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1. Einleitung

Die klinische Chemie ist von groBer Bedeutung fiir die Beurteilung der Schweinegesundheit
im Rahmen von Einzeltieruntersuchungen und der Bestandsbetreuung. Sie liefert dem
bestandsbetreuenden Tierarzt Informationen, die die Grundlage seiner Behandlung darstellen.
Allerdings treten im Zusammenhang mit der Beurteilung von Ergebnissen der klinisch-
chemischen Untersuchungen zahlreiche Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht, Fiitterung
oder Haltung auf, die eine Interpretation der Werte erheblich erschweren kdnnen. Auch der
Genetik kommt hierbei in Form von Unterschieden zwischen Rassen und Populationen eine
gewichtige Rolle zu (Heinritzi 2001). Der Untersucher muss davon ausgehen, dass in den
Schweinepopulationen unterschiedliche Genvarianten vorhanden sind, die sich hemmend oder
fordernd auf die klinisch-chemischen Parameter, so auch auf die Serum-Aktivitit der
Aspartat-Amino-Transferase (AST) auswirken konnen. Solche Varianten kdnnten sowohl
auBlerhalb des GOT1-Gens (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase 1; syn. AST) als auch
innerhalb des GOT1-Gens lokalisiert sein. Varianten auBlerhalb der GOT1 konnten sich
entweder direkt (Regulation) oder indirekt (Beeinflussung der Membranstabilitit der Muskel-
oder Leberzellen, etc.) an der Variabilitdit der Serum AST Werte beteiligen; aber auch
Varianten im GOT1-Gen selbst wiren als Ursache qualitativer (Exonbereich) oder
quantitativer (Promotorbereich, untranslatierte Bereiche) Variation des Genprodukts denkbar.
Uber die molekularen Ursachen dieser Variabilitit ist allerdings wenig bekannt. Bei anderen
Tierarten wie Maus, Ratte und Rind sowie beim Mensch liegen keine Untersuchungen zur
phinotypischen Variabilitdt der AST aufgrund genetischer Variation vor. Erste Hinweise auf
eine mogliche Bedeutung der GOT1 fiir die Variation der Serum AST (sAST) ergaben sich
aus einem im Rahmen von Vorversuchen kartierten QTL (Quantitative Trait Locus) fiir sAST
auf Chromosom 14 des Schweins (SSC14). Je nach Lokalisation und Funktion der
entsprechenden Genvariante konnen héhere sSAST Werte als ungiinstiger (Membranstabilitit)
oder sogar als giinstiger (physiologische Rolle der AST im Stoffwechsel) eingestuft werden.
Die Kenntnis der dieser Variabilitit zugrundeliegenden Genvarianten und ihrer
Wirkungsweise wiirde es erlauben, Schweine mit effizienterem Stoffwechsel zu selektieren
und die diagnostische Aussagekraft der sSAST zu prizisieren. Beide Aspekte konnten zur

Verbesserung der Schweinegesundheit beitragen.
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Die vorliegende Arbeit verfolgt daher im Wesentlichen zwei Ziele:

1. Die molekulare Charakterisierung der GOT1 beim Schwein im Hinblick auf
Zusammenhdnge mit der Variabilitdt der Serum-AST-Aktivitt.

2. Die Eingrenzung eines QTL fiir sSAST durch Kandidatengenanalyse unter Beriicksichtigung
der GOT1 als Kandidatengen.

Diese Ziele sollen mit folgendem Arbeitsprogramm schrittweise erreicht werden:

a) Bereitstellung der molekularen Grundlagen zum Studium der GOT1 (zytoplasmatische
AST) beim Schwein.

b) Ermittlung der genetischen Variabilitdt im GOT1 Gen durch vergleichende
Sequenzanalyse.

c¢) Etablierung von SNPs im GOT1 Gen als Voraussetzung fiir genetische und
Assoziationsstudien.

d) Untersuchung des Zusammenhangs zwischen GOT1 SNPs und der Variabilitit der SAST
mit Hilfe von QTL- und Assoziationsstudien.

e) Uberpriifung des Einflusses der etablierten GOT1-SNPs auf den SAST-QTL auf SSC14.



2. Literaturtbersicht

2.1 Genetik in der Gesundheitsprophylaxe beim Schwein

Fiir die Gesunderhaltung von Schweinebestinden wird in Zukunft die Prophylaxe einen
immer grofleren Raum einnehmen, denn der Konsument verlangt sichere Lebensmittel aus
einer Produktion mit minimalem Medikamenteneinsatz, die frei von Krankheitserregern sind
(Reiner et al., 2002). Hieran orientiert sich die Akzeptanz des Verbrauchers fiir Produkte
tierischer Herkunft. Der Landwirt hat bei der Produktion der Schweine das Ziel, die
O0konomischen Verluste in Form von Tierverlusten, Leistungsminderung, Mehrarbeit sowie
Kosten fiir Prophylaxemafinahmen und Therapie zu minimieren. Gesiindere Schweine haben
eine bessere Futterverwertung und belasten die Umwelt weniger durch ihre Imissionen.
AuBerdem verlangt das Berufsethos von Tierdrzten und Landwirten Leiden, Schiden und
Schmerzen bei Tieren zu vermeiden. Es miissen alle Moglichkeiten ausgeschopft werden, um
Schweine zu produzieren, die frei sind von Krankheiten. Bislang konnte genetische
Krankheitsresistenz nur wenig in die Ziichtung des Schweins integriert werden, obwohl ein
genetischer Zusammenhang in zahlreichen Rassen und Populationen besteht (Reiner, 2003).
Die geringe Umsetzungsrate liegt zum Teil an der Schwierigkeit, Trager giinstiger Anlagen zu
erkennen. Die Identifikation wird durch dominierende Umwelteffekte wie Haltung, Hygiene-
und Impfstatus der Betriebe erschwert. Allerdings sind in den letzten Jahren Anstrengungen
zu erkennen, Genvarianten mit Assoziation zu gesundheitsbestimmenden Merkmalen zu
identifizieren (Hospital et al., 1992). Das Ziel der Tierziichtung liegt dabei in der simultanen
Detektion moglichst aller gesundheitsbestimmenden Genvarianten (Meuwissen & van
Arendonk, 1992). Die Umsetzung soll mit Hilfe der DNA-Chip Technologie gelingen.
Aktuell basieren diese SNP-Chips meist auf anonymen Markern, die noch keine
hundertprozentige Kopplung mit dem Gesundheitsparameter aufweisen, weil die funktionelle
Genvariante meist noch nicht bekannt ist. Kopplungsunterschiede zwischen Populationen sind
somit moglich und konnen jederzeit neu entstehen. Ein aktuelles Ziel fiir die Zukunft ist
daher, die anonymen Marker durch funktionelle Marker zu ersetzen. Dazu muss jede
gesundheitsbestimmende Genvariante individuell auf ihre Assoziation gepriift werden. Die
Suche nach gesundheitsorientierten Markern wird international in der Forschung
vorangetrieben (Kaminski et al., 2005, 2008; Ibeagha-Awemu et al., 2008). Die vorliegende
Arbeit stellt einen Beitrag zur Etablierung eines Markers in einem gesundheitsassoziierten

Kandidatengen, der Glutamat Oxalacetat Transaminase 1 (GOT1), dar.



2.2 Gesundheitsassoziierte Genvarianten

Um molekulargenetische Hintergriinde wichtiger Funktionen des tierischen Organismus zu
entschliisseln ist unter anderem vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)
der Forderschwerpunkt "Funktionelle Genomanalyse tierischer Organismen" (FUGATO) ins
Leben gerufen worden. Ziel der Forderung ist, die optimierte Tierziichtung voranzutreiben
mit Forschungsschwerpunkten beim Schwein zu Resistenzen gegen Mastitis-Metritis-
Agalaktie (MMA), Klauengesundheit und Resistenzen gegen Infektionen des
Respirationstraktes. Zusidtzlich wurden Forschungen zu Erbdefekten wie Afterlosigkeit,
Spreizersyndrom und Stiilpzitzen etabliert.

Im folgenden Kapitel werden bekannte Gen- oder Rassevarianten mit einer Assoziation zu
Gesundheitsparametern ~ beschrieben.  Dabei  werden auch  Assoziationen  von
Gesundheitsparametern mit QTL (Quantitative Trait Loci, siehe auch Kapitel 2.5)

beschrieben.

2.2.1 Stand beim Nutztier

Beim Rind sind praktisch bedeutsame Krankheitsresistenzen gegen Trypanosomen bekannt
(Murray et al., 1991); dabei gelten die Rassen N” Dama und West African Shorthorn als
besonders resistent (Roberts und Gray, 1973; Trail et al., 1994). Im Korper der Tiere wird die
Parasitenvermehrung vermindert und die oft zusétzlich schidigende Immunantwort
abgeschwicht, so dass es zu einer Toleranz gegen die Trypanosomen kommt. Bei den
Schafrassen Suffolk und Texel wurde Nematodenresistenz auf Grund einer Variation im
Major Histocompatibility Complex (DRB1-Gen) entdeckt (Sayers et al., 2005). Schafe mit
einer bestimmten Aminosduresequenz im ovinen Prionproteingen weisen eine erhohte
Resistenz gegen Scrapie auf (Baylis & Goldmann, 2004). Fiir die Erforschung der Resistenz
gegen atypische TSE-Formen stehen QTL-Modelle bei der Maus zur Verfiigung (Lloyd et al.,
2002; Moreno et al., 2003). Beim Gefliigel sind Resistenzen gegen die Marek'sche Krankheit
bekannt (Cole, 1968). In diesem Zusammenhang belegen neuere Studien die Assoziation
zwischen einem Marker im Vitamin-D-Rezeptor-Gen und der Empfindlichkeit gegeniiber der
Marek 'schen Krankheit (Praslickova et al., 2008). Resistenz-steigernde Effekte gegeniiber
Salmonellosen werden beim Huhn mit dem SAL1-Gen und bei der Maus mit dem Nramp-Gen

in Verbindung gebracht. Studien zeigten, dass Hiihner mit einer bestimmten SALI1-
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Genvariante eine deutlich hohere Makrophagenaktivitit aufweisen als vergleichbare Gruppen
(Wigley et al., 2002). Die Resistenz gegen Kokzidiose beim Gefliigel ist mit einem
Polymorphismus im zyxin-Gen assoziiert (Kim et al., 2006; Hong et al., 2009).

QTL beim Nutztier

Beim Rind sind etwa 900 QTL fiir etwa 100 verschiedene Merkmale bekannt. Die meisten
QTL bezichen sich auf die Milchleistung und die Zusammensetzung der Milch (Geldermann
et al. 2005, Kiihn et al., 1999, Goertz et al., 2009). Ein QTL fiir Mastitisresistenz konnte beim
Rind von Reinsch et al. (1998) kartiert werden. Fiir die Rassen Swedish Red, White Finnish
Ayrshire und Danish Red sind QTL fiir die Resistenz gegen Mastitis auf Chromosom 9
bekannt (Sahana et al., 2008). Ein QTL fiir Arachnomelia beim Schweizer Braunvieh wurde
auf Chromosom fiinf in der Region um den Marker ETH10 kartiert (Drogemiiller et al.,
2009). Beim Schaf liegen derzeit ca. 40 QTL vor, die meisten fiir Merkmale der Resistenz
gegen Nematoden (Beh et al., 2002; Davies et al., 2006). Beim Gefliigel sind 657 QTL fiir
112 verschiedene Merkmale wie Wachstum, Eimenge und Verhalten bekannt. Ein QTL fiir
die Resistenz gegen die Marek sche Krankheit ist von Yonash et al. (1999) beschrieben
worden. Ein weiterer QTL fiir die Antikorperbildung nach Impfung gegen E. coli und

Salmonella enteritidis wurde von Yunis et al. (2002) beschrieben.

2.2.2 Stand beim Schwein

2.2.2.1 Infektionskrankheiten

Beim Schwein ist genetisch bedingte Variationen fiir Merkmale der Resistenz gegen
Infektionskrankheiten (Rothschild et al., 1984; Magnusson et al., 1997) und der
Immunantwort (Meeker et al., 1987; Joling et al., 1993; Nguyen et al., 1998) bekannt. In
Zuchtexperimenten konnten Schweinelinien mit reduzierter oder gesteigerter Immunantwort
selektiert werden (Magnusson et al., 1997; Wilkie und Mallard, 2000). Die beim Schwein
bekanntesten kommerziellen Marker richten sich gegen Colienterotoxdmie und E. coli
bedingte Saugferkeldurchfille. Dabei wird mittels markergestiitzter Selektion (MAS) auf die
jeweils Resistenz vermittelnde Variante des E. coli-F18-Rezeptors (FUT1; Vogeli et al.,
1997) bzw. des E. coli-F4-Rezeptors (MUC4; Jorgenson et al., 2003) selektiert. Der Genlocus
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des F4ab/ac-Rezeptors liegt auf Chromosom 13 (Peelman, 1999), der Genlocus des E. coli-
F18-Rezeptors (ECF18R) auf SSC6. Aus patentrechtlichen Griinden stehen allerdings
beziiglich der F18-Rezeptoren weder die Marker noch Lizenzen fiir die Allgemeinheit zur
Verfligung.

Resistenzen gegen verschiedene Krankheitserreger und Krankheiten des Schweins sind schon
lange bekannt, z.B. gegen Brucella suis (Cameron et al., 1940), Rotlauf, Dysenterie und
Rhinitis atrophicans (Hutt, 1958). Eine verbesserte Immunantwort nach Impfung gegen
Bordetella bronchiseptica beschrieben Rothschild et al. (1984) in Abhingigkeit von
Haplotypen des MHC-Komplexes. Eine gesteigerte Resistenz gegen Salmonellen-Infektionen
kann mit NRAMP1 auf Chromosom 15 des Schweins in Verbindung gebracht werden
(Blackwell, 1996; Tuggle et al., 1997; Sun et al., 1998). Im Zusammenhang mit dem
FUGATO-IRAS-Projekt wurde eine Resistenz der Rasse Hampshire gegen die Infektion und
Erkrankung durch Actinobacillus pleuropneumoniae nachgewiesen (Hoeltig et al., 2009).

Eine Resistenz gegen die Infektion mit dem Porcinen Reproduktiven und Respiratorischen
Syndrom Virus (PRRSV) wurde bei Duroc (Halbur et al. 1998) und beim Miniaturschwein
(Reiner et al., 2009) nachgewiesen. Durch die geringere Virusreplikation in Milz und
Tonsillen gelten Warzenschweine als relativ resistent gegen das Virus der Afrikanischen
Schweinepest (Oura et al. 1998). Die apoptosevermittelnde Zytokinausschiittung aus
infizierten Makrophagen scheint dabei der resistenzauslosende Faktor zu sein. Im
Zusammenhang mit der Impfung gegen die Aujeszky sche Krankheit konnte Rothschild et al.
(1984) einen unterschiedlichen Immunrespons nachweisen. Schweine der Rasse Yorkshire
und Chester White hatten deutlich hohere Impfantikorpertiter als Schweine der Rassen
Hampshire, Duroc und Landrasse. Edfors-Lilja et al. (1998) konnten genetische Unterschiede
hinsichtlich Resistenz gegen das Pseudorabiesvirus auf unterschiedliche Interferon-o.-
Produktion zuriickfiihren.

Eine verminderte Empfinglichkeit gegen Parasiten wurden hinsichtlich Ascaris suum
(Wakelin, 1978) und Trichinella spiralis insbesondere beim Minischwein (Lunney und
Murrel, 1988) beschrieben. Der Resistenzmechanismus konnte mit dem MHC-Komplex in
Verbindung gebracht werden (Madden et al. 1993).

Im Vergleich zwischen europdischen Pietrain und chinesischen Meishan Schweinen zeigten
sich deutliche Unterschiede im Hinblick auf eine Infektion mit Sarcocystis miescheriana.
Ausgehend von der gleichen Infektionsdosis bildeten sich bei Schweinen der Rasse Pietrain
etwa 20 Mal mehr Merozoiten pro Gramm Muskulatur als bei Meishan Schweinen (Reiner et

al., 2007c).



2.2.2.2 Konstitutionelle Aberrationen

Die bekannteste Resistenz gegen eine nicht-infektiose Erkrankung beim Schwein betrifft das
RYR1-Gen. Eine Punktmutation (c.1843C>T) im RYR1-Gen ruft die durch Stress oder
Halothan-Narkose (Ldscher, 2006) induzierbare Maligne Hyperthermie hervor (Fuji et al.,
1991). Da durch diesen Defekt noch weitere Symptome ausgelost werden kdnnen, spricht
man auch vom Porcinen Stress Syndrom (PSS). Durch den Defekt im RYR1-Gen kommt es zu
einer erhohten Kalzium-Freisetzung in die Muskelzelle und somit zur Aktivierung der
Muskelfasern. Der Zellstoffwechsel wird gesteigert, insbesondere die anaerobe Glykolyse.
Hierdurch kommte es zu iiberschieBender Laktatproduktion und Hyperthermie. Der
Gendefekt wurde frither vorwiegend bei auf Fleischfiille geziichteten Rassen (z.B. Pietrain,
Belgische Landrasse, Deutsche Landrasse im Universaltyp) nachgewiesen. Nach der
Schlachtung traten vermehrt PSE- oder DFD-Fleisch auf. Durch eine ab 1992 erfolgreich und
konsequent umgesetzte Selektion gegen die empfindliche Variante des RYR1-Gens konnte das
Krankheitsbild erfolgreich aus den meisten Schweinepopulationen entfernt werden (Lee et al.
2002). Heute findet man bei Pietrain-Ebern die stressempfindlichen Allele aufgrund ihrer
engen Assoziation mit der Fleischfiille als homozygote Variante PP (stressresistente Variante
NN). Eber mit der stressempfindlichen Variante PP werden bei stressresistenten Muttersauen
(z.B. Deutsche Landrasse (Biedermann et al., 2000)) vor allem in Bayern als Vaterrasse fiir
besonders fleischreiche Schlachtschweine eingesetzt (siche z.B. Eberkatalog PIC). Der
zlichterische Fortschritt erlaubt es den Landwirten mittlerweile stressresistente Pietrain Eber
(NN) einzusetzten, die sich trotz MHS negativem Genotyp durch eine hohe Fleischfiille

auszeichnen (Biedermann et al., 2000).

2.2.2.3 QTL beim Schwein mit Assoziation zu konstitutionellen Aberrationen und

Empfindlichkeit gegeniiber Infektionskrankheiten

Beim Schwein sind derzeit ca. 1800 QTL bekannt. Die meisten beziehen sich dabei auf
Leistungsparameter wie Bemuskelung, Fleischqualitit und Magerfleischanteil (Karlskov-
Mortensen et al., 2006). Einige QTL zeigen Auswirkungen auf Fortpflanzungsparameter
(insbesondere die Wurfgrofie). Neuere Forschungen beschreiben QTL fiir Stiilpzitzen (Jonas
et al. 2008). Der Defekt fiihrt zu einer verminderten Aufzuchtleistung der Sau, da ein

ausreichender Milchfluss verhindert wird. AuBerdem werden Stiilpzitzen mit gesteigerter
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Mastitisinzidenz in Zusammenhang gebracht. Auch fiir die Atresia ani konnten QTL
identifiziert werden. Sie liegen auf den Chromosomen 1, 3 und 12 (Wiedemann et al., 2005).
Diese QTL konnten die Selektion gegen Defekte und Krankheit beim Schwein mafigeblich
unterstiitzen. Die ersten QTL fiir die Resistenz gegeniiber einer Infektionskrankheit beim
Schwein, wurden anhand des Pseudorabiesvirus (PrV), dem Erreger der Aujeszky’schen
Krankheit kartiert (Reiner et al., 2002). Fiir die Ausbildung neurologischer Symptome bei der
Aujeszky’'schen Krankheit sind zwei QTL auf Chromosom 6 und 9 verantwortlich. Im
Bereich der QTL liegen Gene fiir die Rezeptoren, die die Adsorption und Penetration des PrV
in die Nervenzelle ermoglichen. Ein weiterer QTL zeigt eine Kopplung zur Region des
Interferon-gamma (INF-y), einem bedeutenden Aktivator der Immunantwort, insbesondere bei
viralen Erkrankungen. Aktuelle Ergebnisse beschreiben QTL fiir die Resistenz gegeniiber
Sarcocystis miescheriana beim Schwein (Reiner et al., 2007b). Der protozoische Parasit dient
dabei in erster Linie als Modell, um die Interaktion zwischen Wirt und protozoischen
Erregern besser verstehen zu lernen. Dieses Modell wurde aber auch als Belastung fiir den
Organismus eingesetzt, um Effekte von QTL, die unter physiologischen Bedingungen noch
nicht entdeckt werden konnten, sichtbar zu machen. In dieser Funktion spielt S. miescheriana
auch fiir die vorliegende Arbeit eine wichtige Rolle. Der Erreger soll daher im Folgenden

unter Verweis auf ausfiihrlichere Darstellungen kurz skizziert werden (Eckert et al., 2005).

2.2.2.3.1 Sarcocystis miescheriana

Der Erreger Sarcocystis (S.) miescheriana gehort zur Gruppe der Apicomplexa. Eine
detaillierte Ubersicht zum Erreger findet sich in den Dissertationen von Hepp (2006) und
Berge (2008). Der Parasit wurde exemplarisch fiir diese Untersuchung ausgewéhlt, um eine
Belastung der Tiere unter genau definierten Bedingungen zu provozieren und gesundheits-
assoziierte Genvarianten in den Rassen Pietrain und Meishan aufzuzeigen, deren Entdeckung
ohne diese spezifische Belastung weniger wahrscheinlich erschien. Der Protozoe erschien
hierzu besonders geeignet, da er kein Zoonoseerreger ist und aufgrund der obligaten
Heteroxenitét nicht direkt zwischen Schweinen iibertragen werden kann. Aufgrund der sehr
guten Steuerbarkeit der Infektion kdnnen relativ milde klinische Symptome ausgeldst werden,
eine Strategie, die den Anforderungen des Tierschutzes entgegen kommt. Das Schwein ist
Zwischenwirt; als obligatorischer Endwirt treten der Hund und andere Carnivoren auf. Die

Aufnahme der fiir den Zwischenwirt infektidsen Sporozysten erfolgt oral iiber den Kot des
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infizierten Endwirtes. Die infektiose Sporozyste enthdlt vier Sporozoiten, die im Darm
freigesetzt werden. Uber das Blut gelangen sie zur Leber. Hier findet nach etwa einer Woche
die erste Schizogonie statt. Die zweite Schizogonie erfolgt um Tag 14 post infektionem (p.i.)
in den Endothelzellen verschiedener Organe. Ab der fiinften Woche p.i. kommt es zur
Formation der Miescherschen Schlduche in Skelett- und Herzmuskulatur. Dabei handelt es
sich um intrazelluldre, diinnwandige Gewebezysten, angefiillt mit infektiosen Merozoiten
(Erber & Geisel, 1979; Barrows et al., 1982). Fiir den Endwirt ist S. miescheriana weitgehend
apathogen. Betroffene Schweine als Zwischenwirt fallen bei Ingestion einer kritischen
Oozystenmenge durch reduzierte Leistung und variable klinische Symptome auf. Der
Krankheitsverlauf kann in die akute Phase (um Tag 14) und die chronische Phase
(reprisentiert durch Tag 42) eingeteilt werden. Wahrend der zweiten Schizogonie treten die
starksten klinischen Symptome wie Inappetenz, hohes Fieber, Thrombozytopenie, Andmie
und Zyanosen an Ohren und Riisselscheibe auf (Zielasko et al., 1981). Die chronische
Sarcocystose bleibt normalerweise und in Abhéngigkeit von der Zahl der aufgenommenen
Sporozysten symptomlos (Daugschies et al., 1989). S. miescheriana ist weltweit verbreitet
(Tenter, 1995). Epidemiologische Untersuchungen fiir Mitteleuropa zeigen, dass Antikorper
gegen den Parasiten bei 10 — 35 % der Schweine vorkommen. In Siidhessen waren 28,6 % der
Sauen (Damriyasa, 2001) fiir Sarcocystis spp. seropositiv.

Hinweise auf genetisch bedingte Resistenzunterschiede hinsichtlich der Sarcocystose zeigen
sich im Vergleich der Rassen Meishan und Pietrain (Reiner et al., 2002). Nach Infektion mit
50.000 Sporozysten konnten signifikante Unterschiede in der Rektaltemperatur festgestellt
werden. Meishan-Schweine zeigten an Tag 42-45 p.. eine signifikant niedrigere
Korpertemperatur als Pietrain-Schweine. Die Anzahl der Bradyzoiten pro Gramm Muskulatur
im Musculus longissimus dorsi und im Herzmuskel war bei der Rasse Pietrain um den Faktor

20 hoher als bei der Rasse Meishan.

2.3 Genomische Selektion und SNP-Chip Technologie

Die aktuelle Genomkarte des Schweins (U.S. Pig Genome Mapping Site
www.animalgenome.org/pigs/) umfasst 2473 Typ 2 Loci (Marker mit unbekannter Funktion)
und 1588 Typ 1 Loci (funktionelle Loci, meist proteinkodierende Gene). Mit dieser
Markerzahl werden alle Chromosomen erfasst mit einem durchschnittlichen Markerabstand

von 1 ¢cM. Zur Erarbeitung funktioneller SNPs (Marker vom Typ 1) bedarf es der Definition
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von Kandidatengenen, deren Genvarianten (sofern vorhanden) mit der Variabilitét des
Phénotyps assoziiert werden kdnnen. Zur Absicherung des Zusammenhangs zwischen SNP
und Phénotyp sind groBe Tierzahlen und ausgeziichtete Populationen notwendig (Haley &
Anderson 1997). Es ist ein weiter Weg bis hierhin, insbesondere weil die meisten Gene nicht
solitér fiir die Realisiserung eines Phénotyps verantwortlich sind, sondern an dieser Aufgabe
zusammen mit mehreren oder zahlreichen Genen partizipieren, insbesondere bei Merkmalen
der Fitness und Krankheitsresistenz (Soller, 1994; Schwerin et al., 2000). Solche Genorte, die
an der quantitativen Variabilitdt eines Phénotyps beteiligt sind, werden als QTL (quantitative
trait loci) bezeichnet (s.u.). Nur wenige SNPs mit bekannter Assoziation zum Zielmerkmal
stehen bislang fiir die genomische Selektion, insbesondere im Hinblick auf
Gesundheitsparameter beim Schwein zur Verfligung. Ein erster kommerzieller SNP-
Mikroarray (Illumina, InfintumHD iSelect CustomKit) fiir die Spezies Schwein basiert daher
im Wesentlichen auf anonymen Markern. Er steht seit Anfang des Jahres 2009 zur Verfiigung
und enthilt 30.000 SNPs (Kaminski et al. 2005, 2008). Ziel ist die Entwicklung der
genomischen Selektion auf Basis von ca. 100.000 funktionellen Genmarkern. Wére die
Funktion jeder einzelnen Genvariante bekannt, so kdnnte theoretisch auf Phanotypen- und
Nachkommenpriifungen vollstindig verzichtet werden. Da es sich bis jetzt aber fast
ausschlieBlich um anonyme Marker handelt und damit die Moglichkeit der
Phasenverschiebung zwischen Markerallel und Phénotyp besteht, kann bislang noch nicht auf
die Nachkommenpriifung verzichtet werden. In der Humanmedizin werden sogenannte
MegaSNPHunter eingesetzt, die eine Suche nach pradisponierenden SNPs durchfiihren, die
mit Erkrankungen wie Parkinson und Rheuma in Verbindung gebracht werden (Wan et al.
2009). Der humane SNP-Genchip umfasst bereits tiber 300.000 SNPs. So konnten erfolgreich
Genorte fiir Diabetes (Typ 2) (Scott et al., 2007), Morbus Crohn (Duerr et al., 2006) und
Chronische lymphatische Leukidmie (Di Bernardo et al., 2008) identifiziert werden. Auch
beim Rind steht bereits ein Genchip (mit bislang etwa 100.000 SNPs) zur Verfiigung
(Daetwyler et al., 2008). Beim Schaf kann ein Genchip mit etwa 60.000 SNPs eingesetzt
werden (McEvan et al., 2008).

2.4 Etablierung gesundheitsbestimmender Genvarianten mittels Genomanalyse

Nicht zuletzt zur Etablierung funktioneller SNPs ist es wichtig, die molekularen Ursachen fiir

phinotypische Variation in Gesundheitsmerkmalen mittels Genomanalyse zu identifizieren
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und Kandidatengene zu definieren. Kandidatengene sind Gene von denen man annehmen
darf, dass sie einen Teil der phinotypischen Variation erkldren, bzw. dass sie gerade fiir diese
Variation verantwortlich sind (Brade, 2003). Durch die Definition von Kandidatengenen
kommt es zur erheblichen Eingrenzung auf der Suche nach der verantwortlichen Genvariante.
Erst dadurch wird eine genauere Untersuchung solcher Gene moglich und umsetzbar.
Kandidatengene lassen sich auf drei Wegen identifizieren: Homolog-Physiologische
Kandidatengene (Identifizierung iiber den bekannten pathophysiologischen Zusammenhang
oder tiiber einen bekannten Zusammenhang mit dem Zielmerkmal bei einer anderen Spezies),
positionelle Kandidatengene (Identifizierung iiber ihre Position im Bereich eines mit dem
Zielmerkmal assoziierten QTL) und funktionale Kandidatengene (Identifizierung {iber die
differentielle Expression von Genprodukten bei Tieren, die sich hinsichtlich des
Zielmerkmals unterscheiden). Zur Definition positioneller Kandidatengene dient die QTL-

Analyse (Haley & Andersson, 1997).

2.4.1 QTL-Analyse

Beim Nutztier verfiigen eine Reihe von Merkmalen aus den Bereichen der Mast- und
Schlachtleistung, aber auch der Reproduktion und der Krankheitsresistenz, liber ausgepriagte
Variabilitdt, die folglich auf verschiedene Varianten zugrunde liegender Gene zuriickgefiihrt
werden miissen. Nur selten zeigt sich dabei ein Einzelgencharakter. Meist werden
Zielmerkmale durch mehrere Gene bestimmt (oligogen oder polygen). Die Gene, die sich an
der Variabilitdt quantitativ verteilter Merkmale beteiligen, werden als Quantitative Trait Loci
bezeichnet (Geldermann 1975).

Um eine QTL-Analyse durchfiihren zu konnen miissen mindestens vier Voraussetzungen
erfiillt sein (Falconer & Mackay, 1996; Haley & Andersson, 1997): Es muss ein geeignetes
Tiermodell zur Verfiigung stehen. Beim Schwein verwendet man hiufig F,-Familien aus
genetisch und phénotypisch stark divergierenden Ausgangsrassen, die sich auch im
Zielmerkmal mdglichst stark unterscheiden. Héufig werden europdische Rassen und
chinesische Rassen kombiniert. Es ist bekannt, dass diese Rassen nicht nur phdnotypisch,
sondern auch genetisch oft hinreichend groBe Distanzen aufweisen und fiir viele
Kandidatengene verschiedene Allele tragen (Thuy et al., 2006).

Die Phianotypen miissen unter weitgehender Ausschaltung von Umwelteffekten und moglichst

prazise erhoben werden. Es miissen geeignete Laborverfahren, Genkarten und informative
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Genmarker zur Verfiigung stehen, damit die genom- und chromosomweite Zuordnung der
Allelherkiinfte moglich wird.

Bei den eingesetzten DNA-Markern handelt es sich um funktionelle (Typ I Marker) oder
nicht funktionelle (Typ 2 Marker) Genmarker, deren Lage im Genom bekannt ist. Die meisten
Marker sind in ihrer Funktion unbekannt. Fiir die QTL-Analyse bendtigt ein Marker bekannte
und differenzierende Allele. Markerabstinde von etwa 25 ¢cM (1 Centimorgan, benannt nach
T.H. Morgan, ist der Abstand zweier Genloci auf einem Chromosom, der durch eine
Rekombinationshaufigkeit von 1% charakterisiert ist; d.h., dass bei nur einem von hundert
Nachkommen eine Rekombination der Allele zwischen zwei Markern auftritt) sind fiir die
QTL-Analyse ausreichend um das Genom des Schweins abzudecken (Darvasi et al., 1993).
Innerhalb dieses 25 ¢cM Bereiches liegt ein Genomabschnitt von 15-20 Mio. Basenpaaren und
300-400 Genen.

Fiir das Schwein sind iiber 4000 Genmarker bekannt (U.S. Pig Genome Mapping Site
www.animalgenome.org/pigs/). Das Genom des Schweins hat eine Lange von ca. 2,3 Morgan
und umfasst damit etwa 3 Mrd. Basen. Die genetische Kartierung dieser Marker basiert auf
der Erfassung der Rekombinationsraten zwischen den Markern (Kopplungskarte), die als Maf3
fiir die Abstande zwischen ihnen benutzt werden.

Die QTL-Analyse berechnet genomweit die Signifikanz der Regression zwischen
phénotypischer Merkmalsauspragung und Herkunft der QTL-Allele von der empfindlichen
und/oder unempfindlichen Foundergeneration. Die chromosomale Position mit der hochsten
Signifikanz und damit der engsten Kopplung zwischen Zielmerkmal und Allelherkunft,
bezeichnet dabei die Lage des QTL. Als MaB fiir die Enge der Kopplung dienen der F-Wert
oder der LOD-Score (Morton, 1955).

Die QTL-Analyse erlaubt unter anderem abzuschétzen, ob die Variabilitdt eines Phénotyps
durch wenige Genorte mit starken oder durch viele Genorte mit geringen Effekten bedingt
wird. Nur in erstem Falle wird die Suche nach Markern, die im Sinne der Markergestiitzten
Selektion (Dekkers, 2004) eingesetzt werden kdnnen, erfolgreich sein.

In der Tierzucht konnen QTL zur Verkiirzung des Generationsintervalles (Kalm 2000) und
zur Steigerung der Selektionsgenauigkeit eingesetzt werden (Smith und Simpson 1986).
Mittlerweile wird eine Vielzahl solcher Verfahren in Form von Gentests in der kommerziellen

Ziichtung eingesetzt (Stranzinger & Went, 1996; Simianer, 2000).
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2.4.1.1 QTL fur klinisch-chemische Merkmale als Gesundheits- und Resistenz-
definierende genetische Faktoren

Da Empfindlichkeit und Resistenz von Tieren und Populationen auch anhand klinischer und
klinisch-chemischer Bilder unter definierten Gesundheits- und Umweltbedingungen definiert
werden konnen, haben Reiner et al. in verschiedenen Arbeiten QTL fiir himatologische Werte
(Reiner et al. (2007a), fiir das weile Blutbild (Reiner et al., 2008) sowie fiir verschiedene
klinisch-chemische Werte (Reiner et al., 2009) kartiert. Ein Ergebnis dieser Studien war die
Kartierung eines QTL fiir die Serum-Aspartat-Aminotransferase-Aktivitit (sAST) auf SSC14
im Bereich der GOT1 (Reiner et al.,, 2007b). Hieraus ergibt sich ein potentieller
Zusammenhang zwischen sAST und mdglichen Varianten im Gen der GOT1 als mdgliche
Teilerkldrung der einschlidgig beschriebenen Variabilitdt der sSAST Spiegel innerhalb und

zwischen verschiedenen Rassen und Populationen (Heinritzi Plonait 2001, Kixméller, 2004).

2.5 Aspartat-Aminotransferase (AST, EC 2.6.1.1.)

2.5.1 Rolle im Stoffwechsel

Die Aspartat-Aminotransferase ist ein Enzym. Enzyme sind Katalysatoren biologischer
Systeme (Stryer, 1996). Sie beschleunigen die Reaktionsgeschwindigkeit der Stoffwechsel-
vorgange im Korper um das tausendfache (Pschyrembel, 2002). Chemisch gehoren sie zu den
Proteinen. AST, frither auch Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) genannt, ist ein
Enzym, das in Skelettmuskulatur, Leber, Niere, Herz, Pankreas, Milz, Lunge und in den
Erythrozyten vorkommt. Es sind zwei Isoenzyme, eine zytosolische und eine mitochondriale
AST, bekannt (Christen et al. 1985). Die sAST-Werte gehen aus einer Zusammensetzung von
zytosolischer AST (cAST), die durch das GOT1-Gen codiert werden und mitochondrialer
AST (mAST), die durch das GOT2-Gen codiert werden, hervor. In der Leber findet sich zu

80 % mitochondriale AST.

Im Serum ist die Aktivitit der AST (sAST) insbesondere bei Zellnekrosen aber auch bei
Membranschddigungen in erhdhtem MafBe nachzuweisen. AST ist nicht organspezifisch
(Kraft et al. 1999). Beim Schwein findet sich die hochste Aktivitdt von AST im Herzmuskel,
gefolgt von Leber, Niere und Skelettmuskel (Boyd, 1983; Kixmoller, 2004). Dennoch wird

die sAST ebenso wie die Kreatinkinase als Indikatorenzym fiir Muskelzell- und/oder
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Leberzellschidigungen verwendet. Dabei kann insbesondere aus dem Verteilungsquotienten
CK/AST auf den Ursprung der Serumenzyme geschlossen werden.

Die Halbwertszeit der AST im Blut ist deutlich lédnger als die der Kreatinkinase. sAST bleibt
je nach Ausmall des Muskelschadens iiber mehrere Tage im Blut nachweisbar. Die AST
bendtigt fiir ihre Funktion Pyridoxalphosphat, welches als prosthetische Gruppe an das
Enzym gebunden ist. AST katalysiert dabei die Reaktion:

Aspartat + alpha-Ketoglutarat = Oxalacetat + Glutamat
Die AST ist einbezogen in viele zentrale metabolische Kreisldufe wie z.B. den Abbau von

Aminoséduren, Kohlenhydraten und Fetten (Barouki et al. 1989). Sie spielt auch eine grofe
Rolle in der Gluconeogenese (Abb. 1).

Gluconeogenese
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Abb. 1 Rolle der AST in der Gluconeogenese (http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/biotutor_2004/Gluconeo.jpg)
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Oxalacetat, das durch AST gebildet wird, kann direkt in den Gluconeogenese-Kreislauf
eingeschleust werden (Horio et al., 1988). Im Malat-Aspartat-Kreislauf ist AST als
zytosolische und mitochondriale Form beteiligt. Der Malat-Aspartat-Zyklus ist ein System,
das indirekt NADH vom Zytosol in die Mitochondrien schleust, damit das in der Glykolyse
entstandene NADH, der in den Mitochondrien lokalisierten Atmungskette zur Verfiigung
steht, um als Energietrager fiir die ATP-Synthese genutzt zu werden (Berg et al. 2007). Die
zytosolische AST katalysiert die Umwandlung von aus dem Mitochondrium durch den
Glutamat-Aspartat-Carrier transportierten Aspartat in Oxalacetat, unter Verwendung von
alpha-Ketoglutarat. Oxalacetat kann bei ungeniigender Glucoseauftnahme fiir die
Gluconeogenese verwendet werden. Alpha-Ketoglutarat wird durch den Malat-alpha-
Ketoglutarat Carrier aus dem Mitochondrium in Austausch mit Malat heraustransportiert. Das
entstandene Oxalacetat wird durch die zytosolische Malat-Dehydrogenase zu Malat wobei
NADH zu NAD oxidiert wird. Das durch den Carrier in das Mitochondrium transportierte
Malat wird mit Hilfe der mitochondrialen Malat-Dehydrogenase zu Oxalacetat; NADH wird
frei. Oxalacetat wird durch die mitochondriale AST zu Aspartat und {liber den Glutamat-

Apartat-Carrier wieder ins Cytosol geschleust (Abb. 2).
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Abb. 2 Malat-Aspartat-Shuttle (www.biocarta.com/pathfiles/h _malatePathway.asp).

(1) Malat; (2) Oxalacetat; (3) Aspartat; (4) Glutamat; (5) a-Ketoglutarat; CMDH cytosolische Malat-
Dehydrogenase; mMMDH mitochondriale Malat-Dehydrogenase; CAST cytosolische Aspartat-Aminotransferase;

MAST mitochondriale Aspartat-Aminotransferase; IMR Intermembranraum.
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Die Struktur der zytosolischen Asparat-Aminotransferase besteht aus zwei Untereinheiten mit
einer molekularen Masse von 92.700 Da. Jede Untereinheit enthilt eine grofe und kleine
Domine. Die aktive Seite ist zwischen den Doménen lokalisiert. Bei Aktivitidt des Enzyms ist
das Coenzym Pyridoxalphosphat an der groBen Domine gebunden. Bei Abwesenheit eines
Substrates liegt das Enzym in der sogenannten ,,offenen* Form vor. Wenn Substrat (2-Me-
thylaspartat) gebunden wird, verdndert sich die Konformation der Untereinheit 1 in eine
»geschlossene Form. Es handelt sich hier um eine Liganden-induzierte

Konformationsédnderung (Rhee et al., 1997) (Abb. 3).

Abb. 3 Zytoplasmatische Aspartat-Aminotransferase (farblich unterteilt in ihre beiden
Untereinheiten, gebunden mit Coenzym Pyridoxalphosphat und dem Substrat
2-Methylaspartat (Bindermodell des Dimers vom Wildschwein))
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei: ASAT 1AJS.png&filetimestamp=200811121
14214

2.5.2 Aufbau des GOT1-Gens

Die sAST-Werte gehen hauptséchlich auf die Aktivitdt der GOT1 zuriick, deren vollstdndige
Gensequenz wihrend der eigenen Arbeiten (Zeitraum vom 01.05.2008 bis 01.06.2010) beim
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Menschen (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/281206), der Maus
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14718) und der Ratte (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/24401)
bekannt war. Bei Tierarten wie Pferd (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100060793), Rind
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/281206) und Schwein (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/396967) ist
die Gensequenz nicht zugéinglich. Es existiert in der Datenbank die mRNA (Schwein:
Nagashima et al., 1989; Rind: Harhay et al., 2005). Bei der Maus befindet sich das Gen auf
Chromosom 19. Beim Menschen ist das GOT1-Gen auf Chromosom 10 im Bereich q24.1-
g25.1 lokalisiert. Es besteht ebenso wie bei der Ratte und der Maus aus neun Exons und acht
Introns (Obaru et al., 1988). Die Grof3e des Gens wird bei der Maus mit 32.000 bp angegeben.
Die Lange der Exons betrdgt zwischen 105-802 bp. Der Vergleich der mitochondrialen mit
der zytoplasmatischen GOT ergibt, dass ein hoher Homologiegrad zwischen den Introns
vorliegt (fiinf Exon/Intron Grenzen liegen am selben Ort), was zu dem Schluss fiihrt, dass sie
durch Duplikation aus dem selben Ursprungsgen entstanden sein diirften. Die Ubereinstim-
mung zwischen der zytoplasmatischen GOT der Maus und des Schweins liegt bei etwa 91%
(Christen et al., 1985).

Das GOT1-Gen des Schweins ist kartiert auf Chromosom 14. Es ist ein sogenanntes
Haushaltsgen (Lia et al., 1995), das unabhdngig von Zelltyp, Zellstadium und &uBeren
Einfliissen exprimiert wird (Garlatti et al., 1993). Haushaltsgene sind hdufig an zentralen,
stindig bendtigten Stoffwechselprozessen beteiligt. In der Gendatenbank ist beim Schwein
bisher nur die mRNA abgelegt. Es fehlen Informationen iiber Exongrenzen, die Sequenz der
Introns und des Promotors. Die genetische Ubereinstimmung von mitochondrialer und
cytoplasmatischer GOT betrdgt beim Schwein 50% (Pave-Peux et al., 1988).

Der Promotor ist eine DNA-Sequenz, welche die Regulation der Expression eines Gens
ermoglicht (Pschyrembel, 2002). Die Sequenz liegt am 5'-Ende vor dem RNA-codierenden
Bereich. Der Promotor geht spezifische Bindungen mit Proteinen ein, die eine Transkription
des Gens durch die RNA-Polymerase starten, fordern, hemmen oder verhindern kdénnen
(Stryer, 2002). Weiter entfernte Sequenzen wie die Enhancer und Silencer gehoren ebenfalls
dazu. Im humanen Genom sind 775 verschiedene Promotoren bekannt. Die Sequenzmotive
typischer Promotoren sind die TATA-Box (-10 Region), die Konsensussequenz TTGACA
(-35 Region) und die AT-Region unterhalb von minus 35 Basen (Smale & Kadonaga, 2003).
Eukaryotische Promotoren haben drei RNA-Polymerasen. RNA-Polymerase 1 transkribiert
die rRNA, RNA-Polymerase 2 transkribiert die mRNA, und RNA-Polymerase 3 transkribiert
die tRNA (Archambault & Friesen, 1993). Jede Polymerase transkribiert mit verschiedenen

Transkriptionsfaktoren und erkennt fiir jede Polymerase spezifische Bindungsstellen fiir
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Transkriptionsfaktoren, den Promotorbereich selbst und fiir Upstream-regulatorische
Sequenzen. Die Zahl der Transkriptionsfaktoren bei Eukaryonten ist deutlich grofler als bei
Prokaryonten. An einem Promotor konnen sich eigene Initiationskomplexe bilden, die die
Transkription positiv oder negativ beeinflussen konnen.

Haushaltsgene wie die GOT1 besitzen keine TATA-Box. Promotoren funktionswichtiger
Gene (Haushaltsgene) werden durch eine CG-reiche Sequenz in etwa 1-2 kb langen DNA—
Abschnitten, den CG- oder CpG-Inseln, umgeben. Sie fiihren zu einer Auflockerung der
betreffenden Chromatinbereiche (Geldermann, 2005). Bei der Ratte sind im GOT1-Gen
Funktionselemente wie die CCAAT-Boxen und Glucocorticoid-Responsive-Elemente (GRE)
bekannt (Pave-Preux et al., 1990). Uber diese GREs wird bei der Ratte durch Glucocorticoide
und cAMP eine positive (Massaad et al., 2000) und durch Insulin eine negative Beeinflussung
der cytosolischen AST beschrieben (Aggerbeck et al. 1993). Die mitochondriale GOT
(GOT2), die nicht direkt an der Gluconeogenese beteiligt ist, wird nicht durch
Glucocorticoide beeinflusst. Auch durch proteinreiche Didt oder durch langes Fasten wird die
Expression der GOT1 induziert (Tomkiewicz et al., 2004).

Im Promotor des GOT1-Gens der Maus gibt es wie bei der Ratte keine CCAAT- und TATA-
Boxen. Es finden sich jedoch die moglichen Bindungssequenzen fiir den zelluldren
Transkriptionsfaktor Spl sowie eine GC reiche Sequenz im Bereich von —100 bp (Obaru et
al., 1988). Beim Schwein sind weder die Nucleotidsequenz noch Funktionselemente des
Promotors von GOT1 bekannt. Es liegen auch keinerlei Informationen iiber SNPs und
sonstige Variabilitdt der Nukleinsdure- und Aminosduresequenz des GOT1-Gens beim
Schwein vor (www.uniprot.org/uniprot/). Bei Mensch und Rind sind ebenfalls keine SNPs im

GOT1-Gen bekannt (Wang et al. 1999).

2.5.3 Bedeutung von sAST in der klinischen Diagnostik

In der Humanmedizin dient die Bestimmung der sAST-Aktivitdt als Nachweismethode fiir
Myokardinfarkt oder Leberschidigung. AST kommt in Zytoplasma und Mitochondrien von
Herzmuskel und Leber aber auch von Gehirn und Skelettmuskel vor. Bei Schadigung der
Zellmembran durch Muskel- oder Leberzellnekrosen tritt vermehrt AST aus der Zelle in das
Serum aus und kann bei der Untersuchung vermehrt nachgewiesen werden (Jackson, 2007).

In der Labordiagnostik des Schweins wird die Aktivitdt der AST aus Plasma oder Serum

bestimmt, um abzukldren, ob eine Skelettmuskel-, Leber- oder Gallenwegserkrankung
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vorliegt (Harapin et al. 2003). Zudem nutzt man beim Schwein den Quotienten CK/AST um
Myopathieformen voneinander und von Leberzelldegeneration zu unterscheiden. Bei einer
Belastungsmyopathie liegt der Quotient bei 100, bei einer didtetischen Myopathie zwischen
20 und 50, bei einer Leberzelldegeneration unter 20. Im Gegensatz zur CK ist AST bei
Myopathien auch nach 24 Stunden in der Regel noch deutlich erhéht. Aktivitétssteigerungen
bis zum Dreifachen konnen als leichte Erhohung, iiber das Dreifache als schwere

Aktivititssteigerung angesehen werden.

2.5.4 Referenzwerte

Bei gesunden Lauferschweinen werden die SAST Werte zwischen 16 und 67 IU/l angegeben
(Friendship, Henry, 1992). Es kommt zu einem Abfall der AST-Werte bei Mastlaufern
zwischen 24 und 40 kg (Glawischnig et al.; 1977).

Der Referenzbereich adulter Tiere wird mit 8-35 IU/I angegeben (Heinritzi & Plonait, 2001).
Nach Kraft & Diirr (1992) geht der Referenzbereich bei Schweinen bis 35 IU/l. Er héngt
jedoch stark von Rasse, Alter und Reproduktionsstatus der Tiere ab. Fiir Heinritzi und Plonait
(2001) gehort AST ebenfalls zu den Enzymen, die durch genetische Unterschiede (Rasse)
beeinflusst werden (Tab. 1). Die AST-Werte bei Pietrain Schweinen sind signifikant hoher als
bei allen anderen Rassen (Merk, 1992; Kixmdller, 2004).

Tab. 1 Referenzblutwerte (nach Heinritzi und Plonait, 2001) bei verschiedenen Rassen im

Alter von 10-12 Wochen

Deutsche Deutsches
Landrasse Edelschwein |Pietrain Hybrid Minipig
AST in U/l 6,8-30,4 8,4-30,8 5,3-40,9 6,6 - 30,2 0-42,2
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 F,-Schweinepopulation

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Tierkollektiv untersucht, das in der Dissertation von
Hepp (2006) und Berge (2008) ebenfalls bearbeitet wurde. Fiir ndhere Details wird daher auf
diese beiden Arbeiten verwiesen. Aus den genetisch und phénotypisch divergierenden
Ausgangsrassen Meishan und Pietrain wurde im Vorfeld am Institut fir Tierzucht und
Biotechnologie der Universitit Hohenheim eine informative F,-Familie erstellt. Nach der
Kreuzung von 4 Pietrain-Ebern mit 4 Meishan-Sauen wurden im néchsten Schritt mit 5 F-
Ebern und 13 F;-Sauen 139 F,-Kreuzungstiere erzeugt (Tab. 2) und einheitlich aufgezogen
(Hepp 2006).

Im Alter von 8-12 Wochen wurden die Tiere mit einem durchschnittlichen Gewicht von 27 kg
in die Stélle der Klinik fiir Schweine der Justus-Liebig-Universitit tiberstellt. So entstanden
21 Gruppen zu je 5-11 Tieren. Mit dem Tag der Ankunft wurde eine Antibiose fiir sechs Tage
gefiittert (Tiamulin und Chlortetracyclin). Die Fiitterung erfolgte ad libitum mit einem
handelsiiblichen Futter mit 11,5 MJ/kg Energie. Die Schweine wurden iiber zwei Wochen
taglich an den Umgang mit den Betreuern gewdhnt. Die Infektion der Tiere erfolgte 2-3
Wochen nach Einstallung durch orale Verabreichung von 50.000 Sporozysten von S.
miescheriana je Tier (Genehmigung durch Tierschutzkomission des Regierungsprisidiums
Gieflen, Aktenzeichen: GI 18/15-Nr.43/2001 vom 17.12.2001). Die Infektionsstadien wurden
am Institut fiir Parasitologie der Universitdt Leipzig (AG Daugschies) erstellt.

An den Versuchstagen 0 (Tag 0), 14 (Tag 14), 28 (Tag 28) und 42 (Tag 42) wurden
Blutproben entnommen und verschiedene klinisch-chemische Parameter bestimmt. Die
Messung des Serum-Enzyms Aspartat-Aminotransferase (sSAST) erfolgte mittels optimierter
Standardmethode der Deutschen Gesellschaft fiir klinische Chemie (DGKC) und nach IFCC
(International Ferderation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine).

Die Versuchstiere wurden am Tag 70 euthanasiert und anschlieBend zur Sektion in das

Institut fiir Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitdt Gie3en verbracht.
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Tab. 2: Tierzahlen und Aufbau der F,-Familie

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

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

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

3.1.2 Kommerzielle Schweinepopulation

Die kommerzielle Schweinepopulation umfasste 164 weibliche Schweine aus sieben
verschiedenen privaten Herdbuchzuchtbetrieben im stiddeutschen Raum. Fiir nachfolgende
Untersuchungen wurden sowohl Serum- als auch EDTA-Blutproben gewonnen. Der
Beprobungszeitraum erstreckte sich von November 2008 bis Mai 2009.

3.2 Material

3.2.1 Geréate und Labormaterial

Thermocycler: T-Gradient, Whatman Biometra, Gottingen
Photometer: Ultrospec 1100pro, Amersham Biosciences,
Freiburg

Zentrifugen: Biofuge fresco, Heraeus, Osterode
Micro Centrifuge SD 220, Roth, Karlsruhe
Pipetten: Biohit GmbH, Rosbach v. d. Hohe

Roth, Karlsruhe
Mikrowelle: HF 1210, Siemens, Miinchen
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Elektrophoresekammer:
Pyrosequencer:
Magnetschiittler:
Warmeschrank:
Klin.-chem. Analysengerit:
PCR-Platten:

PSQ-Platten:

Bildanalysesystem mit Kamera:

3.2.2 Chemikalien und Enzyme

Ethidiumbromid

Ethanol

Agarose

Primer

Qiagen Multiplex PCR-Kit
Dri-chem-Slides

100 Basenpaar-Leiter
Streptavidin Sepharose
PyroMark Gold Q96 Reagents
QIAamp Viral RNA Mini Kit
Tris

EDTA

NaOH

3.2.3 Losungen und Puffer:

1x TE-Puffer

10 mM Trisl mM EDTA

Horizon 58, Biometra, Gottingen

Pyromark ID, Biotage, Hamburg

Vario Monoshake, Roth, Karlsruhe

UM 400, Memmert, Schwabach

Fuji Dri-Chem 35001, Scil, Viernheim

PP 96well, Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
PSQ 96 Plate Low, Biotage, Hamburg
BioDocAnalyze, Biometra, Gottingen

Canon G2 Power Shot, Cannon Inc. Tokio

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Biozym, Hess. Oldendorf
Fa. Biomers.net GmbH, Ulm
Fa. Qiagen GmbH, Hilden
Fa. Scil, Viernheim

Fa. AppliChem, Darmstadt
Fa. GE HealthCare, Miinchen
Fa. Qiagen, Hilden

Fa. Qiagen, Hilden

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Roth, Karlsruhe
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TAE-Puffer

40 mM Tris-Acetat
5 mM Natrium-Acetat
1 mM EDTA

Denaturation solution

0,2 M NaOH

Annealing Buffer (Fa. Qiagen, Hilden)
100 mM Tris-Cl
10 mM Mg-Cl,

Binding Buffer (Fa. Qiagen, Hilden)
10 mM Tris-HCl

2 M Na(Cl

I mM EDTA

0,1% Tween 20

Washing Buffer pH 7,60 ( Fa. Qiagen, Hilden)
50 mM MOPS-KOH

0,75 M NaCl

15% Etanol

3.2.4 Computerprogramme und Datenbanken

Datenbanken:

National Center for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov
Pre ensemble! http://pre.ensembl.org

UniProt www.uniprot.org

Mapviewer www.ncbi.nlm.nih.gov/mapviewer

Computerprogramme:

Clustal (Alignmentprogramm) www.ebi.ac.uk/Tools/clustal W2



-4 -

Oligo Primerdesign (Eurofins MWG operon, Ebersberg)
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

QTL-Express www.qtl.cap.ed.ac.uk

SPSS PC (Statistical Package for Social Sciences, Version 15.0)
PSQ Assay Design Software

PyroMark™ ID Software

3.3 Methoden

3.3.1 Datenbankrecherchen

Die Suche nach der Sequenz des GOT1-Kandidatengens begann in der Gendatenbank des
National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov). Es wurde
zuerst nach genomischen Sequenzen gesucht. Da zu diesem Recherchezeitpunkt (1.5.2008-
1.6.2010) keine genomische Sequenz der GOT1 des Schweins annotiert war, wurde die Suche
auf mRNA-Sequenzen erweitert (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/396967). Auf Basis der
mRNA-Sequenz (Acc. No. M24088.1; Nagashima et al., 1989), wurden mit Hilfe
genomischer Sequenzen anderer Tierarten (Rind, Maus, Ratte) und des Menschen die
Exon/Introngrenzen festgelegt. Hierzu diente das Programm Clustal mit dem Sequenzen
aligned werden konnen. Da relativ groBe Ubereinstimmungen zwischen den heterologen
Spezies vorhanden waren, wurden die Exon/Introngrenzen der anderen Tiere auf das Schwein
tibertragen. Auf Basis dieser Sequenzabschnitte wurden Primer zur Amplifikation spezifischer
DNA-Sequenzen abgeleitet (Tab. 3).

Zur Zeit der Erstellung dieser Arbeit lagen in den Datenbanken keinerlei Informationen iiber
die Promotorsequenz der GOT1 beim Schwein vor. Die Suche nach Sequenzen wurde daher
auf BACs, abgelegt in der Datenbank Pre ensemble! (http://pre.ensembl.org), ausgweitet.
BAC ist die Abkiirzung fiir Bacterial Artificial Chromosome. BACs basieren auf den F-
Faktoren, den natiirlich vorkommenden Plasmiden von E. coli. Es sind zirkuldre Molekiile,
die Genfragmente bis 300 kb Linge aufnehmen konnen. Das mit der mRNA durchgefiihrte
Alignment zeigte mehrere infrage kommende BACs. Mit Hilfe des Mapviewers
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mapviewer) konnte iiber die dargestellte Position der richtige BAC
gefunden werden. Im Anschluss wurde die BAC-Sequenz mit der mRNA von GOT1

verglichen (Ubereinstimmung 98%) und der Sequenzbereich vor Exon 1 als Promotor
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identifiziert. Mit Hilfe dieser Sequenzen wurden Primer zur spezifischen Amplifikation von

Promotorsequenzen entwickelt.

3.3.2 Primerdesign

Mit Hilfe des Computerprogramms OLIGO wurden die Primer (Tab. 3) basierend auf der
mRNA des GOT1-Gens (Acc.No. M24088) und der BAC-Sequenz CH242-276N12
entwickelt. Bei der Konstruktion der Primer war darauf zu achten, dass keine Schleifen
(loops) oder Selbstkomplementarititen auftraten und die Annealingtemperaturen der Primer
gleich waren bzw. maximal 2°C voneinander abwichen. Die Primer hatten eine Lénge von 18-
26 bp und wurden so positioniert, dass sie direkt am Anfang und Ende eines Exons oder
Introns lagen um moglichst wenig Sequenzinformationen zu verlieren. Der gewihlte
Primername setzt sich aus dem Kiirzel des Kandidatengens und des Exons oder Introns

zusammen.
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Tab. 3 Optimierte PCR-Primer

Optimierte

Primername Primer- Position? |Annealing- [Linge (Bp)
(Lokalisation') temperatur

Sequenz °C
AstELf cce ggce cga cte ctg cte £7:-26--1 63 143
AstElr ctc cca ctc cta ggt tga cct tge r*94-117
AstE2f acc gat gat tgc cag cct tg f3:126- 145 62 174
AstE2r ccg ctt ctc ctg aag agc tgg r*:279-299
AstE3f gtg gga ggg gtg cag tet t £°:300-319 57 124
AstE3r ccc agg ttg gtg agg ata cgt r*: 403 -423
AstE4f aaa atc aca atg gag tct tca 2426 - 447 54 101
AstE4r gaa acc ctg gag atc aag tc r*: 502 - 521
AstEST aac gct cct gag ttc tcc at £°:537-557 60 105
AstESr ctt cat gac aga ggc gat ct r*: 622 - 641
AstE6f cge cgg ttt ctg ttc ccc tt £7:642 - 662 61 151
AstE6r tgt aga gcc cga agt tct tgg aga r*: 769 - 792
AstE7f atg agc gcg tgg gga acc £2:793 - 810 63 166
AstE7r cat tca tga aag agc tca ggg tca r*:935-958
AStESf gac agg taa cgt gaa gac aat gg £7:962 - 984 59 139
AstE8r caa ccc agt gaa gct gaa ca r*: 1077 - 1096
AstEOf cca agc agg ttg aat atc tg £3:1102-1121 57 820
AstE9r ctt tag tga aac aac aga ata gaata| r . 1861 - 1886
Astpr2f gga aca ggcagactaaaagaag | f°:-932--911° 60 1039
Astpr2r cct agg ttg acc ttg cgg g r*91-109

I Exon 1-9, Promotor

2: Position in der mRNA- von cASPAT (Acc.No. M24088)
3 forward primer

* :reverse primer

>: Relative Position zum ATG-Startcodon, abgeleitet von der BAC-Sequenz CH242-276N12

3.3.3 Konzentrationsbestimmung der Primer mittels Photometrie

Alle Primer wurden bei der Firma Biomers.net GmbH (Ulm) synthetisiert und als

Lyophilisate geliefert. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 5 pl des gelosten Primers mit
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395 ul 1x TE verdiinnt und die Extinktion dieser Losung bei einer Wellenldnge von 260 nm

gemessen. Die Konzentration ergab sich dann aus dem Lambert/Beer schen Gesetz:

E=excxd
E = Extinktion bei 260 nm
e = Extinktionskoeffizient abhdngig von der Basenzusammensetzung

¢ = Konzentration

d = Schichtdicke

3.3.4 DNA-Extraktion

DNA wurde aus EDTA-Blut mit dem QIAamp Viral RNA Mini Kit extrahiert. Hierzu wurden
150 pl Blut mit 560 pl AVL-Puffer gemischt und die Suspension fiir mindestens 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 560 pl 96 %iges Ethanol zu der Probe pipettiert
und gemischt. 630 pl dieser Losung wurden auf eine Sédule mit Silicagelmembran (Qiagen
spin column) pipettiert und bei 7000 x g eine Minute zentrifugiert. Der verbliebene Rest der
Losung wurde ebenfalls auf die Sdule pipettiert und wie oben zentrifugiert. Danach erfolgten
zwei Waschschritte mit jeweils 500 pul Waschpuffer AW1 bzw. AW2 und einer Zentrifugation
bei 7000 x g fiir 1 min (AW1) bzw. bei 16.000 x g fiir 3 min (AW2). Die Sadule wurde dann in
ein RNAse-freies 1,5 ml Eppendorfgefd3 gesetzt und nach Zugabe von 60 pul RNAse-freiem
AVE-Puffer und 5 min Inkubation eine Minute bei 7000 x g zentrifugiert. Die so aus der
Silicagelmembran geloste DNA wurde photometrisch (Ultrospec 1100 pro, Amersham
Biosience, Freiburg) gemessen und im Kiihlschrank bei 7°C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert.

3.3.5 Amplifikation spezifischer GOT1-Gensequenzen

3.3.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde mit dem Multiplex PCR Kit (Firma Qiagen GmbH (Hilden)) durchgefiihrt.
Der 25 pl Ansatz enthielt je 0,2 umol/l der Primer und 12,5 pl 2x Multiplex PCR Mastermix.
Zu jeder Probe wurden 1ul genomische DNA (ca. 50 ng) hinzupipettiert.
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Fiir jedes Primerpaar wurde die Annealingtemperatur in einer Temperaturgradienten-PCR
optimiert. Die entstandenen Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese beurteilt und
diejenige Annealingtemperatur als optimal angesehen, bei der die Ausbeute an PCR-Produkt
am hochsten war, und bei der sich keine unspezifischen Amplifikate zeigten. Mit den
optimierten PCR-Bedingungen wurde dann eine PCR mit dem genetischen Material der
GrofBelterntiere (Fo-Generation: Sauen M 689 und M 690 und Eber Mumm und Mustang)
durchgefiihrt. Das Amplifikat wurde mittels Gelelektrophorese beurteilt und bei ausreichender

DNA-Menge fiir die Sequenzierung vorbereitet.

Tab. 4: Zusammensetzung eines 25 ul PCR-Reaktionsansatzes

Volumen
Reagenzien [ul]
2x Multiplex PCR Mastermix 12,5
RNAse-freies Wasser 9.0
Primermix 2,5
DNA 1,0
Tab. 5: PCR-Programm
Schritt | Temperatur in Zeit Vorgang Zyklenzahl
°C
1 95 15 min Aktivierung der DNA- 1
Polymerase
2 95 30 sec Denaturierung
3 variabel 90 sec Annealing 35
4 72 30 sec Extension
5 72 10 min Final Extension 1

3.3.6 Agarosegelelektrophorese

Alle PCR-Amplifikate wurden auf einem 1,5%igen, Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel
(0,4-0,5 png Ethidiumbromid/ml Agarose) aufgetrennt. Von den PCR-Produkten wurden 4 pl
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auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit TAE-Puffer bei 120 V konstanter
Spannung fiir 20 min durchgefiihrt. Eine 100 bp-Leiter diente als Grof3enstandard. Nach der

Elektrophorese wurden die Gele digital aufgenommen und archiviert.

3.3.7 Vorbereitung der PCR-Amplifikate fur die Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung wurden die PCR-Amplifikate mit ExoSAP-IT® behandelt. Hierdurch
werden iiberschiissige Primer durch das hydrolytische Enzym Exonuklease I abgebaut und
Nukleotide durch Alkalische Phosphatase dephosphoryliert. Zu 21 pl des PCR-Ansatzes
wurden 8 pl ExoSAP-IT® pipettiert, gemischt und der Ansatz fiir 15 Minuten bei 37°C
inkubiert. Nach der Behandlung wurden die Enzyme durch Erhitzen fiir 15 min auf 80°C

inaktiviert. Damit waren die PCR-Produkte bereit fiir die Sequenzierung.

3.3.8 Sequenzierung von Amplifikaten der Fo-Tiere

Die PCR-Amplifikate der ausgewéhlten Fo-Tiere wurden bei der Firma Qiagen GmbH

(Hilden) sequenziert.

3.3.9 Identifizierung von SNPs

Zur Identifizierung von SNPs wurden die Sequenzen der PCR-Amplifikate der Fo-Tiere

miteinander verglichen. Hierzu wurde ein Alignment der Sequenzen mit dem Programm

CLUSTAL (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalW2) durchgefiihrt. Nicht iibereinstimmende Basen

wurden als SNPs interpretiert.

3.3.10 Primerdesign fur die Pyrosequenzierung

Die Primer fiir die Pyrosequenzierung wurden mit der PSQ Assay Design Software 1.0.6

(Biotage, Hamburg) entwickelt (Tab. 6). Nach Angabe der Position des SNPs berechnet die

Software die optimalen Primer zur Amplifikation dieses DNA-Abschnittes und einen
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Sequenzierungsprimer, der unmittelbar vor dem SNP anheftet. Zur Immobilisierung des
Sequenzierungsstranges an Streptavidin-Sepharosekiigelchen wurden alle Forward-Primer am

5’-Ende biotinyliert.

Tab. 6 Primer der Pyrosequenzierung

SNP, Primername3/PrimersequenZ 5-3 Annealing- | Linge,

Position temperatur, | Bp

°C

1,-793"  |SNPIF-BIOTIN-GGT TGA GTG CCT GTG TGG 189
SNPIR-AGG AGG CAA GAC ATG ACG A 63
SNPI1SEQ-CCT TGA GGA TCA AGC C *

2, 744" |SNP2F-BIOTIN-ACC GAT GAT TGC CAG CCT TG 174
SNP2R-CCG CTT CTC CTG AAG AGC TGG >3
SNP2SEQ-TTG GAA GAG TGG CAG 2

3,-605"  [SNP3F-BIOTIN-TTG CCT TGC TTT GCC TCT C 161
SNP3R-AAT CCG GCG TCT GCA CTC 66
SNP3SEQ-CCT CTG CCA ATC GTG *

4, 4837 |SNP4F-BIOTIN-CGT GGC AGC TAG AAC ACC AG 107

5,-470'  [SNP4R-CGG TTT CCT CG ACCT TCA A 66
SNP4SEQ-GTG GCA GCT AGA ACA C *

6,437 |SNP6F-BIOTIN-CAG TTG CAG CGG TTG GAC 143
SNP6R-AGG AAC CTC GGC AAA GAC TG 67
SNP6SEQ-GAG CTT TCA CCT CGC *

7,+156° |SNP7F-BIOTIN-ATT GCC AGC CTT CCC TTT T 66 74
SNP7R-ATG GGC AGG TAC TCG TGG TT
SNP7SEQ-GCT CC ACCT TCC TCA *

8,+2552 |SNPSF-BIOTIN-GTT CCG GAC CTG TGC TTC 58

9,+259%  |SNPSR-CCG CTT CTC CTG AAG AGC T 63
SNPSSEQ-TTC CGG ACC TGT GCT x

* Der Sequenzierungsprimer ist bei Raumtemperatur aktiv

' Relative Position zum ATG Startcodon abgeleitet von der BAC sequence CH242-276N12
(preEnsemble [http://pre.ensembl.org/])

?: Position in der mRNA der Sequenz von cASPAT (GenBank Acc.No. M24088)

3 . . . . . .
: Primernamen, die auf einem “SEQ* enden sind Sequenzierungsprimer
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3.3.11 PCR-Amplifikation fur die Pyrosequenzierung

Fiir die Pyrosequenzierung wurde ein 50 pl PCR-Ansatz gewihlt (Tab. 7), um eine geniigende
Menge an Amplifikat fiir die anschlieBende Sequenzierung zu erhalten. Die PCR-
Bedingungen waren identisch mit denen zur Amplifikation spezifischer GOT1-Gensequenzen

(Tab. 7).

Tab. 7: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes fiir die Pyrosequenzierung

Volumen
Reagenzien (]
2x Multiplex PCR Mastermix 25
RNAse-freies Wasser 19
Primermix (4 uM) 5
DNA (50 ng/ul) 1

3.3.12 Pyrosequenzierung

Die Genotypen der F, —Tiere, sowie der Schweine aus der kommerziellen Population wurden
mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Die Pyrosequenzierungs-Methode ist besonders fiir die
Sequenzierung kurzer DNA-Fragmente bis etwa 100 Basen geeignet. Ausgehend von einem
Sequenzierungsprimer erfolgt die Strangverldngerung durch eine DNA-Polymerase, die die in
einer bestimmten Reihenfolge eingespritzten Nukleotide einbaut. Durch den Einbau eines
Nukleotids wird ein Pyrophosphatmolekiil freigesetzt. Dieses wird in der nachfolgenden
Reaktion durch das Enzym ATP-Sulfurylase und in Gegenwart von Adenosin-5’-
phosphosulfonat zu ATP konvertiert. Das gebildete ATP wiederum katalysiert den Luciferase
vermittelten Umsatz von Luciferin zu Oxyluciferin. Das hierbei freigesetzte Licht ist
proportional zu der Menge an gebildetem ATP. Die Lichtsignale werden iiber eine CCD-
Kamera in elektrische Signale umgewandelt und in den Rechner iibertragen. Die Hohe der
Lichtsignale ist proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide. Nicht eingebaute
Nukleotide werden durch das Enzym Apyrase abgebaut. AnschlieBend wird das néchste
Nukleotid entsprechend der vorgegebenen Reihenfolge eingespritzt und der beschriebene

Vorgang beginnt von neuem.



-32-

Zur Vorbereitung fiir die Pyrosequenzierung wurden jeweils 40 pul der PCR-Produkte mit 40
ul Streptavidin-Beads in Bindungspuffer in eine 96well PCR-Platte vorgelegt und die Platte
fiir 5 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Dadurch wurden die biotinylierten PCR-Produkte
an die Streptavidin-Beads gebunden. Nach einem Waschschritt mit 70% Ethanol wurde der
nicht-biotinylierte DNA-Strang durch Behandlung der Beads mit 0,2 N Natronlauge von dem
biotinylierten, immobilisierten DNA-Strang getrennt. In einem weiteren Schritt wurden die
Beads mit Waschpuffer gewaschen und Reste von Natronlauge neutralisiert. AnschlieBend
wurden die Beads in eine 96well PSQ-Platte, die mit 0,4 uM Sequenzierungsprimer in 40 pl
Annealing-Puffer gefiillt war, iiberfiihrt. Zum spezifischen Annealing des Sequenzierungs-
primers wurde die Platte fiir 2 min auf 80°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur
abgekiihlt. Die PSQ-Platte wurde in den Pyrosequencer verbracht. Fiir die Pyrosequenzierung
wurde eine Kartusche mit Nukleotiden, Enzym-Mix und Substrat befiillt und in die dafiir
vorgesehene Vorrichtung in den Pyrosequenzierungsautomaten gestellt. Nach Eingabe der
Dispensierreihenfolge der Nukleotide in die Pyromark ID Software (Biotage, Uppsala,
Schweden) wurde die Pyrosequenzierung gestartet. Der Ablauf der Reaktion kann am
Computer in Echtzeit verfolgt werden. Nach Abschluss der Sequenzierung wurden die

Genotypen der Tiere mit der gleichen Software analysiert.

3.4 Phanotypen

3.4.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis adulter Sauen aus privaten

Herdbuchzuchtbetrieben. Dafiir wurden die Tiere von einer erfahrenen Person sachgerecht mit

einer Oberkieferschlinge fixiert. Die Blutentnahme erfolgte von der rechten Seite. Pro

Schwein wurden 9 ml EDTA-Blut und 9 ml Vollblut in Serumrohrchen entnommen. Die

Blutproben wurden in das Labor der Klinik fiir Schweine verbracht.

3.4.2 Serumgewinnung

Serum wurde nach Spontangerinnung durch 10 miniitiges Zentrifugieren bei 1500 x g

gewonnen und 1,5 ml in Eppendorf Reaktionsgefd3e umgefiillt.
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3.4.3 Bestimmung der Serum-AST-Werte

Die AST-Werte der F,-Schweine wurden im Rahmen der Dissertation von Hepp (2006)
gemessen. Die AST-Werte im Serum der Tiere der kommerziellen Population wurden im Fuji
Dri-Chem Analysengerdt gemessen. Das Messprinzip beruht darauf, dass das Endprodukt
Oxalacetat der durch Aspartat-Aminotransferase katalysierten Reaktion von der Malat-
Dehydrogenase unter NADH-Oxidation zu Malat umgesetzt wird. Die Geschwindigkeit der
NADH-Abnahme ist direkt proportional zur AST-Konzentration und wird photometrisch
gemessen (optimierte Standardmethode der Deutschen Gesellschaft fiir klinische Chemie

(DGKC), 1972).

3.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programmpaket SPSS PC (Statistical Package for
Social Sciences, Version 15.0). Die AST-Werte wurden um eine weitgehende
Normalverteilung zu erreichen logarithmiert. Mittelwerte, Standardabweichung, Minima,
Maxima und Varianzen wurden mit der Prozedur "Descriptives" berechnet.

Die Privalenzen fiir die untersuchten SNPs wurden mit der Prozedur "Crosstabs" berechnet.
Die Effekte der SNPs in den kommerziellen Populationen wurden mittels Varianzanalyse
(Anova) unter Beriicksichtigung der Herkunft der untersuchten Sauen ausgewertet.

Die graphische Ergebnisdarstellung erfolgte mit Microsoft Excel 2000.

3.6 Kartierung der GOT1

GOT1 wurde mit Hilfe des Softwarepakets Crimap, version 2.4 (Green et al., 1990) nach den

Vorgaben von Keats et al. (1991) relativ zu den Microsatelliten auf SSC14 kartiert.

3.7 QTL-Analyse

Die statistischen Analysen zur Kartierung von Geneffekten erfolgte mit der online-

Anwendung QTL-Express (www. gtl.cap.ed.ac.uk/). Die Analyse beruht auf der Methode der
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kleinsten Abweichungsquatrate fiir Inzucht- und Auszucht-Linien (Haley et al., 1994). Das
generelle lineare Model war voreingestellt fiir die Merkmale Geschlecht und
Untersuchungsgruppe. Das Infektionsalter wurde als Kovariante mit beriicksichtigt.
Chromosomenweite und genomweite Signifikanzschwellen wurden durch Permutationstests
geschitzt. Auf dem Chromosom 14 des Schweins sind die bekannten Marker Sw2038,
Sw2519, Sw716, Sw2515 auf den Positionen 0, 32, 57 und 90 ¢cM zu finden. Die
identifizierten GOT1-SNPs wurden schrittweise und einzeln in die Mikrosatelliten basierte

QTL-Analyse miteinbezogen um die Einfliisse der SNPs auf den QTL zu untersuchen.
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4 Ergebnisse

4.1 Sequenzen von GOTL1 in silico/in vitro

Beziiglich der GOT1 war bis zum Abschluss dieser Arbeit in der Genbank (NCBI,

www.ncbi.niv.nih.gov) und in der vorliegenden Literatur nur die mRNA-Sequenz bekannt.

Um die Promotorsequenz zu erhalten, wurde ein passendes Bacterial Artificial Chromosom

(BAC) mit Hilfe

des

Online Programms

Pre ensembl!

identifiziert.

Die grofite

Ubereinstimmung mit der kompletten mRNA zeigte BAC CH242-276N12. Die

Promotorregion liegt direkt vor der bekannten Sequenz des Exon 1 und konnte aus dem BAC

fiir die weitere Genanlyse verwendet werden. Die typische TATA-Box fehlt, was auf den

Haushaltsgen-Charakter der GOT1 auch beim Schwein hinweist.

Schema 1: GOT1-mRNA, Exon 1 bis 8 (GenBank Acc.No. M24088)

54
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

ct ccat cagt
ctgacttccg
ccgatgattg
at gacagcag
gtgcttcccg
gggt gcagt ¢
ggt acaat gg
at cacaat gg
at accgagaa
agttctccat
cggagcaat g
act cagccta
attttgtgtc
tct acaat ga
gagtcctttc
gagcgagaat
acgt gaagac
aagccct caa
t cact gggt t
taccaagt gg
cctccatcca

cccaagcggt

ctttgccgag
ggaggat ccg
ccagcct t gg
cct aaaccac
ccttgcecett
tttgggggga
aacgaacaac
agtcttcact
gagaggact t
ctttgtcctc
gaagcagat c
t cagggcttc
t gaagggttc
gcgegt gggg
ccagat ggag
cgt ggcccegt
aat ggct gac
gacccct gga
gaaccccaag
t cggat caac
t gaagct gt c
cctctgtctc

gttcct cagg
gacccccgeca
gttttgccag
gagt acct gc
ggagat gaca
acgggt gcac
aaagacacgc
act gct ggat
gat ct ccagg
cacgcctgtg
gcctctgtca
gcat ct ggca
gagctcttct
aacct gaccg
aagat cgt gc
acgctctctg
cgcattctga
acct ggaacc
caggt t gaat
at gt gt ggct
accaaaat cc
gtgtgttccc

cccagccggt
aggt caacct
t cgt gaggaa
ccat cct ggg
gcccagcet ct
ttcgaattgg
ctgtctacgt
t caaagacat
gtttcctgag
cccacaacce
t gaagcgccg
acct agaaaa
gt gcccagtc
t ggtt gcaaa
gagt gacgt g
accct gagct
gcat gagat c
acat cacgga
at ct gat caa
taaccaccaa
agt gaagcaa
tgcctgcaca

ccttgtettt
aggagt ggga
ggt ggagcag
cct ggcagag
t caggagaag
agctgagttc
at cct cacca
t cggt cct at
t gat ct ggag
gacagggacc
gtttctgttc
agacgcct gg
cttctccaag
agaacccgat
gt ccaat ccc
ctttcatgaa
t gagct t agg
ccagat t gga
cgaaaagcac
aaat ct agat
caccacccaa

aacctggttc

at ggcac
aagctcattg
gcttatcgca
aggattgcta
tt ccggacct
cgggt gggag
tt agcacgat
acct gggaaa
cgct att ggg
aacgctcctg
gacccaactc
cccttetttg
gccatt cgcet
aacttcgggc
agcat cct gc
cct gct cagg
t ggacaggt a
gcacgatt ag
at gtt cagct
at ctat ct gc
t at gt ggcca
gccagcgcca
t at acat cac
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1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

aactgtatta
aaat t ggcce
ccttttggag
t cat gagatg
cgtgctcctg
agcaaagt gt
gtctgtctce
ggt ggt caag
cacagagt ca
attctattct

aaagt gct ga

gaggct accg
cat gggaaga
gccagagcaa
tagatgtctt
tgtgttttac
gat t gt gggt
ctgctctttc
gt aggaaat a
aatttaccct
attctattct

tt gagaccca

agggacagaa
gaacat ct ct
attcaggcett
gccccct cac
tctgtacaaa
attggctgtg
t gcat ggct c
tatttatatt
tact at gt gg
attctattct
t

aaggct gctc
t gaaaagaaa
ttatttgaaa
t agaagcagg
gt ctagtccc
tcattaacag
t gt ccct age
ttacccacac
agt acat t ct
attctattct

Schema 2: GOT1-Promotorsequenz aus BAC CH242-276N12

169501
169561
169621
169681
169741
169801
169861
169921
169981
170041
170101
170161
170221
170281
170341
170401
170461
170521
170581
170641

ttagtaaatg
aact gggcat
gatgaatttt
gat ctt gaag

gattttgggt
aagct ggagg
at aggaaggg
tcctcttatc
caggt ggccc
ggaacggcac
gcct gagcca
accagttctg
aatctcttgg
ttccttcagce
aat cagccat
ggcct ct gac
tttgtcagaa
t ggaggccgt
cggt t ggacg
ctctagct at

gcagcact ag
tttctaaaac
aaccagagt g
gt caat aggt
accagccagc
gggcggct ge
gagaaaacgc
ttgccttgcet
acccacattt
gat t ggcaga
ggccaggat g
t gggt accag
ccctt gaagg
accggt aggg
agacccgccc
aaggttctct
gct cacgatt
gggcccgecce
gt accgagcg
g

aatttaaacc

tgtaatattg

agggt t aagg
ggagagaggg
t gat ggcagc
gcccatattc
ccgcaat t gg
ttgcctctceg
ct ct caggca
ggact cccgt
ggt caggaat
aaggccggt c
t cgaggaaac
ccaaggaaca
cat ct cggcc
tcttggattg
ggt t aacagc
ccgcctacta
gct ccaggcg

taggtt gt ct
ccaacaagat
catagcttta
gt t ggggaag
aagat ct ggt
t caagat cct
aagagt ggca
tcatgtcttg
gagaaggt ca
cccgagt gca
gt acgcactc
ctccggaatt
cggct cgegg
acagcct cag
ggcgt acagt
gct aat agca
tttgccaaac
ggt gaaggt g
cgaggt gaaa

t ggt gaggt a
t gggggccag
agaat aaaaa
agt att gcct
aaagat caag
ttgtcctctg
cctaagcttg
gtt aact gaa
ggtattttct
gttgtttcac

agct ccagag
acagaagcat
t ggaggaggc
gaacaggcag
t gagtgcctg
t gaggat caa
gaaaggaact
cctcctgtct
aggt cgcccg
gacgccggat
tgcggegt gg
cccgegggec
tacgact acc
t gat aggagg
gcattggttg
tccecctcect
t cccgacacg
agagt ct cct
gct cccggec

gctgctattt
ggaat agagc
ggtcctttga
gt gt cact ca
ttgtct gaag
gacccagagt
agttctttag
at aaaagttt
tttctattct

t aaagaaat a

ctaggttctt
aggaaaggga
atttgttctg
act aaaagaa
t gt gggagaa
gccct ct cag
cct ggacact
gaaaccaagg
cgcgggcttc
ttggctgcta
cagct agaac
accgcct gct
gct cggct cc
acgctctgcc
catcattacc
cctggecttt
gct cgaccat
ccagtt gcag
gact cct gct



-37 -

4.2 Alignment der GOT1-Sequenzen von Pietrain und Meishan

Das Alignment der Meishan-Sauen (M689 und M690) und der Pietrain-Eber (Mumm und
Mustang) wurde mit dem Programm CLUSTAL durchgefiihrt. Nicht iibereinstimmende

Basen wurden sowohl in der Sequenz des Promotors als auch im Bereich der Exons als SNPs

interpretiert.

4.2.1 Promotor

Schema 3: Alignment der Meishan- und Pietrain- Promotor-Sequenzen von GOT1

(2.1 Meishan Sau M689, 2.2 Meishan Sau M 690, 2.3 Pietrain Eber Mumm, 2.4 Pietrain Eber

Mustang)
12957_2.2_ASTPr 2f . abl GAGAAAAGCT GGAGGEEGECGECTGCGECCCATATTCTCAAGATCCTTGAGG
12957_2. 3_ASTPr 2f . abl GAGAAAAGCT GGAGGEEECGECTGCECCCATATTCTCAAGATCCTTGAGG
12957_2.1 ASTPr 2f . abl GAGAAAAGCT GGAGGEEECGECTGCGECCCATATTCTCAAGATCCTTGAGG
12957 2.4 ASTPr 2f . abl GAGAAAAGCT GGAGGGEEECEECTGCGCCCATATTCTCAAGATCCTTGAGG
1o F -804
12957_2.2_ASTPr 2f . abl ATCAAGCCCT CTCAGATAGGAAGGGEGAGAAAACGCCCGCAATTGGAAGAG
12957_2. 3_ASTPr 2f . abl ATCAAGCCCT GT CAGATAGGAAGCGGAGAAAACGCCCGCAATTGGAAGAG
12957 2.1 ASTPr2f. abl ATCAAGCCCT CTCAGATAGGAAGGGGAGAAAACGCCCGCAATTGGAAGAG
12957_2.4_ASTPr 2f . abl ATCAAGCCCT GT CAGATAGGAAGGGEGAGAAAACGCCCGCAATTGGAAGAG
S0 -754
............... SNP1
12957_2.2_ASTPr 2f . abl TGGCAGAAAAGAACT CCTGGACACTTCCTCTTATCTTGCCTTGCTTTGCC
12957_2. 3_ASTPr 2f . abl TGGCAGAAAGGAACT CCTGGACACTTCCTCTTATCTTGCCTTGCTTTGCC
12957_2.1 ASTPr 2f . abl TGCCAGAAAAGAACT CCTGGACACTTCCTCTTATCTTGCCTTGCTTTGCC
12957 2.4 ASTPr 2f . abl TGGCAGAAAGCGAACTCCTGGACACTTCCTCTTATCTTGCCTTGCTTTGCC

Rk b o b S R R kS o S S kS R IRk Ik b b o b
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12957 2.
12957 _2.
12957 _2.
12957 2.

12957 2.
12957 _2.
12957 _2.
12957 _2.

12957 2.
12957 2.
12957 2.
12957 _2.

12957 _2.
12957 _2.
12957 2.
12957 _2.

12957 _2.
12957 2.
12957 2.
12957 _2.

2_ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2_ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2_ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

TCTCGICATGI CTTGCCT CCTGI CTGAAACCAAGGCAGGT GGCCCACCCA
TCTCGICATGI CTTGCCT CCTGT CTGAAACCAAGGCAGGT GGCCCACCCA
TCTCGTCATGI CTTGCCTCCT GT CTGAAACCAAGGCAGGT GGCCCACCCA
TCTCGICATGT CTTGCCTCCT GT CTGAAACCAAGGCAGGT GGCCCACCCA

Rk I S S S S R R I S o O S O Rk S S o O I

CATTTCTCTCAGGCAGAGAAGGT CAAGGT CGCCCECECEEECTCCCGATC
CATTTCTCTCAGGCAGAGAAGGT CAAGGT CGCCCGCECEEECTCCGGAAC
CATTTCTCTCAGGCAGAGAAGGT CAAGGT CGCCCGCGCGEECTCCCGATC
CATTTCTCTCAGGCAGAGAAGGT CAAGGT CGCCCGCGCGEECTCCCGAAC

R I S o S S R R I S O S I Rk S

GGCACGAT TGGCAGAGGACT CCCGT CCCGAGT GCAGACGCCGGATTTGGEC
GGCACGAT TGGCAGAGGACT CCCGT CCCGAGT GCAGACGCCGGATTTGEC
GGCACGAT TGGCAGAGGACT CCCGT CCCGAGT GCAGACGCCGGATTTGEC
GGCACGAT TGGCAGAGGACT CCCGT CCCGAGT GCAGACGCCGEGATTTGEC

R R R R I R R I I R R I I R R I R R S R R R S R

TGCTAGCCT GAGCCAGECCAGGAT GGGT CAGGAATGTACGCACTCTGCGG
TGCTAGCCT GAGCCAGECCAGGAT GGGT CAGGAATGTACGCACTCTGCGG
TGCTAGCCT GAGCCAGGCCAGGAT CGGT CAGGAATGTACGCACT CTGCGCG
TGCTAGCCT GAGCCAGCCCAGCGAT GGGT CAGGAATGTACGCACT CTGCGG

R R R I R I R I I R O I I R R I R R S R S R

CGTGGCAGCTAGAACACCAGCT CTGT GEGT ACCCGAAGGCCGGT CCTCCG
CGTGGCAGCTAGAACACCAGT TCT GT GEGT ACCAGAAGGCCGGT CCTCCG
CGTGECAGCTAGAACACCAGCT CTGT GGGT ACCGGAAGECCGEGT CCTCCG
CGTGECAGCTAGAACACCAGT TCTGT GGGTACCAGAAGECCGEGT CCTCCG

R R R I R O I I R S S I R O R S O S R S R
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12957 2.
12957 2.
12957 _2.
12957 _2.

12957 2.
12957 2.
12957 _2.
12957 _2.

12957 2.
12957 2.
12957 _2.
12957 _2.

12957 2.
12957 2.
12957 2.
12957 _2.

12957 _2.
12957 _2.
12957 2.
12957 _2.

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

GAATTCCCGCGEECCACCGCCTGCTAATCTCTTGECCCT TGAAGGT CGAG
GAATTCCCGCCGEECCACCGCCTGCTAATCTCTTGECCCT TGAAGGT CGAG
GAATTCCCGCGEECCACCGCCTGCTAATCTCTTGECCCT TGAAGGT CGAG
GAATTCCCGCGEECCACCGCCTGCTAATCTCT TGECCCTTGAAGGT CGAG

R b S o S S R R R S O S S R R kS

453 e m404
GAAACCGCCT CECGGTACGACT GCCGCTCGECTCCT TCCT TCAGCACCGG
GAAACCGCCT CGCGGTACGACT GCCECTCGECTCCT TCCT TCAGCACCGG
GAAACCGCCT CGCGGTACGACT GCCGECTCGECTCCTTCCTTCAGCACCGG
GAAACCGCCT CGCGGTACGACT GCCCCTCGECTCCT TCCT TCAGCACCGG

R R R I R I R I I R S I I R R I R I R S I R I S R

403 e m 304
TAGGGECCAAGGAACAACAGCCT CAGT GATAGGAGGACGCTCTGCCAATCA
TAGGGCCAAGGAACAACAGCCT CAGT GATAGGAGGACGCTCTGCCAATCA
TAGGGCCAAGGAACAACAGCCT CAGT GATAGGAGGACGCTCTGCCAATCA
TAGGGCCAAGGAACAACAGCCT CAGT GATAGGAGGACGCTCTGCCAATCA

R R R I R I R I I R R I R R I R R S R R S R

GCCATAGACCCGCCCCAT CTCGECCGECGTACAGT GCATTGGT TGCATCA
GCCATAGACCCGCCCCATCTCGGECCGEECGTACAGTGCATTGGTTGCATCA
GCCATAGACCCGCCCCATCTCGGECCGEECGTACAGTGCATTGGTTGCATCA
GCCATAGACCCGCCCCATCTCGGECCGEECGTACAGTGCATTGGT TGCATCA

R R R I I R I R I I R O I I R R I R R S I R S R

TTACCGGECCTCTGACAAGGT TCTCTTCTTGGAT TGGCTAATAGCATCCCC
TTACCGGCCTCTGACAAGGT TCTCTTCTTGGAT TGGCTAATAGCATCCCC
TTACCGGECCTCTGACAAGGT TCTCTTCTTGGATTGECTAATAGCATCCCC
TTACCGGECCTCTGACAAGGT TCTCTTCTTGGATTGECTAATAGCATCCCC

R R R I R I R I I R R I R R I R R S R I S R
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12957 2.
12957 2.
12957 _2.
12957 _2.

12957 2.
12957 2.
12957 _2.
12957 _2.

12957 2.
12957 2.
12957 _2.
12957 _2.

12957 2.
12957 2.
12957 2.
12957 _2.

12957 _2.
12957 _2.
12957 _2.
12957 2.

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2 ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

2_ASTPr 2f .
3_ASTPr 2f .
1_ASTPr 2f .
4_ASTPr 2f .

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

abl
abl
abl
abl

TCCCTCCTGECCTTTTTTGT CAGAAGCTCACGATTGGT TAACAGCTTTGC
TCCCTCCTGECCTTTTTTGI CAGAAGCTCACGATTGGT TAACAGCTTTGC
TCCCTCCTGECCTTTTTTGI CAGAAGCTCACCGATTGGT TAACAGCTTTGC
TCCCTCCTGECCTTTTTTGT CAGAAGCTCACGATTGGT TAACAGCTTTGC

R b S o S S R R R S O S S R R kS

CAAACT CCCGACACGGCT CGACCATTGGAGGCCGT GEECCCECCCCCECC
CAAACT CCCGACACGGECT CGACCAT TGGAGGCCGT GEECCCECCCCCECe
CAAACT CCCGACACGGECT CGACCAT TGGAGGCCGT GEECCCECCCCCECC
CAAACT CCCGACACGGCT CGACCATTGGAGGCCGT GEECCCECCCCCaCe

R R R R I R I R I I R R I R R I R R S R R R S R

TACTAGGT GAAGGT GAGAGT CTCCTCCAGT TGCAGCGGT TGGACGGTACC
TACTAGGTGAAGGT GAGAGT CTCCTCCAGT TGCAGCGGT TGGACGGTACC
TACTAGGTGAAGGT GAGAGT CTCCTCCAGT TGCAGCGGT TGGACGGTACC
TACTAGGTGAAGGT GAGAGT CTCCTCCAGT TGCAGCGGT TGGACGGTACC

R R R I R R I I R O I I R R I R I R S R S R

GAGCGGECT CCAGGCGCGAGGT GAAAGCT CCCGECCGACTCCTGCTCTCTA
GAGCGECT CCEEECECGAGGT GAAAGCT CCCGECCGACTCCTGCTCTCTA
GAGCGGECT CCAGECGCGAGGT GAAAGCT CCCGECCGACTCCTGCTCTCTA
GAGCGECT CCEEECECGAGGT GAAAGCT CCCGECCGACTCCTGCTCTCTA

R IR R I S R R O I R R I R R I R R S R

GCTATG
GCTATG
GCTATG
GCTATG

Kk kkk*k
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4.2.2 Exon 2

Schema 4: Alignment der Exon 2-Sequenzen, Fy-Tiere, Forward-Primer

Mimm . seq GCTAATGACAGCAGCCTAAACCACGAGTACCTGCCCATCCTGEGECCTGECAGAGT TCCGG
Must ang. seq GCTAAT GACAGCAGCCTAAACCACGAGT ACCT GCCCATCCTGEECCTGECAGAGT TCCGG
M589 . seq GCTAAT GACAGCAGCCTAAACCACGAGT ACCT GCCCATCCTGGECCTGECAGAGT TCCGG
M690 . seq GCTAATGACAGCAGCCTAAACCACGAGTACCTGCCCAT CCTGEECCTGECAGAGT TCCGG

R b S bk S S S S R R S S kS S O Rk S o S S b S R O

Mumm . seq ACCTGT GCTTCCCGCCT TGCCCT TGGAGAT GACAGCCCAGCT CTTCAGGAGAAGCGG
Must ang. seq ACCTGT GCTTCCCGCCT TGCCCT TGGAGAT GACAGCCCAGCT CTTCAGGAGAAGCGG
M689 . seq ACCTGIGCTTCTCGT CTTGCCCT TGGAGATGACAGCCCAGCTCTTCAGGAGAAGCGG
M690 . seq ACCTGIGCTTCTCGT CTTGCCCT TGGAGATGACAGCCCAGCTCTTCAGGAGAAGCGG

Rk bk b I Rk Ik kS S S O S S R S O O

Schema 5: Alignment der Exon 2-Sequenzen, Fo-Tiere, Reverse-Primer

Mumm . seq GGTCCEGAACT CTGCCAGECCCAGGAT GGECAGGTACTCGTGGT TTAGCSCTGCTGTCATT
Must ang. seq GGTCCGGAACT CTGCCAGECCCAGGAT GGGCAGGTACTCGTGGT TTAGECTGCTGTCATT
M689 . seq GGTCCGGAACT CTGCCAGGCCCAGGAT GGGCAGGTACTCGTGGT TTAGECTGCTGTCATT
M590 . seq GGICCGGAACT CTGCCAGECCCAGGAT GGGCAGGTACTCGTGGT TTAGECTGCTGTCATT

khkkkhhkkhhhdhhhdhhdhhdhhhddhhddhdhddhdhddhddhddhddhddhddrhdddhddrddrdrxrdx*x

Mumm . seq AGCAATCCTCTGCTCCACCT TCCT CACGACCGGECAAAACCCAAGCCTGECAATCATCGG
Must ang. seq AGCAATCCTCTGCTCCACCT TCCTCACGACCGECAAAACCCAAGCCTGECAATCATCGG
M589 . seq AGCAATCCTCTGCTCCACCT TCCTCACGACT GEGCAAAACCCAAGCCTGECAATCATCGG
M590 . seq AGCAATCCTCTGCTCCACCT TCCTCACGACT GGCAAAACCCAAGCCTGECAATCATCGG

Rk R S b I Rk I Sk Sk bk b o R S S O o S R I R SRRk kO O

4.3 Darstellung der SNPs

Bei dem Kandidatengen GOT1 konnten im Promotorbereich sechs SNPs nachgewiesen
werden (siehe Abb. 4). In SNP1 fand sich bei Meishan, die bereits in der GenBank abgelegte

Variante Cytosin, die bei Pietrain durch Guanin ersetzt war. Im SNP2 war das bei den
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Meishan-Sauen vorkommende Adenin bei den Pietrain-Ebern durch Guanin ersetzt worden.
Der SNP3 hat in der Meishan-Sequenz ein Thymin wohingegen bei Pietrain ein Adenin
vorkam. Der SNP4 war bei der Sequenz der Pietrain-Schweine ein Thymin anstatt eines
Cytosins in der Meishan-Sequenz. Der SNP5 war bei Pietrain ein Adenin anstatt eines
Guanins bei den Meishan. Bei SNP6 hatten die Pietrain-Eber in ihrer Sequenz die Base
Cytosin, die Meishan-Sauen ein Thymin als Base eingebaut (siehe Tab. 8).

Im Exon 2 der Aspartat Aminotransferrase waren drei Polymorphismen vorhanden. Der erste
Polymorphismus (SNP7) war bei den Pietrain Ebern ein Guanin, wohingegen die Meishan-
Sauen Adenin als Base eingebaut hatten. Die Pietrain Eber wiesen an SNP8 und SNP9 in der
Sequenzierung ein Cytosin auf, wohingegen die Meishan-Sauen ein Thymin hatten.

Die nachgewiesenen Polymorphismen in den Exons sind stille Mutationen. Der jeweilige
Basenaustausch fand bei den Tripletts immer an dritter Stelle statt, so dass in diesem Fall der

Aminoséureaustausch zu keinem verdnderten Protein fiihrte (siche Tab. 9).

SNP 1 2 3 45 6 ATG
o v ) i |
-793 -744 -605 -483 -470 43 1
3'UTR
[ | I I |
| art I |
Exon 1 23 567 8 9
SNP7 89

Abb. 4 SNP-Lokalisation
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Tab. 8 SNP-Basenaustausch

Basenaustausch
SNP-Nr. ;)If)f;l;éillifatur Lokalisation [Meishan Pietrain
1| SNP ¢.-793 C>G -793|C G
2| SNP c.-744 A>G -744|A G
3| SNP c.-605 T>A -605/T A
4| SNP c.-483 C>T -483|C T
5| SNP c.-470 G>A -470/G A
6 SNP c.-43 A>G -43|A G
7| SNP c.156 A>G 156|A G
8 SNP c.255 T>C 255T C
9 SNP c.258 T>C 258|T C

Schema 6: Aminosduresequenz von GOT1

MAPPSVFAEVPQAQPVLVFKLIADFREDPDPRKVNLGVGAYRTDDCQPWVLPVVRK
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QMEKIVRVTWSNPPAQGARIVARTLSDPELFHEWTGNVKTMADRILSMRSELRARL

Tab. 9 Aminoséduresequenz

Meishan-  |Pietrain-
SNP Sequenz  |Sequenz  |Aminosdure
7ICCA CCG Prolin (P)
8TCT TCC Serin (S)
9ICGT CGC Arginin (R)

4.4 Genotypen in der F,- und Fo-Generation

Die Ergebnisse der Genotypenanalyse ergab eine Ungleichverteilung der Genotypen in der

F»-Generation bei SNP4 und SNP6 (siehe Tab. 10).
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Tab. 10 SNP-Genotypen

bp
SNP position GOT1 Genotypen ME-Allele PI-Allele
SNP1 -793 CcC CG GG C G
57.0 35.5 7.5 74.7 253
SNP2 -744 AA AG GG A G
25.0 54.3 20.7 52.2 47.8
SNP3 -605 TT TA AA T A
21.7 51.1 27.2 473 52.7
SNP4 -483 CC CT TT C T
24.7 75.3 0.0 62.4 37.6
SNP5 -470 GG GA AA G A
24.7 56.2 19.1 52.8 47.2
SNP6 -43 AA AC GG A G
0.0 90.2 9.8 45.1 54.9
SNP7 +156 AA AG GG A G
56.8 39.0 4.2 76.3 23.7
SNP8 +255 TT TC CcC T C
31.1 61.3 7.6 61.8 38.2
SNP9 +258 TT TC CcC T C
31.1 61.3 7.6 61.8 38.2

4.5 Assoziationen zwischen Phanotyp (SAST Werte) und GOT1-SNP in der F,-

Generation

Die Assoziation zwischen den SNP-Genotypen und den sAST-Werten der F,-Generation
zeigen, dass die AST-Werte durch den Genotyp an SNPI1 signifikant beeinflusst werden.
Sowohl vor der Infektion (Tag 0), als auch im akuten Stadium der Sarkozystose (Tag 14 der
Infektion) ist bei SNP1 eine deutliche Differenzierung zwischen den Meishan- und Pietrain-
Genotypen erkennbar (siche Tab. 11). Der logarithmierte Mittelwert der Tiere mit Meishan-
Genotyp liegt deutlich iiber den Heterozygoten und den Tieren mit Pietrain-Genotyp (siche
Abb. 5 und 6).
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Tab. 11 Assoziation zwischen AST und SNP 1 bis 9

Tag der Log-
Infektion SNP | Genotypen| n Mittelwert +SD CI9s1 CI95u P
CcC 52 1.387 0.133 1.350 1.424
1 CG 31 1.274 0.088 1.241 1.306 < 0.001
GG 7 1.230 0.202 1.043 1.417
AA 22 1.397 0.130 1.339 1.455
2 AG 48 1.332 0.125 1.296 1.368 0.017
GG 19 1.274 0.162 1.196 1.352
TT 20 1.274 0.152 1.202 1.345
3 TA 46 1.334 0.130 1.295 1.372 0.014
AA 23 1.396 0.127 1.341 1.451
CC 22 1.394 0.131 1.336 1.452
4 0.001
Tag 0 CT 65 1.307 0.135 1.273 1.340
(keine) GG 22 1.394 0.131 1.336 1.452
5 GA 48 1.311 0.126 1.275 1.348 0.03
AA 17 1.293 0.161 1.210 1.376
TC 81 1.341 0.127 1.313 1.369
6 0.006
CC 9 1.210 0.168 1.081 1.339
TT 66 1.359 0.137 1.326 1.393
7 TC 44 1.311 0.101 1.280 1.341 0.045
CcC 5 1.242 0.245 0.938 1.546
TT 36 1.352 0.138 1.306 1.399
8/9 TC 71 1.333 0.124 1.303 1.362 n.s.
CC 9 1.313 0.188 1.168 1.458
Tag 14 CcC 53 1.507 0.171 1.460 1.555
(akut) 1 CG 33 1.386 0.190 1.319 1.454 < 0.001
GG 7 1.307 0.121 1.195 1.419
AA 23 1.521 0.168 1.449 1.594
2 AG 50 1.427 0.202 1.370 1.484 n.s.
GG 19 1.416 0.157 1.340 1.492
TT 20 1.436 0.154 1.364 1.508
3 TA 47 1.436 0.203 1.376 1.495 n.s.
AA 25 1.496 0.177 1.422 1.569
A CC 22 1.509 0.165 1.436 1.582 0,019
CT 67 1.405 0.181 1.361 1.449
GG 22 1.509 0.165 1.436 1.582
5 GA 50 1.392 0.192 1.337 1.446 0.04
AA 17 1.442 0.143 1.369 1.516
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6 TC 83 1.456 0.186 1.415 1.496 0.001
CcC 9 1.289 0.113 1.202 1.376
TT 47 1.460 0.189 1.414 1.506

7 TC 46 1.392 0.171 1.341 1.442 0.007
CcC 5 1.226 0.062 1.149 1.303
TT 37 1.439 0.199 1.372 1.505

8/9 TC 73 1.419 0.178 1.377 1.460 n.s.
CcC 9 1.427 0.211 1.266 1.590

Legende: SD: Standardabweichung; CI: Konfidenzintervall (1 = unteres und u = oberes), P:

Signifikanzen
1,6
0.0001 0.017 0.014 0.01 0.03 0.006 0,04 n.s.
15 1T [ T T S
1,4 - | . T 4 |
s 1
51,3 H = T m12
< m ] ] d m
8 i | 22
1,2 - ]
11 - ]
pis B | | i
N 9% e ) © © A o
Q Q Q Q Q Q N4 )
> & & & 5 & & 5
AST-Allele

Abb. 5: Mittelwertsunterschiede und Standardabweichungen der logarithmierten AST-Werte
(Tag 0 p.i.) nach Genotypen der 9 identifizierten SNPs im Promotor. SNP1: 1=C, 2=G; SNP2:
1=A, 2=G; SNP3: 1=T, 2=A; SNP4: 1=C, 2=T; SNP5: 1=G, 2=A; SNP6: 1=T, 2=C; SNP7:
1=T, 2=C; SNP8&/9: 1=T, 2=C; Signifikanzen (<0,05 = signifikant; n.s.: nicht signifikant).
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Abb. 6: Mittelwertsunterschiede und Standardabweichungen der logarithmierten AST-Werte
(Tag 14 p.i. = akute Belastung) nach Genotypen der 9 identifizierten SNPs im Promotor
Legende: SNP1: 1=C, 2=G; SNP2: 1=A, 2=G; SNP3: 1=T, 2=A; SNP4: 1=C, 2=T; SNPS5:
1=G, 2=A; SNP6: 1=T, 2=C; SNP7: 1=T, 2=C; SNP8/9: 1=T, 2=C; Signifikanzen (<0,05 =

signifikant; n.s.: nicht signifikant).

4.6 Kartierung der GOT1 auf SSC14

GOT1 wurde mittels Kopplungsanalyse zwischen die Marker Sw2519 and Sw761 kartiert.
Der Abstand zwischen Sw2519 und GOT1, bzw. zwischen GOT1 und Sw761 betrug 14 bzw.
19 cM.

4.7 QTL-Analyse

Unter Belastung der akute Sarkozystose (Tag 14 p.i.) wurde der F-Wert der QTL-Analyse von
8,4 auf 13,7 unter Beriicksichtigung von SNP1 gesteigert. Mit Beriicksichtigung von SNP1
stieg der F-Wert des unter physiologischen Bedingungen (Tag 0) errechneten, potentiellen
QTL von 4,5 (nicht signifikant) auf genomweit signifikante 10,6 an (siche Abb. 7 und 8). Es
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lassen sich 18,52 % der Phénotypvarianz an Tag 14 und 15,22 % der Phénotypvarianz an Tag
0 durch den QTL mit Beriicksichtigung von SNP1 erkldren (siche Tab. 12).

Tab. 12 QTL sortiert nach Tag der AST-Wert Messung und SNP.

Zeit-
punktd. | SNP | cM F P | %s X +SD a +SD, d +SDy | Clgs; | Clgs, | ACIT
Infektion
kein' | 49 | 4.5 6.8 | 1.250 | 0.071 | -0.055| 0.019 | -0.032 | 0.031 0 90 | 90
1 49 | 10.6 | *** |15.2| 1.275 | 0.067 | -0.049 | 0.019 | -0.078 | 0.031 | 40 | 55 | 15
2 55 | 4.9 7.6 | 1.247 | 0.071 | -0.057 | 0.019 |-0.024 | 0.030 | 2 89 | 87
) 3 65 | 4.0 6.3 | 1.253 | 0.071 | -0.046 | 0.017 | -0.021 | 0.024 | 3 83 | 80
l((;::()) 4 54 | 4.6 7.2 | 1.267 | 0.071 | -0.045 | 0.024 | -0.059 | 0.036 | 1 83 | 82
5 56 | 4.7 7.2 | 1.254 | 0.071 | -0.056 | 0.019 | -0.036 | 0.03 4 87 | &3
6 56 | 4.5 7.1 | 1.254 | 0.070 | -0.075 | 0.025 | -0.032 | 0.036 | 1 83 | 82
7 51 | 9.1 | *** 1163| 1.241 | 0.068 | -0.090 | 0.024 | 0.011 | 0.037 | 11 | 63 | 52
8/9 | 57 | 4.69 7.4 | 1.243 | 0.071 | -0.061 | 0.021 |-0.015| 0.032 | 5 83 | 78
kein' | 40 | 8.4 | ** [12.1] 0.924 | 0.081 | -0.091 | 0.022 | -0.002 | 0.035 | 12 | 52 | 40
1 42 | 13.7 | *** | 18.5| 0.960 | 0.077 | -0.103 | 0.023 | -0.035| 0.037 | 21 | 55 | 34
2 37 | 8.0 | ** |11.6]| 0917 | 0.081 | -0.083 | 0.021 | 0.0063 | 0.031 | 13 | 73 | 60
3 34 | 79 | ** |11.4] 0926 | 0.081 | -0.092 | 0.023 | 0.003 | 0.033 | 14 | 72 | 58
gl:;tem) 4 38 | 8.0 | ** |11.7] 0.922 | 0.081 | -0.098 | 0.025 | 0.023 | 0.036 | 14 | 65 | 51
5 33 | 7.5 | ** |11.1] 0.923 | 0.081 | -0.077 | 0.02 |0.0034| 0.003 | 14 | 70 | 56
6 40 | 9.7 | *** |13.7| 0.932 | 0.079 | -0.122 | 0.029 | 0.013 | 0.042 | 13 | 56 | 43
7 40 | 12.2 | *** | 16.7| 0.941 | 0.090 | -0.110 | 0.026 | -0.022 | 0.041 | 20 | 57 | 37
89 | 32 | 75 | * |11.1| 0.925 | 0.081 | -0.076 | 0.019 | 0.004 | 0.027 | 10 | 73 | 63

' QTL-Analyse basierend auf bekannten Mikrosatelliten ohne SNP Information; cM: Position
auf dem Chromosom; F: F-Wert; P: Signifikanzen des Schwellenwertes von den F-Werten:
5.1 (P< 0.05[*]); 6.8 (P< 0.01[**]); 8.9 (P< 0,001[***]); %s: die durch den QTL erklérte
Phénotypvarianz in Prozent, x: logarithmierter Mittelwert; SD: Standardabweichung, a und d:

Additiv- und Dominanz-Effekte des QTL, CI: Konfidenzintervall (unteres und oberes)
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Abb. 7: QTL auf Basis der angezeigten Mikrosatelliten ohne und mit Beriicksichtigung des
jeweiligen SNP aus dem GOT1-Gen. Die QTL beziehen sich auf die sAST-Spiegel unter
physiologischen Bedingungen (Tag 0 p.i. des Sarcocystis-Infektionsversuchs).
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Abb. 8: QTL auf Basis der angezeigten Mikrosatelliten ohne und mit Beriicksichtigung des
jeweiligen SNP aus dem GOT1-Gen. Die QTL beziehen sich auf die sAST-Spiegel unter

Belastung (Tag 14 p.i. des Sarcocystis-Infektionsversuchs).
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Tab. 13: Alleliibereinstimmung zwischen den SNPs (Pearson Korrelationen).

SNP |[SNP7 [SNP8 [SNP9 |SNPI |[SNP2 |SNP3 |SNP4 |SNP5 |SNP6
SNP7 |1 0,56%*% [0,56%*% | 0,68%** |047%%% [0,35%%* [0 4]%%% |0,43%* |(43%%x
SNPS 1 1 0,37%%% [0,87*%%% [0,73%%* |0,78*%%* [0,80%** |0,17*
SNP9 1 0,37%%% [0,87%%% [0,73%** [0,78%** [0,80%** [0,17
SNP1 1 0,28 0,17 0,25%  [027% | 0,84%*
SNP2 1 0,88%*% [ 0,09%** [0,99%** |02
SNP3 1 0,84%** [0,84%%* [0,08
SNP4 1 0,99*** 0,19
SNP5 1 0,21%
SNP6 1

Signifikanzen: * < 0.05; ** <0.01; *** <0.001.

4.8 Auswahl der SNPs fiir die kommerzielle Population

SNP1 zeigte sowohl bei der Assoziationsstudie der F,-Generation als auch fiir die QTL-

Analyse die hochsten Signifikanzwerte. SNPs mit nur zwei vorkommenden Genotypen

wurden fiir die weitere Analyse ausgeschlossen.

4.9 Genotypen der kommerziellen Population

In der kommerziellen Population kamen die Genotypen mit einer Verteilung von 26,8% (GG),

59,5 % (heterozygote Tiere) und 13,7% (CC) vor (siche Tab. 14).

Tab. 14 SNP1 Genotypen der kommerziellen Population

Genotyp [N %
SNP1 |GG 41 26,8

GC 91 59,5

CC 21 13,7
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4.10 Assoziation zwischen Phanotyp (SAST-Wert) und GOT1-Genotyp in der

kommerziellen Population
In der kommerziellen Population konnte eine signifikante Assoziation der Genotypen mit dem
AST-Wert festgestellt werden. Genotyp CC war mit einem niedrigeren sAST-Wert assoziiert

als Genotyp GG (siehe Tab. 16 und Abb. 9 und 10).

Tab. 15 Assoziation zwischen Phéanotyp und Genotyp in der kommerziellen Population.

SNP1 log sAST
+SE C1951 CI95u
Genotype | (Mittelwert) P
CcC 1.450 0.028 1.395 1.505
CG 1.516 0.012 1.492 1.540 0.009
GG 1.540 0.019 1.502 1.577
Legende: SD: Standardabweichung; CI: Konfidenzintervall (1 = unteres und u = oberes), P:
Signifikanz.
80,0
70,0 1 I
60,0 T T
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>
~ 40,0 -
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0,0
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Abb. 9: Mittelwerte, Standardabweichungen und 95% Konfidenzintervall der sAST-Werte

innerhalb der SNP1-Genotypen in der kommerziellen Population.
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Tab. 16 Tierverteilung in der kommerziellen Population

Genotyp CC| % |Genotyp CG| % |Genotyp GG % Gesamt
Tiere mit AST-Werten
im Normbereich 14 66,6 50 54,9 22 53,66 86
Tiere mit AST-Werten
im pathologischen
Bereich 7 33,3 41 45,1 19 46,34 67
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5 Diskussion

5.1 AST als Gesundheitsparameter

Die Aufklarung von Erreger-Wirts-Interaktionen sowie von Pathogenese- und Abwehrmecha-
nismen auf molekularer Basis steht derzeit im Fokus Human-, Veterindrmedizinischer und
tierzuchtwissenschaftlicher Forschung. Die Hoffnung liegt zum einen darin diese
Mechanismen besser verstehen zu lernen und dieses Verstindnis dann gezielt fiir neue
Prophylaxe- und Therapieansitze nutzen zu kdnnen. Zum andern konnten solche Erkenntnisse
langfristig zu Markern fiihren, mit deren Hilfe durch markergestiitzte oder genomische
Selektion resistentere Tierpopulationen erzeugt werden konnten (Hoeltig et al., 2009).
Obwohl bislang fiir praktisch alle Erreger-Wirts-Interaktionen der wichtigsten Nutztierspezies
genetisch fundierte Populationsunterschiede publiziert wurden (Ubersicht s. Reiner, 2006), ist
die Zahl der bekannten und praktisch nutzbaren Genvarianten noch sehr iiberschaubar.

Doch die Gesundheit der Nutztiere und deren genetische Variabilitit werden nicht nur durch
Gene bestimmt, die sich direkt auf die Infektions-Effizienz von Krankheitserregern und die
Entstehung von Infektionskrankheiten auswirken. Auch Gene, die in irgendeiner Weise zur
Verbesserung der allgemeinen Resistenz- und Konstitutionslage von Tieren beitragen, sind
von grofler Bedeutung fiir die Gesundheit von Individuen und Populationen. Daher ist es zum
Erreichen des gesteckten Ziels, resistenterer und gesiinderer Nutztierpopulationen, von grof3er
Bedeutung das gesamte Netzwerk potentiell beteiligter Gene und derer Varianten
aufzuschliisseln und zu verstehen. Es geht letztlich um die genetische Architektur
immunologischer, klinischer und klinisch-chemischer Merkmale.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur Entschliisselung der genetischen Basis
der Variabilitdt klinisch-chemischer Merkmale am Beispiel der Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase, GOT1 zu leisten. Die GOT1 wurde ausgewéhlt, weil in Vorversuchen ein QTL
fiir die Serumaktivitit der Aspartat-Aminotransferase (SAST) im chromosomalen Bereich des
fiir die Aspartat-Aminotransferase kodierenden Gens, der GOT1, kartiert werden konnte
(Reiner et al., 2009). Der Zusammenhang sprach fiir den cis-Character des QTL. Die GOT1
erfiillte somit gleichzeitig die Anforderungen eines homolog-physiologischen und
positionellen Kandidatengens.

Die sAST ist als klinisch-chemischer Parameter in zweifacher Hinsicht von grofBer
Bedeutung. Das Enzym AST spielt eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel und ist an
zentralen Kreisldufen wie dem Malat-Aspartat-Shuttle beteiligt (Lia et al., 1995; Massad et
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al., 2000). AuBBerdem ist die SAST ein zentraler Parameter fiir die Diagnostik von Leber- und
Muskelschéden. Thre Aktivitdt im Serum steigt bei Nekrosen und Membrandefekten der
entsprechenden Zellen deutlich an. Beim Schwein fiihrten solche Untersuchungen zum
Nachweis auffilliger Unterschiede zwischen Vertretern verschiedener Rassen (Heinritzi &
Kixmoller, 2004), die eine genetische Ursache zumindest als Teilerkldrung zulassen.
Untersuchungen von Reiner et al. (2007) belegen die Heritabilitdt der sAST Variation. Die
Kartierung eines QTL fiir sSAST im Bereich des verantwortlichen Gens in Vorversuchen zu
dieser Arbeit, flihrten dann zur Postulierung von Genvarianten im Bereich der GOT1 mit
steigerndem bzw. abschwichendem Effekt (Reiner et al., 2009). Obwohl die mRNA-Sequenz
der GOTL1 bereits friilh etabliert wurde (Nagashima et al., 1989), liegen bislang kaum
Informationen zu deren Variabilitdt vor. Solche Hinweise fehlen beim Schwein vollig. Mit der
vorliegenden Arbeit sollte daher zunédchst nach Polymorphismen in der GOT1 des Schweins

gesucht und deren Assoziation mit der sSAST untersucht werden.

5.2 Gensequenz der GOT1 beim Schwein

Die Sequenz der GOT1 wurde nur fiir wenige Spezies publiziert (Obaru et al., 1988). Zum
Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit war beziiglich der porcinen GOT1 lediglich die
Sequenz der mRNA bekannt (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/396967). Genvarianten waren
weder beim Schwein noch beim Menschen beschrieben (Wang et al. 1999). Auch Sequenzen
aus Promotorbereichen lagen fiirs Schwein noch nicht vor. Sie wurden mit Hilfe der BAC-
Sequenz CH-242-276N12 (Pre ensemble! http://pre.ensembl.org) und eines vergleichenden
Alignments der mRNA (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) erarbeitet. Obwohl
beim Schwein keine Funktionselemente im Promotor der GOT1 beschrieben wurden, kann
doch vermutet werden, dass Genvarianten in diesem Bereich die Expression der AST und
damit deren Gesamtaktivitit im Innern der Zelle sowie nach Freisetzung, im Serum
beeinflussen konnten. Die Sequenzanalyse bestétigte, dass es sich bei der GOT1 auch beim
Schwein um ein Haushaltsgen handelt (Garlatti et al., 1993), denn auch hier fehlt die typische
Sequenz einer TATA-Box. Allerdings fand sich eine GC reiche Transkriptionsstartsequenz
104 bp oberhalb des Startcodons, die typischerweise bei Haushaltsgenen gefunden wird
(Aggerbeck et al., 1993). Beide Befunde zusammen sprechen fiir eine "Mischfunktion" der
GOT1 als ein Gen mit Grundexpression und anpassbarer Expression. Die Funktionselemente

des GOT1 Promotors sind bei der Ratte am besten beschrieben (Garlatti et al. 1993). Die
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Aktivitdt der GOT1 wird hier durch Glucocorticoide, Glucagon iiber die Sequenzmotive GRE
(Glucocorticoid responsive element), CCAAT und GC reguliert (Pave-Preux et al. 1988). Der
Vergleich der Promotorsequenzen von Ratte und Schwein ergab allerdings keinerlei
Ubereinstimmung in diesen Bereichen. Promotorstudien fiir das Schwein wurden bislang

nicht durchgefiihrt.

5.3 SNPs

Das Screening nach Genvarianten zwischen Pietrain und Meishan mittels vergleichender
Sequenzierung fiihrte zur Darstellung von neun SNPs. Hiervon liegen sechs innerhalb des
Promotors und drei im Bereich von Exon 2. Keiner der vorgefundenen SNPs liegt im Bereich
eines Sequenzmotifs mit bekannter Funktion. Allerdings kann bislang auch nicht
ausgeschlossen werden, dass die betreffenden SNPs nicht zu bislang unbekannten
Funktionsunterschieden fiihren konnten. Funktionelle Promotorstudien konnten allerdings im
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Bei den SNPs in Exon 2 handelt es sich um stille Mutationen, die keinen Einfluss auf Qualitat
oder Quantitidt der SAST nehmen konnen, und damit lediglich um anonyme Marker, die
keiner Funktion zugeordnet werden kdnnen.

Alle in der Fop-Generation gefundenen SNPs wurden sowohl in den F,-Tieren als auch in der
kommerziellen Population mittels Pyrosequenzierung untersucht. Diese Methode ist fiir die
Analyse des Genotyps bei groflen Tierzahlen optimal geeignet (Ahmadian et al., 2005). SNP4
und SNP6 sind in den weiterfiihrenden Untersuchungen nicht analysiert worden, da keine

geeignete Verteilung vorlag.

5.4 QTL-Analyse

Im Rahmen der Vorversuche konnte mit Hilfe flankierender Mikrosatelliten ein QTL fiir
sAST im Bereich der GOT1 kartiert werden. Die Effekte dieses QTL blieben allerdings unter
physiologischen Bedingungen (Tag 0 der Sarcocystis-Infektion) verborgen und traten erst
unter Belastung der Tiere wéihrend der akuten Sarkozystose (Tag 14 p.i.) auf. Es spricht vieles
dafiir, dass der Abstand der flankierenden Marker zum QTN zu grofl war, um die Kopplung

mit den geringen SAST-Unterschieden zu entdecken. Erst die Schidigung der Parenchyme
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durch die 2. Schizogonie der Sarkozystose fithrte zur Freisetzung von AST-Mengen ins
Serum, die eine Differenzierung zulie. Mit Einbeziehung der SNP-Informationen (2 von 9)
aus der GOTL1 in der vorliegenden Arbeit konnte die Genauigkeit der Genotypen am QTL
erheblich gesteigert werden, sodass nun auch die sAST-Werte unter physiologischen
Bedingungen eine signifikante Assoziation mit dem QTL aufwiesen. Das Konfidenzinterval
des QTL wurde (bei gleicher Tierzahl) deutlich, von 40 auf 15 cM reduziert. Insgesamt bleibt
hervorzuheben, dass es mit Hilfe der Belastung des Stoffwechsels durch die Erkrankung
gelang, einen QTL sichtbar zu machen (Vorversuch, Tag 14), der zunéchst (Tag 0) aufgrund
der eingeschriankten Differenz zwischen den Ausgangsrassen und wegen des gro3en Abstands
zu den Mikrosatellitenmarkern und der aufgrund tierschiitzerischer Uberlegungen relativ
geringen Tierzahlen verborgen blieb. Die Einbeziehung neu entwickelter SNPs aus dem unter
Belastung abgeleiteten positionellen Kandidatengen erlaubte eine schérfere Darstellung der

QTL-Eftekte, auch unter physiologischen Bedingungen.

5.5 Assoziationsstudie

Die Assoziationsstudie der F,-Generation zeigt einen signifikanten Einfluss der Genotypen
auf die sAST-Werte. Der Genotyp CC ist in der F,-Generation assoziiert mit signifikant
hoheren sAST-Werten. Der Genotyp GG ist in der F,-Generation assoziiert mit niedrigen
sAST-Werten. Auf Basis der QTL-Analyse ergibt sich hieraus die Hypothese, dass GOT1
nicht nur das Kandidatengen fiir SAST, sondern zugleich SNP1 den zugehorigen QTN
darstellen konnte. Der zweite Teil dieser Hypothese muss allerdings bei Hinzuziehen der
Assoziationsstudie der kommerziellen Population verworfen werden, denn hier ist bei
ebenfalls bestehender Signifikanz der Effekt genau umgekehrt. Die Kopplungsphasen in der

F>-Familie und in der kommerziellen Population sind verschoben.

Folgen der gewonnenen Erkenntnisse:

Die Verbesserung des QTL durch Einsatz der SNP-Informationen aus GOT1 unterstreicht die
signifikante Bedeutung von GOT1 als Kandidatengen fiir SAST. Hieraus ergibt sich eine
wesentliche Erkenntniss: Wenn GOT1 fiir den sAST-QTL verantwortlich ist (was mit der
vorliegenden Arbeit wahrscheinlich geworden ist, allerdings noch nicht als bestdtigt

angesehen werden kann), und wenn man davon ausgeht, dass die GOT1 keinen Einfluss auf
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die Stabilitdit der Zellmembran haben kann, dann wird klar, dass die phinotypische
Variabilitdt klinisch-chemisch gemessener sAST-Spiegel nicht nur durch unterschiedliche
Grade an Membrandissoziation, sondern eventuell auch durch unterschiedliche Gehalte oder
Aktivititen an AST in den Zellen verursacht werden konnte. Die Zunahme der Eignung der
untersuchten SNPs von Exon 1 in 5° Richtung spricht dafiir, dass der eigentliche QTN in
dieser Richtung zu finden sein diirfte. Auf Basis dieser Vermutung kann geschlussfolgert
werden, dass die bereits in der intakten Zelle variierende AST-Aktivitit iiber eine Genvariante
im Promotorbereich und damit iiber die Variation der Genexpression der GOT1 verursacht
sein konnte. Zur Bestitigung dieser Vermutung bedarf es allerdings noch weiterer
Folgeuntersuchungen im Rahmen zukiinftiger Arbeiten. Problematisch wird der angedachte
Zusammenhang wenn man bedenkt, dass eine hohere sAST-Aktivitdt, wenn sie durch erh6hte
AST-Gehalte in den Zellen zustande kédme, aufgrund der fordernden Funktion der AST im
Zellstoffwechsel tendenziell als eher giinstig angesehen werden miisste. Es ist zu erwarten,
dass die Effekte dissoziierter Membranen bei weitem deutlichere Auswirkungen auf die SAST
zeigen diirften als die durch Expressionsunterschiede begriindeten. Dennoch belegen die
vorliegenden Untersuchungen zusammen mit den bereits bekannten Rassen und
Populationsunterschieden der sAST beim Schwein (Merk 1992; Kraft et al., 1999; Kixmoller

2004), dass sAST-Grenzwerte nicht pauschal und unkritisch angewandt werden diirfen.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zum Verstindnis der molekularen Basis
der Variabilitdt klinisch-chemischer Merkmale am Beispiel der Serum-AST (sAST) zu
leisten. Die signifikante Variation der SAST bei verschiedenen Rassen ist hinreichend bekannt
und kann bei Nichtbeachtung zu diagnostischen Fehlinterpretationen fiihren. Die Ursache fiir
diese Variation ist allerdings unklar; vermutet werden Unterschiede in der Freisetzungskinetik
des Enzyms aus geschidigten Zellen. In einem Vorversuch zu vorliegender Arbeit wurde ein
QTL fiir sAST im Bereich des verantwortlichen Gens (der GOT1) kartiert. Hieraus ergibt sich
die Moglichkeit, dass die Variation der sSAST zumindest teilweise auf der qualitativen oder
quantitativen Wirkung des Gens selbst beruhen konnte, basierend auf begiinstigenden oder
hemmenden Genvarianten. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die Variabilitdt der GOT1
auf Sequenzebene zu untersuchen und Assoziationen zwischen Genvarianten und sAST-
Spiegeln herzustellen, um den Kandidatengenstatus der GOT1 fiir SAST zu bestdtigen und
Hinweise auf das fiir den QTL verantwortliche Nukleotid (QTN) zu erhalten. Da weder die
gesamte Sequenz der porzinen GOT1 noch Genvarianten bekannt waren, wurden diese
zunichst durch vergleichende Sequenzierung an DNA der Rassen Pietrain und Meishan
erarbeitet. Von neun identifizierten SNPs wurden drei im Bereich von Exon 2 und die {ibrigen
im Bereich des Promotors lokalisiert. Fiir jeden der SNPs wurde ein Screening-Verfahren
mittels Pyrosequenzierung etabliert und auf die F,-Tiere einer gut charakterisierten Pietrain-
Meishan-Familie sowie auf eine kommerzielle Kohorte (Jungsauen DLXDE) angewandt. Zwei
der SNPs fiihrten zu einer signifikanten Verbesserung des QTL. Das Konfidenzintervall des
QTL wurde erheblich reduziert. Die Assoziation der 139 Tiere der F,-Generation ergab einen
signifikanten Zusammenhang zwischen SNP1-Genotyp und sAST-Werten (CC (Meishan),
hohe sAST-Werte; GG (Pietrain), niedrige sAST-Werte). In der ausgeziichteten,
kommerziellen Population von 153 Hybridsauen zeigte sich diese Assoziation ebenfalls
signifikant, allerdings mit umgekehrter Kopplung. Die vorliegende Arbeit untermauert damit
den Kanidatengenstatus der GOTL1 fiir die Variabilitit der sAST Werte. Die etablierten SNPs
konnen jedoch aufgrund der Diskrepanz der Ergebnisse der F,-Population und der
kommerziellen Population als QTN-Kandidaten ausgeschlossen werden. Die Einfliisse der
SNPs auf den QTL sprechen dafiir, das das verantwortliche QTN noch weiter 5° zu suchen ist.
Die Ergebnisse untermauern auflerdem die Komplexitdt der Serum-Diagnostik und die
Notwendigkeit, die gefundenen genetischen Einfliisse in Folgeuntersuchungen zu

untermauern. Die vorliegende Arbeit zeigt neue Einblicke in die Architektur klinisch-
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chemischer Merkmale. Sie zeigt Hinweise auf komplexe molekulare Zusammenhinge, die
erst allmdhlich verstanden werden, und die mithelfen koénnen, die Entstehung und die
Variabilitdt klinisch-chemischer Merkmale zukiinftig zielgerichteter und verlésslicher

interpretieren und einsetzen zu kénnen.
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7 Summary

Aim of the present study was to elucidate the molecular basis of the variation of clinical-
chemical traits using the example of AST. The significant variation of serum AST (sAST)
between different breeds is already known and has to be considered during the interpretation
of clinical test. The reason for the variation is not known but it can be supposed that there are
differences in the kinetic of enzyme release of damaged cells. In the preliminary data for this
study there is a QTL for sAST in the area of the corresponding gen (GOT1) mapped. From
this we concluded, that there is the possibility that the variation of SAST is partial based on
qualitativ or quantitative effects of the gen itself based on promotive or inhibitory
genvariations. Aim of the research was therefore to examine the variability of GOT1 on
sequence level and to search for associations between genvariants and levels of SAST to
confirm the candidate-status of GOT1 for SAST and to further localize the nucleotid, that is
responsible for the QTL (QTN). But neither the sequence of the porcine GOT1 nor variations
of it were known. We established the sequence and discovered SNPs of it through the
comparison of the sequenced DNA of the Meishan and Pietrain breed. Nine SNPs were
identified, three of them in the area of Exon 2 and the others in the area of the promotor. For
each SNP we established a screening method (Pyrosequencing) and analyzed the F,-
Generation of the well-described Pietrain-Meishan-Family and a commercial cohort (gilt
German Landrace x German Edelschwein). Two SNPs produced a significant improvement of
the QTL and resulted in a significant reduction of the confidance intervall for the QTL. There
was a significant association between SNP1-Genotype and sAST-Levels in the139 animal of
the F,-generation (CC(Meishan) results in high AST-levels, GG(Pietrain) low AST-levels). In
the commercial population of the 153 hybrid-sows SNP1 was also significantly associated
with sAST-levels but with changed phase. This work verifies the relevance of GOT1 as a
candidate-gene for the variance of the sAST-level. The newly established SNP has to be
excluded as possible QTN-candidate due to the conflicting results in the Pietrain-Meishan
family and the commercial population. Because of the influence of the SNP on the QTL it can
be concluded that the relevant QTN is located in 5” direction. This results elaborate the
complexity of serum diagnostic and further underline the need for research on this topic. The
present study gives new insights into the architecture of clinical-chemical traits in pigs and

develops a first understanding of the genetic backround.
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9 Anhang

Alignment: Exon 4, AST, forward Primer

MumMm  .seq  ------------------- TNCTATCGCTATTGGGATACCGAGAAGAG - AGGACTTGAT
Must ang.seq = --------------- TCGGTNCTATCGCTATTGGGATACCGAGAAGAG - AGGACTTGAT
M 689 .seq CCGTCGTAACAGACTTCGGT CCTCTCCCT TTCGCGAT CCCGAGAAGAAGAACGGACT TGAT
M590 =1 =T I e I

Mimm . seq CTCCAGGGTTTC
Must ang. seq CTCCAGCGITT-
M589 . seq CTCCAGGGTT- -
M690 .seq  ------------

Alignment: Exon 4, AST, reverse Primer

Minm  .seq = m--e-eemmm------- GCAGTAGTGAAGACTCCATTGTGATTTT
Must ang. seq GAATGTCTTTGAATCCAGCAGTAGT GAAGACTCCATTGTGATT- -
M589 BT =T I i
M590 =1L o I e

Alignment: Exon 5, AST, forward Primer

M689 T =T L G-

Mimm  .seq = ---------- CGACCCAACTTCCAGAAGCAGTGGAAGCA- - - - - - === - - - - - - - -

MB90  .seq = ----------------- ACTCC- - GGAGCAGT GGAAGCAGATCGCCTCTGTCATGAAG

Must ang. seq CGACAGGGACCGACCCAACT CC- - AGAGCAGT GGAAGCAGATCGCCTCTGTCATGAAG
%

Alignment: Exon 5, AST, reverse Primer

M589 BT =T I e R T G- -
Mumm  .seq @ ----------- TTCGGGT TTGTGBECACAGCECGTNGGAGGACAA: - - - - - - - - - - - - - - -
MB90 . seq GGGTCGGTCCCT GT'CGGGT TGT GGGCACAGGECGT GG AGGACAAAGATGGAGAACT CAGG
Must ang. seq GGGTCGGTNCNT GTCGGGT TGT GGGCACAGGECGT GG - AGNNNAAGATGGAGAACT CAGG
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M589 .seq = -------
Mumm  .seq = @@ -------
M590 . seq AGCGT- -
Must ang. seq AGCGITA

Alignment: Exon 6, AST, forward Primer

MB90 .seq  ------- CTGGCACCTAGAAAAGACGCCTGGGECCATTCGCTATTTTGTGTCTGAAGGGT T

MIMM . SE@Q - - - - -t - m e o e e e e oo oo TTTGTGTCTGAAGCGTT

Must ang. seq TTCGCATCTGGCACCTAGAAAAGACGCCTGGEGECCATTCGCTATTTTGTGTCTGAAGGGT T

MB89 .seq  -------- TGGCACCTAGAAAAGACGCCTGGGECCATTCGCTATTTTGTGTCTGAAGGGT T
Kok kkkkkkk ok k ok kK okkk

MB90 . seq CGAGCTCTTCTGI GCCCAGT CCTTCTCCAAGAACTTCGGG- CTCTACA

Muinm . seq CGAGCTCTTCTGIGCCCAGT CCTTCTCCAAGAACTTCGGG- CTCTACA

Must ang. seq CGAGCTCTTCTGI GCCCAGT CCTTCTCCAAGAACTTCGGG- CTCTACA

MB89 . seq CGAGCTCTTCTGI GCCCAGT CCTTCTCCAAGAACTTCNNGGCTCTAC-

EE R R S I R R R R O S R R R R S R R * *xkkkkx

Alignment: Exon 6, AST, reverse Primer

Must ang. seq GAACCCT TCAGACACAAAATAGCGAAT GGCCCAGECGTCTTTTTCTAGGT TGCCAGATGC

Mimm  .seq  ---------------------- CGAATGGCCCAGECGTCTTTTTCTAGGT TGCCAGATGC

M590 . seq - - ANCCTTCAGACACAAAAT AGCGAATGECCCAGCCGTCTTTTTCTAGGT TGCCAGATGC

M589 .S58Q0  mememmmmeee---- AAATAGCGAATGGECCCAGECGTCTTTTTCTAGGT TGCCAGATGC
KKK AK A KK AKAAK AR KRR AR A KA AK AR KRR AR * A KK

Must ang. seq GAAGCCCT GATAGCECT GAGT CAAAGAAGGGEGAACAGAAACCEECG

Mumm . seq GAAGCCCT GATAGGCT GAGT CAAAGAAGGEGCGAACAGAAACCEECG

M590 . seq GAAGCCCT GATAGGECT GAGT CAAAGAAGGEGGAACAGAAACCEECG

M689 . seq GAAGCCCT GATAGGCT GAGT CAAAGAAGGGGAACAGAAACCGECG

R b bk Sk Sk O Rk o
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Alignment: Exon 7, AST, forward Primer

M689 . seq
Mumm . seq

M689 . seq
Mumm . seq

———————————— CGT GCGAGT GACGT GGT CCAAT CCCCCT GCT CAGCGAGCGAGAATCGT
GATGGAGAAGATCGT GCGAGT GACGT GGT CCAAT CCCCCTGCT CAGCGAGCGAGAAT CGT

R kb Sk Sk R R S S S S O S R R I o

GGCCCGTACGCTCTCTGACCCTGAG
GGCCCGTACGCTCTCTGACCCTGAG

EIE R R S R S R I O R O

Alignment: Exon 7, AST, reverse Primer

M689 . seq
Mumm . seq
Must ang. seq
M590 . seq
M589 . seq
Mumm . seq
Must ang. seq
M590. seq

M689 . seq
Mumm . seq
Must ang. seq
M590 . seq

- - TCTCGCTCCNNGAGCAGGGGEGAT TGGACCACGT CACTCGCACGATCTTCTCCATCTGG
-------------------------- GGACCACGTCACTCGCACGATCTTCTCCATCTGG
ATTCTCGCT CCCT GAGCAGGEGGAT TGGACCACGT CACTCGCACGATCTTCTCCATCTGG
- TTCTCGCT CCCT GAGCAGGGGGANNGGACCACGT CACTCGCACGATCTTCTCCATCT GG

EE R R R R R R R R R R R

GAAAGGACT CCCAGGATGCTATCGGGT TCTTTTGCAACCACGGT CAGGT TCCCCACGCAC
GAAAGGACT CCCAGGATGCTATCGGGT TCTTTTGCAACCACGGT CAGGT TCCCCACGE- -
GAAAGGACT CGCAGGATGCTATCGEGT TCTTTTGCAACCACGGT CAGGT TCCCCACGCGN
GAAAGGACT CGCAGGATGCTATCGGGT TCTTTTGCAACCACGGT CAGGT TCCCCACGNAC

EE R R R S R I R I I R I I R R R R I R S I R R S R S R

Alignment: Exon 8, AST, forward Primer

M590 . seq
Must ang. seq
M589 . seq

Mumm . seq

TGAGCT TAGGGCACGAT T- AGAAGCCCT CAAGACCCCT GGAACCT GGAACCACATCACGG
TGAGCTTAGGGCACGATT- AGAAGCCCT CAAGACCCCTGGAACCT GGAACCACAT CACGG
TGAGCTTAGGGCACGATT- AGAAGCCCT CAAGACCCCT GGAACCT GGAACCACAT CACGG
--------- GGCACGATTTAGAAGCCCT CAAGACCCCT GGAACCT GGAACCACATCACGG

EE R I I I R I S R I I I R I R I S I I S
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M590 . seq
Must ang. seq
M5689 . seq

Mumm . seq

ACCAGATTGGAATGT TCAGCTTCACTGEGT TG
ACCAGATTGGAATGT TCAGCTTCACTGEGT TG
ACCAGATTGGAATGT TCAGCTTCACTGGGT T-
ACCAGATTGGAATGT TCAGCT TCACTGEGT T-

Rk S S S Sk O R R o

Alignment: Exon 8, AST, reverse Primer

M589 . seq
Mumm . seq
M590 . seq
Must ang. seq
M689 . seq
Mumm . seq
M590 . seq
Must ang. seq

----------- AGGGCTTTCTAATCGTGCCCTAAGCT CAGATCTCATGCTCAGAATCC
------------ GGGECTTTCTAATCGT GCCCTAAGCT CAGATCTCATGCTCAGAATGC
GITCAGEEGT CTTGAGGECT TCTAATCGT GCCCTAAGCT CAGATCTCATGCTCAGAATGC
GITCAGEEGT CTTGAGGECT TCTAATCGT GCCCTAAGCT CAGATCTCATGCTCAGAATGC

EZE R I R R I R R I I R I I I R O R O I R R

GGTCAGCCATTGICTTCACGI TACCTG
GGTCAGCCATTGICTTCACGI TACCTG
GGTCAGCCATTGICTTCACGT TACCTGT
GGTCAGCCATTGICTTCACGT TACCTGT

R b S b I Rk S o

Alignment: Exon 9, AST, forward Primer

Must ang. seq
Mumm . seq
M590 . seq
M589 . seq

Must ang. seq
Mumm . seq
M5690 . seq
M689 . seq

GTGTGGCTTAACCACCAAAAATCTAGATTATGT GECCACCT CCATCCATGAAGCTGICAC
TGTGCCTTAACCACCAAAAAT CTAGAT TATGT GGCCACCTCCATCCATGAAGCTGI CAC
GTGTGGCTTAACCACCAAAAAT CTAGATTATGT GECCACCT CCATCCATGAAGCTGTCAC
GI'GTGGCTTAACCACCAAAAAT CTAGATTATGTGGCCACCT CCATCCATGAAGCTGICAC

EE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CAAAATCCAGT GAAGCAACACCACCCAAGCCAGCGCCACCCAAGCGGTCCTCTGICTCGT
CAAAAT CCAGT GAAGCAACACCACCCAAGCCAGCGCCACCCAAGCGGTCCTCTGICTCGT
CAAAAT CCAGT GAAGCAACACCACCCAAGCCAGCGECCACCCAAGCGGTCCTCTGTCTCGT
CAAAAT CCAGT GAAGCAACACCACCCAAGCCAGCGECCACCCAAGCGGTCCTCTGTCTCGT

EE R R R R S R R R I I R R I R R R R R S O R R S R I R I R S R
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Must ang.

M590
M689

Must ang.

M690
M689

Must ang.

M690
M689

Must ang.

M590
M589

Must ang.

M590
M589

Must ang.

M590
M689

Must ang.

V690
M689

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

GTGI'TCCCTGCCTGCACAAACCTGGTTCTATACATCACAACTGTATTAGAGGCTACCGAG
GIGTTCCCTGCCTGCACAAACCTGGT TCTATACATCACAACTGTATTAGAGGCTACCGAG
GIGTTCCCTGCCTGCACAAACCTGGT TCTATACATCACAACTGTATTAGAGGCTACCGAG
GTGI'TCCCTGCCTGCACAAACCTGGTTCTATACATCACAACTGTATTAGAGGCTACCGAG

R b S Sk R R S S S S O Rk S o S O b S O R

GGACAGAAAAGGECTCCTCTGGT GAGGTAGCT GCTATTTAAAT TGGCCCCATGGGAAGAGA
GGACAGAAAAGGCTGCTCTGGT GAGGTAGCTGCTATTTAAAT TGGECCCCAT GGGAAGAGA
GGACAGAAAAGCCTCCTCTGGTGAGGTAGCTGCTATT TAAATTGGCCCCAT GGGAAGAGA
GGACAGAAAAGCCT CCTCTGGTGAGGTAGCT GCTATTTAAAT TGGCCCCAT GGGAAGAGA

R b b S S S S R R S o S S O Rk S S S S S b S S O A

ACATCTCTTGAAAAGAAAT GGGGEGECCAGCGAATAGAGCCCT TTTGGAGGCCAGAGCAAAT
ACATCTCTTGAAAAGAAAT GGGGGECCAGGGAATAGAGCCCT TTTGGAGGCCAGAGCAAAT
ACATCTCTTGAAAAGAAAT GGGGGECCAGGGAATAGAGCCCT TTTGGAGGCCAGAGCAAAT
ACATCTCTTGAAAAGAAAT GCGGGCCAGCGAATAGAGCCCT TT TGGAGGCCAGAGCAAAT

Rk bk b R R R S I Rk Ik kb ok b R R SRR ko b Sk S o R R Rk Ik S I L Rk o

TCAGCCTTTTATTTGAAAAGAATAAAAAGGT CCTTTGATCATGAGATGTAGATGTCTTGC
TCAGCCTTTTATTTGAAAAGAATAAAAAGGT CCTTTGATCATGAGATGTAGATGTCTTGC
TCAGCCTTTTATTTGAAAAGAATAAAAAGGT CCTTTGATCATGAGATGTAGATGTCTTGC
TCAGGCTTTTATTTGAAAAGAATAAAAAGGT CCTTTGATCATGAGATGTAGATGICTTGC

R R R R R R R R R R R R R R R R E R R R R R E R R E R R R R R R R R

CCCCTCACTAGAAGCAGGAGTATTGCCTGTGTCACTCACGTGCTCCTGTGIGT TTTACTC
CCCCTCACTAGAAGCAGGAGTATTGCCTGTGTCACTCACGTGCTCCTGTGIGT TTTACTC
CCCCTCACTAGAAGCAGGAGTATTGCCTGTGTCACTCACGTGCTCCTGIGTGI TTTACTC
CCCCTCACTAGAAGCAGGAGTATTGCCTGTGTCACTCACGTGCTCCTGIGTGI TTTACTC

EE R R I R R S R R R I I R R R I R R R R I R O R S R I R S I R R O

TGTACAAAGT CTAGT CCCAAAGAT CAAGT TGTCTGAAGAGCAAAGT GTGATTGT GGGT AT
TGTACAAAGT CTAGT CCCAAAGATCAAGT TGT CTGAAGAGCAAAGT GTGATTGTGGGTAT
TGTACAAAGT CTAGT CCCAAAGATCAAGT TGT CTGAAGAGCAAAGT GTGATTGT GGGTAT
TGTACAAAGT CTAGT CCCAAAGATCAAGT TGTCTGAAGAGCAAAGT GTGATTGT GGGT AT

EE R R I R R I R R R I R R R I R R R R R S O R R S R R I R I R R R

TGECTGTGTICATTAACAGI TGTCCTCTGGACCCAGAGTGTCTGTCTCCCTCCTCTTTCTG
TGECTGTGTCATTAACAGI TGTCCTCTGGACCCAGAGTGTCTGTCTCCCTGCTCTTTCTG
TGGECTGTGICATTAACAGT TGTCCTCTGGACCCAGAGTGTCTGTCTCCCTGCTCTTTCTG
TGGECTGTGICATTAACAGT TGTCCTCTGGACCCAGAGTGTCTGTCTCCCTGCTCTTTCTG

R S o S O S Rk O R R S o S S R R I S b S O O
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Must ang. seq
Mumm . seq

M590 . seq
M589 . seq
Must ang. seq

Mumm . seq

M590 . seq
M589 . seq
Must ang. seq

Mumm . seq

M590 . seq
M589 . seq
Must ang. seq
Mumm . seq
M590 . seq
M689 . seq

Alignment: Exon 9,

M589 . seq
Mumm . seq
M590 . seq
Must ang. seq
M589 . seq
Mumm . seq
M590 . seq

Must ang. seq

CATGCCTCTGI CCCTAGCCCTAAGCTTGAGT TCTTTAGGGT GGTCAAGGTAGGAAATATA
CATGGECTCTGI CCCTAGCCCTAAGCTTGAGT TCTTTAGGGT GGT CAAGGTAGGAAATATA
CATGGCTCTGICCCTAGCCCTAAGCTTGAGI TCTTTAGGSGT GGT CAAGGTAGGAAATATA
CATGGCTCTGICCCTAGCCCTAAGCTTGAGI TCTTTAGGEGT GGT CAAGGTAGGAAATATA

R b Sk b S S S R R S S O O Rk S S S S b S O O

TTTATATTTTACCCACACGT TAACTGAAATAAAAGT TTCACAGAGTCAAATTTACCCTTA
TTTATATTTTACCCACACGT TAACTGAAATAAAAGT TTCACAGAGTCAAATTTACCCTTA
TTTATATTTTACCCACACGT TAACT GAAATAAAAGT TTCACAGAGTCAAATTTACCCTTA
TTTATATTTTACCCACACGT TAACT GAAATAAAAGT TTCACAGAGTCAAATTTACCCTTA

khkkhkkhhkkhhhhhhdhhdhhdhhddhhddhdhddhdhddhddhddhdhhddhdrhdrdhdddrdrdrrdx*x

CTATGTGGAGTACATTCTGGTATTTTCTATTCTATTCTATTCTATTCTATTCTATTCTAT
CTATGTGGAGTACATTCTGGTATTTTCTATTCTATTCTATTCTATTCTATTCTATTCTAT
CTATGTGGAGTACATTCTGGTATTTTCTTTTCTATTCTATTCTATTCTATTCTATTCTAT
CTATGTGGAGTACATTCTGGTATTTTCTTTTCTATTCTATTCTATTCTATTCTATTCTAT

R R R R R R R R R R R R R R R E R R R R R R R R R R R R I R

TCTATTCTATTCTGT
TCTATTCTATTCTG
TCTATTCTGT- - - - -
TCTATTCTG - - - - -

*kkkkk kK

AST, reverse Primer

------- GAAAAGAANANCCAGAAT GTACTCCACATAGTAAGGGTAAATTTGACTCTG
---------------- AACCAGAATGTACTCCACATAGTAAGGGTAAATTTGACTCTG
ATAGAATAGAAAAGAAAATACCAGAATGTACTCCACATAGTAAGCGTAAATTTGACTCTG
ATAGAATAGAATAGAAAATACCAGAATGTACTCCACATAGTAAGGGTAAATTTGACTCTG

EIE R R I R S R I S R R R S I R I R O I O

TGAAACTTTTATTTCAGI TAACGT GTGGGTAAAATATAAATATATTTCCTACCTTGACCA
TGAAACTTTTATTTCAGT TAACGT GTGGGTAAAATATAAATATATTTCCTACCTTGACCA
TGAAACTTTTATTTCAGT TAACGT GTGGGTAAAATATAAATATATTTCCTACCTTGACCA
TGAAACTTTTATTTCAGT TAACGT GTGGGTAAAATATAAATATATTTCCTACCTTGACCA

R Sk bk S S O S Rk O S S R I O S Sk S kR O
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M689

M590

Must ang.

M589

M690

Must ang.

M589

M690

Must ang.

M689

M690

Must ang.

M689

M590

Must ang.

M689

M590

Must ang.

M589

V690

Must ang.

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

CCCTAAAGAACT CAAGCT TAGGGCTAGGGACAGAGCCAT GCAGAAAGAGCAGGEGAGACAG
CCCTAAAGAACT CAAGCT TAGGGCT AGCGACAGAGCCAT GCAGAAAGAGCAGEGAGACAG
CCCTAAAGAACT CAAGCT TAGGGCT AGCGACAGAGCCAT GCAGAAAGAGCAGGEGAGACAG
CCCTAAAGAACT CAAGCT TAGGGCTAGGGACAGAGCCAT GCAGAAAGAGCAGEGAGACAG

R b S Sk R R S S S S O Rk S o S O b S O R

ACACT CTGGGT CCAGAGGACAACT GTTAATGACACAGCCAATACCCACAATCACACTTTG
ACACT CTGGGT CCAGAGGACAACT GTTAATGACACAGCCAATACCCACAATCACACTTTG
ACACT CTGGGT CCAGAGGACAACT GTTAATGACACAGCCAATACCCACAATCACACTTTG
ACACT CTGGGT CCAGAGGACAACT GTTAATGACACAGCCAATACCCACAATCACACTTTG

R b b S S S S R R S o S S O Rk S S S S S b S S O A

CTCTTCAGACAACTTGATCTTTGGGACTAGACT TTGTACAGAGT AAAACACACAGGAGCA
CTCTTCAGACAACTTGATCTTTGGGACTAGACTTTGTACAGAGT AAAACACACAGGAGCA
CTCTTCAGACAACTTGATCTTTGGGACTAGACT TTGTACAGAGT AAAACACACAGGAGCA
CTCTTCAGACAACTTGATCTTTGCGACTAGACT TTGTACAGAGT AAAACACACAGGAGCA

Rk bk b R R R S I Rk Ik kb ok b R R SRR ko b Sk S o R R Rk Ik S I L Rk o

CGTGAGT GACACAGGCAATACT CCTGCT TCTAGT GAGGGGEGECAAGACATCTACATCTCAT
CGTGAGT GACACAGGCAATACT CCTGCT TCTAGT GAGGGGEGECAAGACATCTACATCTCAT
CGT GAGT GACACAGCCAATACT CCTGCTTCTAGT GAGGGGGECAAGACATCTACATCTCAT
CGTGAGT GACACAGGCAATACT CCTGCTTCTAGT GAGGGGGECAAGACATCTACATCTCAT

R R R R R R R R R R R R R R R R E R R R R R E R R E R R R R R R R R

GATCAAAGGACCTTTTTATTCTTTTCAAATAAAAGCCT GAATTTGCTCTGGECCTCCAAAA
GATCAAAGGACCTTTTTATTCTTTTCAAATAAAAGCCT GAATTTGCTCTGGECCTCCAAAA
GATCAAAGGACCTTTTTATTCTTTTCAAATAAAAGCCT GAATTTGCTCTGGCCTCCAAAA
GATCAAAGGACCTTTTTATTCTTTTCAAATAAAAGCCT GAATTTGCTCTGGCCTCCAAAA

EE R R I R R S R R R I I R R R I R R R R I R O R S R I R S I R R O

GGCCTCTATTCCCTGGCCCCCATTTCTTTTCAAGAGATGT TCTCT TCCCAT GGGGCCAAT
GGECTCTATTCCCTGECCCCCATTTCTTTTCAAGAGATGT TCTCT TCCCATGGEGGECCAAT
GGECTCTATTCCCTGGECCCCCATTTCTTTTCAAGAGATGT TCTCT TCCCATGGEGGECCAAT
GGCCTCTATTCCCTGGCCCCCATTTCTTTTCAAGAGATGT TCTCT TCCCAT GGGGCCAAT

EE R R I R R I R R R I R R R I R R R R R S O R R S R R I R I R R R

TTAAATAGCAGCTACCT CACCAGAGCAGCCTTTTCTGICCCTCGGTAGCCTCTAATACAG
TTAAATAGCAGCTACCT CACCAGAGCAGCCTTTTCTGI CCCTCGGTAGCCTCTAATACAG
TTAAATAGCAGCTACCTCACCAGAGCAGCCTTTTCTGICCCTCGGTAGCCTCTAATACAG
TTAAATAGCAGCTACCT CACCAGAGCAGCCTTTTCTGICCCTCGGTAGCCTCTAATACAG

R S o S O S Rk O R R S o S S R R I S b S O O



-84 -

M689

M590

Must ang.

M589

M690

Must ang.

M589

M690

Must ang.

M689

M590
Must ang.

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

. seq
. seq
. seq

seq

TTGTGATGTATAGAACCAGGT TTGI GCAGGCAGCGAACACACGAGACAGAGGACCECT TG
TTGTGATGTATAGAACCAGGT TTGT GCAGGCAGGGAACACACGAGACAGAGGACCECTTG
TTGTGATGTATAGAACCAGGT TTGI GCAGGCAGGGAACACACGAGACAGAGGACCECTTG
TTGTGATGTATAGAACCAGGT TTGI GCAGGCAGGGAACACACGAGACAGAGGACCECTTG

R b S Sk R R S S S S O Rk S o S O b S O R

GGTGECCCTCECTTCEGTGGTGI TGCTTCACTGGATTTTGGT GACAGCT TCATGGATGEA
GGTGECCCTCECTTCEGTGETGI TGCTTCACTGGATTTTGGT GACAGCT TCATGGATGEA
GGTGECCCTGECT TCEGTGGTGI TGCTTCACTGGAT T TTGGT GACAGCT TCATGGATGGA
GGTIGECCCTGECTTCEGTGGTGI TGCT TCACTGGATTTTGGT GACAGCT TCATGGATGGA

R b b S S S S R R S o S S O Rk S S S S S b S S O A

GGTGGECCACATAATCTAGATTTTTGGT GGTTAAGCCACACATGT TGATCCGACCACTTGG
GGTGGCCACATAATCTAGATTTTTGGT GGTTAAGCCACACATGT TGATCCGACCACTTGG
GGTGGCCACATAATCTAGATTTTTGGT GGTTAAGCCACACATGT TGATCCGACCACTTGG
GGTGGCCACATAATCTAGATTTTTGGT GGTTAAGCCACACATGT TGATCCGACCACTTGG

Rk bk b R R R S I Rk Ik kb ok b R R SRR ko b Sk S o R R Rk Ik S I L Rk o

TAGCAGATAGATGTGCTTTTCGTTGATCAGATAT- - -
TAGCAGATAGATGTGCTTTTCGTTGATCA- - - - - - - -
TAGCAGATAGATGTGCTTTTCGTTGATCAGATATTC-
TAGCAGATAGATGTGCTTTTCGTTGATCAGNTATTCA

EE R R R I I O R
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Ich erklare:

Ich habe die vorgelegte Dissertation selbststindig und ohne unerlaubte fremde Hilfe und nur
mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle Textstellen, die
wortlich oder sinngemél aus verdffentlichten oder nicht veréffentlichten Schriften
entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche
kenntlich gemacht.

Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation erwdhnten Untersuchungen habe ich
die Grundsédtze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,,Satzung der Justus-Liebig-
Universitdt Gieflen zur Sicherung guter wissenschaftlichen Praxis* niedergelegt sind,

eingehalten.
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