschieden sich die Haufigkeiten der SNP-Gerestypwischen Burmesen und
allen anderen Katzen auch signifikant (p < 0,050h&nd der SNPs konnten in 20
Subfamilien innerhalb der Burmakatzenfamilie und @feweiteren Katzen insgesamt
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sieben Haplotypen geschatzt werden. Bei Burmakatzenden die Haplotypen
CCCC, TCCT und CATC und bei Tieren anderer RassenHaplotypen CCTC,
TCTC, TCTT, CACC und CATC sicher identifiziert. Didergebnisse der
Typisierungen der Tiere der betroffenen Katzenfemiind zwei unverwandten
Burmakatzen wurden in der Assoziationsanalyse zZoerptifung eines moglichen
Zusammenhangs zwischen der Haufigkeit der Auspigiguer analysierten
genetischen Marker und dem Merkmal HypoPP eingeseétierbei wurden die
Frequenzen der einzelnen Allele der genetischenk&iaGlKAOO0], Intronl7+46,
Intron31+185, Intron36+482 und Exon44+188 sowie 8BIP-Haplotypen zwischen
den Burmakatzen verschiedener Merkmalsklassen mzaek Modellen mit dem
Fishers Exakt Test verglichen. Im ersten Modell deur die Merkmale in ,klinische
Symptome* und ,symptomfrei“ unterschieden. Im zwaitModell wurden unter
Annahme eines autosomal-rezessiven Erbgangs deoR#ywier Klassen (,HypoPP
betroffen“, ,Anlagetrager®, ,potentieller Anlagegér®, ,unbekannt*) gebildet.
Zwischen den Haufigkeiten bestimmter Allele bei ypoPP betroffenen Tieren und
klinisch symptomfreien Katzen waren mit dem FisHexakt Test keine signifikanten
Unterschiede festzustellen (p > 0,05). Ein Zusanirarg zwischen den analysierten
intragenen Markern deSACNA1SGens und dem Auftreten des Erbdefekts konnte
unter den gegebenen Umstanden verworfen werdemuBableitend kann durch die
vorliegende Arbeit dasCACNALS als funktionelles Kandidatengen und seine
Beteiligung an der Pathogenese der HypoPP der Buatme ausgeschlossen werden.
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8 Summary

The hypokalaemic periodic paralysis (HypoPP) inrBese cats is a heredity disease
with episodic muscle weakness. Affected animalswshdinical signs of a
polymyopathy with head nodding, neck ventroflexiamd limb stiffness. The
identification of the causual gene mutation and diegelopment of a gene test are
important preconditions to recognize both affe@adnals and carriers and to exclude
them from breeding. In this research project tHmdegene for thalphasubunit of
the dihydropyridine sensitive calcium chanf@NCNA1Sshould be characterized
genetically. The genetic linkage of this functiocaindidate gene with pathogenesis
was examinated in a HypoPP affected Burmese cailyfaAfter unspecific primer
design on the basis of sequences of other spectepramer walking theCACNALS
MRNA was amplified and isolated usifgo-stepRT-PCR and SMART-RACE. Via
direct sequencing the nucleotide sequence of thBlAWRas determined for the first
time. The sequence was registered in the NCBI datatwith accession number
DQ128075. The mRNA sequence showed a high consemvid the human mRNA
with an identity of 89 %. High conservation of seqaes of functional ionen channels
could be shown with distance estimation between wR&fguences of several species.
Semi-quantitative expression analysis in tissuepsasof brain, heart, uterus, skeletal
muscle, lung, liver, kidney, milt, and blood showexpression patterns of the feline
CACNA1SThe mRNA could be detected in skeletal muscleiaratain, kidney, and
milt, too. Because there was no expressiorCAICNALSIn blood, for the further
characterization genomic DNA was used as samplermaatFor this analysis 208 cat
DNA samples of different breeds could be used. Bday on DNA samples of 64 cats
belonging to a HypoPP affected Burmese family. €hasimals were examined for
genetic polymorphisms correlated with HypoPP phgped. Information’s to the state
of HypoPP were provided by animal owners or bregdeor identification of genomic
sequence in several fragments and for screening DOddymorphisms using
comparative sequencing three samples of the Burroasdamily and a European
Shorthair were chosen. Primers were selected E&f@ NA1SMRNA to amplificate
genomic fragments. One of these fragments (aceessimber DQ128065) was used
as probe in fluorescenae situ hybridization (FISH). The gene was physically mappe
on feline chromosome F1g22. Comparative sequencdentifies 44 genetic
polymorphisms in five amplificates spanning 6468epairs with several Introns and
Exons. Intron9, Intronl7, Intron30, Intron31, ImB®, and 3’-untranslated region of
CACNA1Sshowed 29 transitions and seven transversionsntioni30 deletion of
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cytosin and in Intron31 insertion of four basesewvelnaracterized. In Exon10, Exonl18
und Exon44 five transitions were detected in Bummesats. These SNPs are silent
mutations without effect of amino acid sequenceExon9 one microsatellite with a
(AC), motif was found. Verification procedure was getedafor microsatellite
GIKAOOl1and four SNPs Intron17+46, Intron31+185, Intron®®, and Exon44+188
using fragment analysis respectively PCR-RFLPs.ifgypf microsatelliteGIKA0OO1

in 208 samples showed nine alleles with 146 upGtb dase pairs fragment size. Allels
150 and 156 dominated in analysed cat samplesifiSagnt differences (p < 0.001)
were ascertained between longhair cats and both lesmghair and shorthair cats.
Overall 22 genotypes d&IKAOO1 were detected. Eighteen genotypes were observed
in European Shorthair, thirteen in Persians ang fimlr genotypes in the Burmese cat
family. In Burmese cats both alleles and three ggres of SNPs using PCR-RFLP
were demonstrated. Animals of other breeds showedSNPs Intron31+185,
Intron36+482, and Intron17+46 in each case one danbiallele. SNP of Exon44+188
could be detected only in Burmese and two Siamatse Differences of frequencies of
SNP genotypes among Burmese and all other cats sigandicant (p < 0.05). Seven
haplotypes of SNPs were estimated using 20 Burreeltamilies and 61 other cats.
Haplotypes CCCC, TCCT, and CATC in Burmese and ditgpes CCTC, TCTC,
TCTT, CACC, and CATC in other cats were identifi&gsults of typing of Burmese
including the affected cat family and two unrelatadis were used for linkage analysis.
Potential correlation between allele frequencyariajic markers and the trait HypoPP
was verified using Fisher’'s exact test. Allele fregcies ofGIKAOOL, Intronl17+46,
Intron31+185, Intron36+482, Exon44+188, and SNPIdigpes were compared
among Burmese cats with different HypoPP traitagisivo models of trait categories.
The first model differentiated between the categpriclinical symptoms” and “no
symptoms*”. The second model distinguished four graies (“HypoPP affected",
“genetic carrier®, “potential carrier®, “unknown“assuming autosomal recessive
inheritance. Using Fisher's exact test no significalifferences between allele
frequencies in HypoPP affected and animals witlsyuiptoms were determined (p >
0.05). Under these circumstances correlation betwdeagenic markers cEACNA1S
and appearance of HypoPP could be condemned. Bhéisr®f this research project
leads to the exclusion ACNAL1Sas a candidate gene of the pathogenesis of HypoPP
in Burmese cats.
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10 Anhang

Tabelle 52: Ubersicht aller verwendeten DNA-Prober{n = 210) mit Zuordnung
zur jeweils angewandten Analyse

LabNr | EMS Kat Sex Status Seq MS SNP  Haplo Vater Mutter
2-1050| SIA 3 M 0 X X

2-1051| NFO 2 M 0 X X X
2-1167| PER 1 W 0 X X X
2-1215| EUR 3 M 0 X X X
2-1217| EUR 3 w 0 X X X
2-1262| SBI 2 M 0 X X

2-1338| EUR 3 M 0 X

2-1349| MCO 2 M 0 X X X
2-1384| PER 1 0 0 X X X
2-1438| EUR 3 M 0 X

2-1473| PER 1 W 0 X X X
2-1474 | PER 1 M 0 X X X
2-1501| NFO 2 w 0 X X X
2-1502| NFO 2 M 0 X X X
2-1518| EUR 3 M 0 X

2-1533| EUR 3 M 0 X

2-1550| EUR 3 M 0 X

2-1556| EUR 3 F 0 X

2-1654 | EUR 3 F 0 X

2-1666| EUR 3 F 0 X

2-1758 | BIR 3 w 0 X X X
2-1807| EUR 3 F 0 X

2-1809| SBI 2 w 0 X X X
2-1827| MCO 2 M 0 X X X
2-1869| EUR 3 F 0 X

2-1872 | BUR 3 M 0 X X X
2-1873| EUR 3 0 0 X

2-2033| SIA 3 M 0 X X X
2-2035| PER 1 W 0 X X X
2-2036 | RUS 3 w 0 X X X
2-2039| BIR 3 0 0 X X X
2-2103| EUR 3 M 0 X

2-2149| BIR 3 M 0 X X X
2-2155| PER 1 w 0 X

2-2238| EUR 3 F 0 X

2-2244 | BIR 3 M 0 X X X
3-0027| EUR 3 F 0 X

3-0072| EUR 3 F 0 X
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Fortsetzung Tabelle 52: Ubersicht aller verwendete®NA-Proben (n = 210) mit
Zuordnung zur jeweils angewandten Analyse

LabNr | EMS Kat Sex  Status  Seq

3-0102| EUR
3-0261| BIR

3-0277| EUR
3-0278| PER
3-0293| EUR
3-0306| EUR
3-0327| EUR
3-0328| EUR
3-0344| NFO
3-0408| EUR
3-0466| CHA
3-0526| SIA

3-0543| PER
3-0569| MCO
3-0575| BIR

3-0627| EUR
3-0650| EUR
3-0662| MCO
3-0663| ABY

3-0672| SIA

3-0703| EUR
3-0722| EUR
3-0762| EUR
3-0780| EUR
3-0841| TUA
3-0842| EUR
3-0869| EUR
3-0872| EUR
3-0902| EUR
3-0915| EUR
3-0938| CHA
3-0958 | MCO
3-0969| MCO
3-1020| EUR
3-1043| EUR
3-1071| EUR
3-1076| EUR
3-1087| PER
3-1116| NFO
3-1117| PER
3-1150| EUR
3-1184| MCO

SNP  Haplo Vater Mutter

X X

X X

X X X X X X
X

x
X
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Fortsetzung Tabelle 52: Ubersicht aller verwendete®NA-Proben (n = 210) mit
Zuordnung zur jeweils angewandten Analyse

LabNr | EMS Kat Sex Status Seq MS SNP  Haplo Vater Mutter
3-1188| PER 1 w 0 X X X

3-1242 | EUR 3 F 0 X

3-1267| SIB 3 w 0 X X X

3-1309| EXO 3 0 0 X X X

3-1412| SBI 2 M 0 X X X

3-1597| PER 3 0 0 X X X

3-1948 | CHA 3 M 0 X X X

3-1992| NFO 2 w 0 X X X

HKO01 BUR 3 M 1 X X X X HKO7 HKO04
HKO02 BUR 3 F 0 X X

HKO03 BUR 3 M 0 X X X HKO7 HKO04
HK04 BUR 3 F 0 X X X X HK45
HKO05 BUR 3 F 1 X X X HKO7 HKO04
HKO06 BUR 3 F 0 X X X

HKO07 BUR 3 M 0 X X X

HKO08 BUR 3 M 1 X X X HK10 HK19
HKO09 BUR 3 F 1 X X X HK10 HK12
HK10 BUR 3 M 0 X X X HK45
HK11 BUR 3 F 1 X X X HK10 HK12
HK12 BUR 3 F 0 X X X HK46 HK47
HK13 BUR 3 F 0 X X X HK18
HK14 BUR 3 F 1 X X X HK18
HK15 BUR 3 M 0 X X X HK18
HK16 BUR 3 M 0 X X X HK18
HK17 BUR 3 F 0 X X X HK18
HK18 BUR 3 F 0 X X X

HK19 BUR 3 F 0 X X X

HK20 BUR 3 F 0 X X X HK08 HK22
HK21 BUR 3 M 0 X X X HK08 HK22
HK22 BUR 3 F 0 X X X HK45
HK23 BUR 3 F 0 X X X HK08 HK36
HK24 BUR 3 F 0 X X X HK10 HK41
HK25 BUR 3 M 0 X X X HK35 HKO01
HK26 BUR 3 F 0 X X X HK10 HK27
HK27 BUR 3 F 0 X X X

HK28 BUR 3 M 0 X X X HK10 HK27
HK29 BUR 3 M 1 X X X

HK30 BUR 3 F 0 X X X HK18
HK31 BUR 3 F 0 X X X HK0O8 HK36
HK32 BUR 3 F 0 X X X HK10 HK12
HK33 BUR 3 M 0 X X X HK10

HK34 BUR 3 F 0 X X
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Fortsetzung Tabelle 52: Ubersicht aller verwendete®NA-Proben (n = 210) mit
Zuordnung zur jeweils angewandten Analyse

LabNr | EMS Kat Sex  Status  Seq MS SNP  Haplo Vater Mutter
HK35 BUR 3 M 0 X X X HK10 HK12
HK36 BUR 3 F 0 X X X HK46
HK37 BUR 3 F 0 X X X HKO08
HK38 BUR 3 F 0 X X

HK39 BUR 3 F 0 X X X HK28
HK40 BUR 3 F 0 X X X HK10 HK19
HK41 BUR 3 F 0 X X X

HK42 BUR 3 M 0 X X X HK10 HK19
HK43 BUR 3 F 0 X X X HKO8 HK36
HK44 | BUR 3 M 0 X X X HKO08 HK36
HK45 BUR 3 F 0 X X X

HK46 BUR 3 M 0 X X X

HK47 BUR 3 F 0 X X X HK48 HK45
HK48 BUR 3 M 0 X X X

HK49 BUR 3 M 0 X X X HK51
HK50 BUR 3 F 0 X X X HK51
HK51 BUR 3 F 0 X X X

HK52 BUR 3 F 0 X X

HK53 BUR 3 F 0 X X X HK56 HK57
HK54 | BUR 3 F 0 X X HK56
HK55 BUR 3 M 0 X X X HK56 HK57
HK56 BUR 3 M 0 X X X

HK57 BUR 3 F 0 X X X

HK58 BUR 3 F 0 X X

HK59 BUR 3 M 0 X X X HK56
HK60 BUR 3 F 0 X X

HK61 BUR 3 F 0 X X

HK62 BUR 3 F 0 X X

HK63 BUR 3 M 0 X X

HK64 | BUR 3 M 0 X X

PKO EUR 3 M 0 X X X

PK3 EUR 3 F 0 X X

PK5 MCO 2 M 0 X X X

PK6 EUR 3 M 0 X X X

PK7+ EUR 3 M 0 X X

TK3 ORI 3 0 0 X X X

TK4 MCO 2 F 0 X X

TK5 EUR 3 F 0 X X X

TK6 EUR 3 F 0 X X X

VK05 EUR 3 0 0 X X X

VK08 SIA 3 0 0 X X

VK09 SBI 2 0 0 X X X
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Fortsetzung Tabelle 52: Ubersicht aller verwendete®NA-Proben (n = 210) mit

Zuordnung zur jeweils angewandten Analyse

LabNr | EMS Kat Sex Status Seq MS SNP  Haplo Vater Mutter
VK11 MCO 2 0 0 X X X
VK12 NFO 2 0 0 X X
VK13 SIA 3 0 0 X X X
VK14 SIA 3 0 0 X X X
VK15 SBI 2 0 0 X X X
VK16 MCO 2 0 0 X X X
VK18 RAG 2 0 0 X X X
VK19 BUR 3 0 0 X X X
WHO01 | PER 1 0 0 X X X
WHO02 | PER 1 0 0 X X X
WHO03 | PER 1 0 0 X X X
WHO04 | PER 1 0 0 X X X
WHO5 | PER 1 0 0 X X X
WHO06 | PER 1 0 0 X

WHO07 | PER 1 0 0 X

WHO08 | PER 1 0 0 X

WHO09 | PER 1 0 0 X

WH10 | PER 1 0 0 X

WH11 | PER 1 0 0 X

WH12 | PER 1 0 0 X

WH13 | PER 1 0 0 X

WH14 | PER 1 0 0 X

WH15 | PER 1 0 0 X

WH16 | PER 1 0 0 X

WH17 | PER 1 0 0 X

WH18 | PER 1 0 0 X

WH19 | PER 1 0 0 X

WH20 | PER 1 0 0 X

WH21 | PER 1 0 0 X

WH22 | PER 1 0 0 X

WH23 | PER 1 0 0 X

WH24 | PER 1 0 0 X

WH25 | PER 1 0 0 X

WH26 | PER 1 0 0 X

WH27 | PER 1 0 0 X

WH28 | PER 1 0 0 X

WH29 | PER 1 0 0 X

WH30 | PER 1 0 0 X

WH31 | PER 1 0 0 X

WH32 | PER 1 0 0 X

WH33 | PER 1 0 0 X

WH35 | PER 1 0 0 X
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EMS: Rassenkodierung na&asy-mind-systemHaplo: Bestimmung der SNP-Haplotypen, Kat: Hasgén-
kategorie (1: Langhaar, 2: Semilanghaar, 3: KurghdabNr: Labornummer, MS: Mikrosatellitenanalydes
GIKA0O0], Seq: vergleichende Sequenzierung, Sex: Geschikchhannlich, F: weiblich), SNP: SNP-Analyse
mittels PCR-RFLP, Status: Phanotyp im Merkmal HypdP: symptomfrei, 1: klinische Symptome)

Tabelle 53: Ubersicht zur Zuordnung einzelner Burm&atzen in 21 Familien zur
Analyse der Haplotypen mittels Famhaf§

iir:::lr?;r- nlzje::])%r(-er Sex Status Vater Mutter
1 HKO1 M 1 HKO7 HKO04
1 HKO03 M 0 HKO7 HKO04
1 HKO04 F 0 D1 HK45
1 HKO05 F 1 HKO7 HKO04
1 HKO7 M 0 0 0
2 HKO08 M 1 HK10 HK19
2 HK10 M 0 D1 HK45
2 HK19 F 0 0 0
2 HK40 F 0 HK10 HK19
2 HK42 M 0 HK10 HK19
3 HKO09 F 1 HK10 HK12
3 HK10 M 0 D1 HK45
3 HK11 F 1 HK10 HK12
3 HK12 F 0 HK46 HK47
3 HK32 F 0 HK10 HK12
3 HK35 M 0 HK10 HK12
4 HK12 F 0 HK46 HK47
4 HK46 M 0 0 0
4 HK47 F 0 HK48 HK45
5 HK45 F 0 0 0
5 HK47 F 0 HK48 HK45
5 HK48 M 0 0 0
6 D1 M 0 0 0
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Fortsetzung Tabelle 53: Ubersicht zur Zuordnung eimelner Burmakatzen in 21
Familien zur Analyse der Haplotypen mittels Famhafs

E?Jnr?wlllr?;r- nlzjerlr?%r(-er Sex Status Vater Mutter
6 HKO04 F 0 D1 HK45
6 HK10 M 0 D1 HK45
6 HK22 F 0 D1 HK45
6 HK45 F 0 0 0
7 HK10 M 0 D1 HK45
7 HK24 F 0 HK10 HK41
7 HK41 F 0 0 N
8 HKO08 M 1 HK10 HK19
8 HK20 F 0 HKO08 HK22
8 HK21 M 0 HKO8 HK22
8 HK22 F 0 D1 HK45
9 D2 M 0 0 0
9 HK13 F 0 D2 HK18
9 HK17 F 0 D2 HK18
9 HK18 F 0 0 0
10 D3 M 0 0 0
10 HK14 F 1 D3 HK18
10 HK15 M 0 D3 HK18
10 HK16 M 0 D3 HK18
10 HK18 F 0 0 0
10 HK30 F 0 D3 HK18
11 HKO08 M 1 HK10 HK19
11 HK23 F 0 HKO8 HK36
11 HK31 F 0 HKO08 HK36
11 HK36 F 0 HK46 0
11 HK43 F 0 HKO08 HK36
11 HK44 M 0 HKO08 HK36
12 HK25 M 0 HK35 HK41
12 HK35 M 0 HK10 HK12
12 HK41 F 0 0 0
13 HK10 M 0 D1 HK45
13 HK26 F 0 HK10 HK27
13 HK27 F 0 0 0
13 HK28 M 0 HK10 HK27
14 HK53 F 0 HK56 HK57
14 HK55 M 0 HK56 HK57
14 HK56 M 0 0 0
14 HK57 F 0 0 0
15 D4 F 0 0 0
15 HK10 M 0 D1 HK45
15 HK33 M 0 HK10 D4
16 D5 M 0 0 0
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Fortsetzung Tabelle 53: Ubersicht zur Zuordnung eimelner Burmakatzen in 21
Familien zur Analyse der Haplotypen mittels Famhafs

Familien- Labor-
nummer nummer Sex Status Vater Mutter

16 HK?29 M 1 D5 HK30
16 HK30 F 0 D3 HK18
17 D6 M 0 0 0
17 HK49 M 0 D6 HK51
17 HK50 F 0 D6 HK51
17 HK51 F 0 0 0
18 D7 F 0 0 0
18 HK54 F 0 HK56 D7
18 HK56 M 0 0 0
18 HK59 M 0 HK56 D7
19 D8 F 0 0 0
19 HK36 F 0 HK46 D8
19 HK46 M 0 0 0
20 D9 F 0 0 0
20 HKO08 M 1 HK10 HK19
20 HK37 F 0 HK8 D9
21 D10 F 0 0 0
21 HK28 M 0 HK10 HK27
21 HK39 F 0 HK28 D10

Sex: Geschlecht (M: mannlich, F; weiblich), Statebanotyp im Merkmal HypoPP (0: symptomfrei, 1:
klinische Symptome), Vater/Mutter (O: unbekannt)

Tabelle 54: Verwandtschaftsmatrix der Burmakatzen § = 64)

LabNr HKO1 HKO02 HKO3 HK04 HKO5 HKO6 HKO7 HKO8 HK09 HK10 HK11l HK12 HK13
HKO1 0,00

HKO2 0,01 0,00

HKO3 0,53 0,01 0,00

HKO4 050 0,01 0,50 0,00

HKO5 0,53 0,01 053 0,50 0,00

HKO6 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,04

HKO7 055 0,00 055 000 055 0,00 0,11

HKO8 0,24 0,01 0,24 0,27 0,24 0,00 0,00 0,01

HKO9 0,16 001 0,6 033 0,16 0,00 0,00 0,30 0,07

HK10 0,26 001 0,26 052 026 000 000 051 0,57 0,00

HK11 0,26 0,01 0,6 033 0,6 0,00 0,00 0,30 057 057070

HK12 0,07 0,010 0,07 0,23 0,07 000 o000 0,08 0,57 0,13570 0,00

HK13 0,01 0,02 o001 003 001 0,00 000 005 0,05 0,03050 0,08 0,00
HK14 0,04 0,08 0,04 0,07 004 002 000 0,08 0,06 007060 0,06 0,31
HK15 0,04 0,08 0,04 0,07 004 002 000 0,08 0,06 007060 0,06 0,31
HK16 0,04 0,08 0,04 0,07 004 002 0,00 0,08 0,06 007060 0,06 0,31
HK17 0,01 0,02 o001 003 001 0,00 0,00 005 0,05 0,03050 0,08 0,50
HK18 0,03 003 003 005 003 001 000 005 0,05 0,05050 0,04 0,50
HK19 0,01 0,02 o001 003 001 0,00 0,00 053 003 003030 0,03 0,07
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Fortsetzung Tabelle 54: Verwandtschaftsmatrix der Brmakatzen (n = 64)
HKO2 HKO03 HKO04 HKO5 HK06 HKO07 HKO08 HK09 HK10 HK11 HK12

LabNr
HK20
HK21
HK22
HK23
HK24
HK25
HK26
HK27
HK28
HK29
HK30
HK31
HK32
HK33
HK34
HK35
HK36
HK37
HK38
HK39
HK40
HK41
HK42
HK43
HK44
HK45
HK46
HK47
HK48
HK49
HK50
HK51
HK52
HK53
HK54
HK55
HK56
HK57
HK58
HK59
HK60
HK61
HK62
HK63
HK64

HKO1
0,20
0,20
0,26
0,10
0,14
0,10
0,15
0,03
0,15
0,08
0,04
0,10
0,16
0,16
0,02
0,16
0,06
0,08
0,01
0,08
0,14
0,03
0,14
0,10
0,10
0,25
0,00
0,13
0,01
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,04
0,08
0,14
0,01
0,17
0,11
0,17
0,02
0,02
0,00
0,00

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,03
0,04
0,03
0,05
0,08
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,00
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,00
0,02
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,20
0,20
0,26
0,10
0,14
0,10
0,15
0,03
0,15
0,08
0,04
0,10
0,16
0,16
0,02
0,16
0,06
0,08
0,01
0,08
0,14
0,03
0,14
0,10
0,10
0,25
0,00
0,13
0,01
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,04
0,08
0,14
0,01
0,17
0,11
0,17
0,02
0,02
0,00
0,00

0,40
0,40
0,52
0,20
0,28
0,18
0,29
0,07
0,29
0,17
0,07
0,20
0,33
0,26
0,03
0,33
0,13
0,15
0,02
0,15
0,27
0,04
0,27
0,20
0,20
0,51
0,00
0,26
0,02
0,30
0,30
0,06
0,00
0,15
0,00
0,15
0,28
0,02
0,27
0,14
0,27
0,00
0,00
0,00
0,00

0,20
0,20
0,26
0,10
0,14
0,10
0,15
0,03
0,15
0,08
0,04
0,10
0,16
0,16
0,02
0,16
0,06
0,08
0,01
0,08
0,14
0,03
0,14
0,10
0,10
0,25
0,00
0,13
0,01
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,04
0,08
0,14
0,01
0,17
0,11
0,17
0,02
0,02
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,06
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,08
0,00
0,00
0,00
0,08
0,08
0,08
0,03
0,03
0,00
0,00

0,64
0,64
0,27
0,54
0,27
0,17
0,29
0,06
0,29
0,11
0,08
0,54
0,30
0,26
0,16
0,30
0,07
0,59
0,02
0,18
0,52
0,04
0,52
0,54
0,54
0,28
0,00
0,16
0,04
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,02
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,02

0,31
0,31
0,33
0,26
0,30
0,30
0,31
0,05
0,31
0,13
0,06
0,26
0,57
0,28
0,02
0,57
0,22
0,16
0,01
0,17
0,30
0,03
0,30
0,26
0,26
0,39
0,25
0,39
0,14
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00

0,5231 0
0,5231 0
0,5233 0
0,3226 0
0,5230 0
0,3030 0
0,5331 0
0,0705 0
0,5331 0
0,1713 0
0,0706 0
0,3226 0
0,5757 0
0,5028 0
0,0302 0
0,5757 0
0,1322 0
0,2716 0
0,0201 0
0,2717 0
0,51,30 0
0,0403 0
0,51,30 0
0,3226 0
0,3226 0
0,513,390
0,0025 0
0,2639 0
0,0214 0
0,30150
0,30150
0,0603 0
0,0000 0
0,1508 0
0,0000 0
0,1508 0
0,2814 0
0,0201 0
0,2713 0
0,1407 O
0,2713 0
0,0000 0
0,0000 0
0,0000 0
0,0000 0

0,11
0,11
0,13
0,20
0,08
0,30
0,09
0,04
0,09
0,10
0,06
0,20
0,57
0,07
0,02
0,57
0,32
0,05
0,01
0,06
0,08
0,02
0,08
0,20
0,20
0,26
0,50
0,51
0,26
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

HK13
0,04
0,04
0,03
0,04
0,03
0,04
0,04
0,06
0,04
0,16
0,31
0,04
0,05
0,01
0,04
0,05
0,03
0,05
0,01
0,04
0,05
0,03
0,05
0,04
0,04
0,05
0,00
0,16
0,28
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
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Fortsetzung Tabelle 54: Verwandtschaftsmatrix der Brmakatzen (n = 64)
HK14 HK15 HK16 HK17 HK18 HK19 HK20 HK21 HK22 HK23 HK24 HK25 HK26

LabNr
HKO09
HK10
HK11
HK12
HK13
HK14
HK15
HK16
HK17
HK18
HK19
HK20
HK21
HK22
HK23
HK24
HK25
HK26
HK27
HK28
HK29
HK30
HK31
HK32
HK33
HK34
HK35
HK36
HK37
HK38
HK39
HK40
HK41
HK42
HK43
HK44
HK45
HK46
HK47
HK48
HK49
HK50
HK51
HK52
HK53
HK54
HK55
HK56
HK57
HK58
HK59
HK60
HK61
HK62
HK63
HK64

0,13
0,63
0,63
0,31
0,63
0,09
0,08
0,08
0,07
0,07
0,08
0,07
0,14
0,21
0,14
0,35
0,63
0,07
0,06
0,04
0,09
0,06
0,05
0,09
0,01
0,10
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,15
0,00
0,11
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,13
0,63
0,31
0,63
0,09
0,08
0,08
0,07
0,07
0,08
0,07
0,14
0,21
0,14
0,35
0,63
0,07
0,06
0,04
0,09
0,06
0,05
0,09
0,01
0,10
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,15
0,00
0,11
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,13
0,31
0,63
0,09
0,08
0,08
0,07
0,07
0,08
0,07
0,14
0,21
0,14
0,35
0,63
0,07
0,06
0,04
0,09
0,06
0,05
0,09
0,01
0,10
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,15
0,00
0,11
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,00
0,50
0,07
0,04
0,04
0,03
0,04
0,03
0,04
0,04
0,06
0,04
0,16
0,31
0,04
0,05
0,01
0,04
0,05
0,03
0,05
0,01
0,04
0,05
0,03
0,05
0,04
0,04
0,05
0,00
0,16
0,28
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01

0,00
0,06
0,05
0,05
0,05
0,06
0,06
0,05
0,08
0,11
0,08
0,33
0,63
0,06
0,05
0,03
0,06
0,05
0,06
0,05
0,02
0,06
0,05
0,06
0,05
0,06
0,06
0,10
0,00
0,08
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,04
0,28
0,28
0,03
0,27
0,03
0,03
0,04
0,06
0,04
0,05
0,09
0,27
0,03
0,01
0,29
0,03
0,01
0,41
0,02
0,08
0,53
0,03
0,53
0,27
0,27
0,05
0,00
0,05
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,04

0,14
0,64
0,64
0,37
0,28
0,17
0,29
0,06
0,29
0,14
0,08
0,37
0,31
0,26
0,09
0,31
0,10
0,37
0,02
0,17
0,40
0,04
0,40
0,37
0,37
0,39
0,00
0,21
0,03
0,22
0,22
0,05
0,00
0,12
0,00
0,12
0,21
0,02
0,20
0,11
0,20
0,00
0,00
0,00
0,01

0,14
0,64
0,37
0,28
0,17
0,29
0,06
0,29
0,14
0,08
0,37
0,31
0,26
0,09
0,31
0,10
0,37
0,02
0,17
0,40
0,04
0,40
0,37
0,37
0,39
0,00
0,21
0,03
0,22
0,22
0,05
0,00
0,12
0,00
0,12
0,21
0,02
0,20
0,11
0,20
0,00
0,00
0,00
0,01

0,00
0,20
0,28
0,18
0,29
0,07
0,29
0,17
0,07
0,20
0,33
0,26
0,03
0,33
0,13
0,15
0,02
0,15
0,27
0,04
0,27
0,20
0,20
0,51
0,00
0,26
0,02
0,30
0,30
0,06
0,00
0,15
0,00
0,15
0,28
0,02
0,27
0,14
0,27
0,00
0,00
0,00
0,00

0,04

0,1702 0
0,1442 0
0,1829 0
0,0507 0
0,1829 0
0,1012 0
0,0708 0
0,5417 0
0,2630 0
0,1626 0
0,0905 0
0,2630 0
0,5407 0
0,3116 0
0,01,02 0
0,116 0
0,3027 0
0,0355 0
0,3027 0
0,5417 0
0,5417 0
0,2730 0
0,2500 0
0,1516 0
0,0202 0
0,07150
0,07150
0,0203 0
0,0001 0
0,0408 0
0,0000 0
0,0408 0
0,0714 0
0,001 0
0,0713 0
0,0407 O
0,0713 0
0,0002 0
0,0002 0
0,0000 0
0,01,00 O

0,02
0,18
0,06
0,18
0,10
0,07
0,14
0,30
0,15
0,05
0,55
0,12
0,11
0,02
0,11
0,17
0,54
0,17
0,14
0,14
0,23
0,13
0,22
0,08
0,07
0,07
0,02
0,01
0,04
0,00
0,04
0,07
0,01
0,07
0,04
0,07
0,02
0,02
0,00
0,00

0,03
0,58
0,56
0,16
0,14
0,18
0,31
0,27
0,04
0,31
0,08
0,16
0,20
0,29
0,29
0,06
0,29
0,18
0,18
0,32
0,00
0,17
0,03
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,01
0,01
0,00
0,00

147



ANHANG

Fortsetzung Tabelle 54: Verwandtschaftsmatrix der Brmakatzen (n = 64)
HK27 HK28 HK29 HK30 HK31 HK32 HK33 HK34 HK35 HK36 HK37 HK38 HK39

LabNr
HKO09
HK10
HK11
HK12
HK13
HK14
HK15
HK16
HK17
HK18
HK19
HK20
HK21
HK22
HK23
HK24
HK25
HK26
HK27
HK28
HK29
HK30
HK31
HK32
HK33
HK34
HK35
HK36
HK37
HK38
HK39
HK40
HK41
HK42
HK43
HK44
HK45
HK46
HK47
HK48
HK49
HK50
HK51
HK52
HK53
HK54
HK55
HK56
HK57
HK58
HK59
HK60
HK61
HK62
HK63
HK64

0,10
0,58
0,16
0,21
0,05
0,05
0,03
0,06
0,05
0,03
0,06
0,39
0,31
0,06
0,07
0,06
0,05
0,05
0,13
0,00
0,08
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,03
0,16
0,14
0,18
0,31
0,27
0,04
0,31
0,08
0,16
0,20
0,53
0,29
0,06
0,29
0,18
0,18
0,32
0,00
0,17
0,03
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,01
0,01
0,00
0,00

0,04
0,60
0,10
0,13
0,08
0,05
0,13
0,09
0,08
0,01
0,10
0,11
0,07
0,11
0,10
0,10
0,33
0,00
0,19
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,13
0,07
0,06
0,04
0,09
0,06
0,05
0,09
0,01
0,10
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,15
0,00
0,11
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,04
0,26
0,16
0,09
0,26
0,54
0,31
0,01
0,11
0,30
0,03
0,30
0,54
0,54
0,27
0,25
0,15
0,02
0,07
0,07
0,02
0,00
0,04
0,00
0,04
0,07
0,01
0,07
0,04
0,07
0,00
0,00
0,00
0,01

0,07
0,28
0,02
0,57
0,22
0,16
0,01
0,17
0,30
0,03
0,30
0,26
0,26
0,39
0,25
0,39
0,14
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,01
0,28
0,06
0,14
0,01
0,14
0,26
0,02
0,26
0,16
0,16
0,25
0,00
0,13
0,01
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,14
0,07
0,14
0,01
0,01
0,00
0,00

0,01
0,02
0,01
0,33
0,02
0,08
0,16
0,07
0,16
0,09
0,09
0,05
0,00
0,04
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,02
0,02
0,00
0,02

0,07
0,22
0,16
0,01
0,17
0,30
0,03
0,30
0,26
0,26
0,39
0,25
0,39
0,14
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,0408 0
0,01,02 0
0,0413 0
0,0734 0
0,0205 0
0,0734 0
0,5431 0
0,5431 0
0,2617 0
0,5000 0
0,13100
0,013,030
0,0007 O
0,0007 O
0,0002 0
0,0000 0
0,0004 0
0,0000 0
0,0004 0
0,0007 O
0,0001 0
0,0007 O
0,0004 0
0,0007 O
0,0001 0
0,0001 0
0,0000 0
0,0002 0

0,00
0,11
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,03
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,02
0,00
0,00

0,01
0,18
0,05
0,18
0,11
0,11
0,18
0,00
0,12
0,06
0,07
0,07
0,02
0,00
0,04
0,00
0,04
0,07
0,01
0,07
0,04
0,07
0,03
0,03
0,00
0,00
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Fortsetzung Tabelle 54: Verwandtschaftsmatrix der Brmakatzen (n = 64)
HK27 HK28 HK29 HK30 HK31 HK32 HK33 HK34 HK35 HK36 HK37 HK38 HK39

LabNr
HKO09
HK10
HK11
HK12
HK13
HK14
HK15
HK16
HK17
HK18
HK19
HK20
HK21
HK22
HK23
HK24
HK25
HK26
HK27
HK28
HK29
HK30
HK31
HK32
HK33
HK34
HK35
HK36
HK37
HK38
HK39
HK40
HK41
HK42
HK43
HK44
HK45
HK46
HK47
HK48
HK49
HK50
HK51
HK52
HK53
HK54
HK55
HK56
HK57
HK58
HK59
HK60
HK61
HK62
HK63
HK64

0,10
0,58
0,16
0,21
0,05
0,05
0,03
0,06
0,05
0,03
0,06
0,39
0,31
0,06
0,07
0,06
0,05
0,05
0,13
0,00
0,08
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,03
0,16
0,14
0,18
0,31
0,27
0,04
0,31
0,08
0,16
0,20
0,53
0,29
0,06
0,29
0,18
0,18
0,32
0,00
0,17
0,03
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,01
0,01
0,00
0,00

0,04
0,60
0,10
0,13
0,08
0,05
0,13
0,09
0,08
0,01
0,10
0,11
0,07
0,11
0,10
0,10
0,33
0,00
0,19
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,13
0,07
0,06
0,04
0,09
0,06
0,05
0,09
0,01
0,10
0,08
0,08
0,08
0,07
0,07
0,15
0,00
0,11
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00
0,00

0,04
0,26
0,16
0,09
0,26
0,54
0,31
0,01
0,11
0,30
0,03
0,30
0,54
0,54
0,27
0,25
0,15
0,02
0,07
0,07
0,02
0,00
0,04
0,00
0,04
0,07
0,01
0,07
0,04
0,07
0,00
0,00
0,00
0,01

0,07
0,28
0,02
0,57
0,22
0,16
0,01
0,17
0,30
0,03
0,30
0,26
0,26
0,39
0,25
0,39
0,14
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,01
0,28
0,06
0,14
0,01
0,14
0,26
0,02
0,26
0,16
0,16
0,25
0,00
0,13
0,01
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,14
0,07
0,14
0,01
0,01
0,00
0,00

0,01
0,02
0,01
0,33
0,02
0,08
0,16
0,07
0,16
0,09
0,09
0,05
0,00
0,04
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,02
0,02
0,00
0,02

0,07
0,22
0,16
0,01
0,17
0,30
0,03
0,30
0,26
0,26
0,39
0,25
0,39
0,14
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,01
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

0,0408 0
0,01,02 0
0,0413 0
0,0734 0
0,0205 0
0,0734 0
0,5431 0
0,5431 0
0,2617 0
0,5000 0
0,13100
0,013,030
0,0007 O
0,0007 O
0,0002 0
0,0000 0
0,0004 0
0,0000 0
0,0004 0
0,0007 O
0,0001 0
0,0007 O
0,0004 0
0,0007 O
0,0001 0
0,0001 0
0,0000 0
0,0002 0

0,00
0,11
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,03
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,02
0,00
0,00

0,01
0,18
0,05
0,18
0,11
0,11
0,18
0,00
0,12
0,06
0,07
0,07
0,02
0,00
0,04
0,00
0,04
0,07
0,01
0,07
0,04
0,07
0,03
0,03
0,00
0,00
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Fortsetzung Tabelle 54: Verwandtschaftsmatrix der Brmakatzen (n = 64)
HK40 HK41 HK42 HK43 HK44 HK45 HK46 HK47 HK48 HK49 HK50 HK51 HK52

LabNr
HKO09
HK10
HK11
HK12
HK13
HK14
HK15
HK16
HK17
HK18
HK19
HK20
HK21
HK22
HK23
HK24
HK25
HK26
HK27
HK28
HK29
HK30
HK31
HK32
HK33
HK34
HK35
HK36
HK37
HK38
HK39
HK40
HK41
HK42
HK43
HK44
HK45
HK46
HK47
HK48
HK49
HK50
HK51
HK52
HK53
HK54
HK55
HK56
HK57
HK58
HK59
HK60
HK61
HK62
HK63
HK64

0,01
0,04
0,52
0,30
0,30
0,28
0,00
0,16
0,04
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,02
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,02

0,05
0,04
0,03
0,03
0,08
0,00
0,05
0,01
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,03
0,00
0,00

0,01
0,30
0,30
0,28
0,00
0,16
0,04
0,15
0,15
0,03
0,00
0,08
0,00
0,08
0,14
0,02
0,13
0,07
0,13
0,00
0,00
0,00
0,02

0,04
0,54
0,27
0,25
0,15
0,02
0,07
0,07
0,02
0,00
0,04
0,00
0,04
0,07
0,01
0,07
0,04
0,07
0,00
0,00
0,00
0,01

0,04
0,27
0,25
0,15
0,02
0,07
0,07
0,02
0,00
0,04
0,00
0,04
0,07
0,01
0,07
0,04
0,07
0,00
0,00
0,00
0,01

0,02
0,00
0,53
0,04
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,02
0,52
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,01

0,06

0,5806 0
0,5656 0
0,0000 O
0,213,210
0,0000 0
0,21,21 0
0,3434 0
0,0909 0
0,3030 0
0,1717 0
0,3030 0
0,0000 0
0,0000 0
0,0000 0
0,0000 0

0,00
0,00
0,13
0,00
0,13
0,13
0,13
0,06
0,06
0,06
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,03
0,00
0,00
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Fortsetzung Tabelle 54: Verwandtschaftsmatrix der Brmakatzen (n = 64)
HK53 HK54 HK55 HK56 HK57 HK58 HK59 HK60 HK61 HK62 HK63 HK64

LabNr
HKO09
HK10
HK11
HK12
HK13
HK14
HK15
HK16
HK17
HK18
HK19
HK20
HK21
HK22
HK23
HK24
HK25
HK26
HK27
HK28
HK29
HK30
HK31
HK32
HK33
HK34
HK35
HK36
HK37
HK38
HK39
HK40
HK41
HK42
HK43
HK44
HK45
HK46
HK47
HK48
HK49
HK50
HK51
HK52
HK53
HK54
HK55
HK56
HK57
HK58
HK59
HK60
HK61
HK62
HK63
HK64

0,02
0,00
0,54
0,55
0,52
0,15
0,28
0,15
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,25
0,25
0,25
0,01
0,01
0,04
0,00

0,02
0,55
0,52
0,15
0,28
0,15
0,00
0,00
0,00
0,00

0,06
0,05
0,28
0,53
0,28
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,02
0,02
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,39
0,52
0,01
0,01
0,04
0,00

0,00
0,39
0,01
0,01
0,04
0,00

0,00
0,01
0,01
0,04
0,00

0,00
0,50
0,00
0,00

0,00
0,0000 0
0,0000 0 0,06
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Danke

Herrn Professor Dr. Erhardt fiir die Uberlassung des Themas, die Betreuung der
Arbeit und die Durchsicht des Manuskripts.

Dr. Eva-Maria Prinzenberg fiir die Einwerbung der Informationen und Blutproben
der Burmakatzen, das Korrekturlesen der Arbeit und die Grundlagen des Ruderns.
PD Dr. Horst Brandt fiir die geduldige Hilfe bei der statistischen Auswertung, der
Interpretation und der Compilierung und fiir das Gldnzen in den Augen, wenn es um
Statistik geht.

Dem Graduiertenkolleg ..Molekulare Veterindrmedizin" und insbesondere Prof. Dr.
Petzinger und Prof. Dr. Bauerfeind fiir den Wissenszuwachs und die Méglichkeit,
viele Forschungsgebiete und vor allem Methoden kennen zu lernen.

Der Internationalen Gesellschaft fiir Tiergenetik ISAG fiir die Teilnahme an der
International Conference of Animal Genetics in Tokyo 2004 und die Gelegenheit,
mein Projekt, mein Institut und mein Land vertreten zu kénnen.

Prof. Switonski und Dr. Izabela Szczerbal fiir die gemeinsame Durchfiihrung des
FISH in Poznan.

Zahlreichen Katzenbesitzern, der Klinik fiir Kleintiere, dem Institut fir Veterindr-
Pathologie und Dr. Hecht fiir Blut-, Gewebe- und DNA-Proben zahlreicher Katzen.
Alexander Weis und Michael Suntz fiir die Zerlegung von frischtoten Katzen auf
Zeit.

Den Mitarbeitern des Instituts fiir Tierzucht und Haustiergenetik und dabei
insbesondere Andreas Kaletsch, Christel Zérb, Heike Wagner, Kristina Glenske,
Renate Latzke-Reinhard, Sandra Stein, Stephanie Wack und einigen LTA-Schiilern
fiir die Unterstiitzung meiner Arbeit, neue Koch- und Pferdeideen, Auskiinfte und
Daten iber die Ferne und fiir meine gute Zeit in GieBen. Ganz besonders aber Carina
Luft fiir ihre pragmatische Ader und dass sie immer fiir mich da war, auch in
privaten Angelegenheiten.

Meinen Eltern fir ihre Unterstiitzung seit immer und fiir immer, ohne die weder das
Studium noch die Promotion maglich gewesen wdren.

Meinem ,personlichen Molekularbiologen® Dr. Holger Schultheif fiir alle Tipps und
Tricks und das Verstdndnis, am Wochenende mal ,schnell* ins Labor zu gehen und fiir
die Einsicht, Phenol, Chloroform und befa-Mercaptoethanol nur sonntags zu
verwenden.
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Bei den von mir durchgefihrten und in der Dissetaérwahnten Untersuchungen
habe ich die Grundséatze guter wissenschaftlichexi®rwie sie in der ,Satzung der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur Sicherung gwissenschaftlicher Praxis*
niedergelegt sind, eingehalten.

154



