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Abstract

Hernia inguinalis/scrotalis (i/s) in pigs are known as congenital defects
which occur with a frequency of 1-3% and a heritability of h*> = 0.02 to
h? = 0.86 in German pig breeds and cause enormous economic losses.
Therefore, the elucidation of the mode of inheritance and the
development of DNA based tests are of crucial economic and scientific
concern.

At the Institute of Veterinary Medicine (IVM) the studies of the genetic
basis of Hernia /s take place within the national research project
~Entwicklung von Techniken und Methoden =zur Kartierung von
Defektgenen beim Schwein®.

In the present study, we determined the calcium contents in peritoneal
tissue samples and samples of the Processus vaginalis of piglets which
were associated with Hernia [/s. Our results showed a significant
difference of the calcium content of tissue samples collected from the
reproduction tract between the tissue samples obtained from affected
animals compared to those of normal healthy pigs.

Due to these results - and additionally based on the results of a genome
wide linkage scan, which was carried out at the IVM — we mapped
functional candidate genes to porcine chromosomes (Sus scrofa
chromosome, SSC) 3, 6, 7 and 15 which we additionally considered to
be positional candidates. These candidate genes, which are supposed to
be associated with Hernia j/s play an important role in the calcium
homeostasis and within the apoptotic cascade. Furthermore,
polymorphic microsatellites were detected within these candidate genes
by target oligonucleotide mediated microsatellite identification (TOMMI)

and tested in a population of affected pig families.



Zusammenfassung

Bei Hernia inguinalis/scrotalis (/s) des Schweins handelt es sich um
einen kongenitalen Defekt, der mit einer Frequenz von 1-3 % und einer
Heritabilitdt von h?> = 0,02 bis h*> = 0,86 in der Schweinezucht auftritt
und zu hohen wirtschaftlichen Verlusten flihrt. Die Aufkldrung der
Vererbung dieses Defektes und die Entwicklung eines Gentestes sind
somit von zentraler wirtschaftlicher und wissenschaftlicher Bedeutung.
Am Tierarztlichen Institut der Universitat Gottingen wird im Rahmen des
Forschungsprojektes ,Entwicklung von Techniken und Methoden zur
Kartierung von Defektgenen beim Schwein® die molekulargenetische
Untersuchung der Hernia /s durchgefiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Tieren, die den Defekt Hernia i/s
zeigten, Gewebeproben aus dem Processus vaginalis sowie dem
peritonealen Gewebe entnommen und auf ihre Kalziumgehalte hin
untersucht. Die Ergebnisse aus dieser Untersuchung haben gezeigt, dass
die Kalziumgehalte in den untersuchten Geweben des Reproduktions-
traktes sich von denen bei gesunden Tieren unterscheiden.

Darauf aufbauend wurden - basierend auch auf einer ebenfalls am
Tierarztlichen Institut durchgefiihrten Kopplungs- und Assoziationsstudie
- in der vorliegenden Arbeit auf den porcinen Chromosomen (Sus scrofa
chromosome, SSC) 3, 6, 7 und 15 funktionell-positionelle Kandidaten-
gene kartiert. Bei diesen Kandidatengenen, die mit dem Defekt Hernia i/s
beim Schwein gekoppelt zu sein scheinen, wurden sowohl Gene aus der
Kalziumhomoostase als auch apoptoseregulierende Gene beriicksichtigt.
Dariiber hinaus wurden polymorphe Mikrosatelliten mittels ,target
oligonucleotide mediated microsatellite identification" (TOMMI) in diesen
Kandidatengenen isoliert und an einer Population betroffener Familien

typisiert.
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1 Einleitung

Innerhalb des vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(BMBF) und vom Forderverein Biotechnologieforschung (FBF)
geférderten nationalen Projektes ,Entwicklung von Techniken und
Methoden zur Kartierung von Defektgenen beim Schwein®, in dem
verschieden = Anomalienkomplexe  wie  Afterlosigkeit,  Spreizer,
Gesdaugeanomalien und Leisten- und Hodensackbriiche bearbeitet
werden, erfolgten am Tierarztlichen Institut der Universitdt Gottingen
molekulargenetische Untersuchungen zum Merkmalskomplex Leisten-
und Hodensackbriiche (Hernia inguinalis/scrotalis (1/5)).

Das Auftreten kongenitaler Defekte - vor allem von Hernia /s - beim
Schwein verursacht jahrlich hohe wirtschaftliche EinbuBen durch
anfallende Behandlungen und geringere Tageszunahmen der Tiere, die -
je nach Frequenz in der deutschen Schweineproduktion - Schaden von
ca. 9 Mio. € verursachen (Knorr, 2005).

Methoden und Techniken zur molekularen Genomanalyse wurden
entwickelt, um den Selektionserfolg in einer Population zu steigern. Fir
diese Selektionsverfahren kommt einerseits die Identifizierung der
beteiligten (kausalen) Genvariante zum Tragen, andererseits kann bei
komplex vererbten Erkrankungen und der Lokalisierung von Q7L
(quantitative trait loci) die Analyse dieser mittels gekoppelter Marker
erfolgen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Genomregionen auf Chromosom 3,
6, 7 und 15 beim Schwein zu untersuchen und ggf. weiter einzugrenzen,
die mit dem Merkmal Hernia i/s assoziiert sind (Bornemann-Kolatzki,
2004). Dariber hinaus erfolgten Untersuchungen zum Kalziumhaushalt
spezieller Gewebe des Reproduktionstraktes bei Ferkeln mit Inguinal-
und Skrotalhernien, um die Atiologie dieses Defektes weiter aufzuklaren.



2 Entstehung, Krankheitsbild und Vererbung von

Hernia i/s

Bei Inguinal- und Skrotalhernien (Hernia inguinalis/scrotalis (i/s))
handelt es sich um angeborene kongenitale Defekte mit eindeutig
heriditarer Genese, bei denen die betroffenen Tiere bereits seit der
Geburt pradisponiert sind. Hernia /s entstehen durch einen abnorm
weiten Leistenkanal und/oder einen nicht obliterierten Processus
vaginalis (PV) (Clarnette und Hutson, 1999, Waldmann und Wendt,
2001). Ein Leistenbruch (Hernia inguinalis) liegt vor, wenn Eingeweide,
meist Teile des Diinndarms und des groBen Netzes, in den Leistenkanal
vorfallen. Ein Hodensackbruch (Hernia scrotalis) kann aus einer
Inguinalhernie entstehen, wenn diese Eingeweide bis in das Skrotum
vorfallen. Hernia i/s treten entweder einseitig oder beidseitig auf, wobei
bei mannlichen Schweinen meist linksseitige Hernienbildung beobachtet
wurde (Stigler, 1990). Obwohl Ingunial- und Skrotalhernien in beiderlei
Geschlecht beim Schwein detektiert wurden, konnte Heres in einer
Studie ein sechsmal haufigeres Auftreten von Briichen beim mannlichen
als beim weiblichen Tier feststellen (Heres, 1976).

Berge gelang es Mitte der zwanziger Jahre des letzten Jahrhunderts
bereits in Riickkreuzungsversuchen die Erblichkeit von Hernia i/s zu
zeigen (Berge, 1941). Der Erbgang ist allerdings bis dato nicht eindeutig
geklart und wird in der Literatur teils kontrovers diskutiert. Hernien
werden wahrscheinlich nicht nur oligo- sondern polygen vererbt, das
heiBt, dass mehrere Mutationen in verschiedenen Genen fir das
Auftreten von Ingunial- und Skrotalhernien verantwortlich zu sein
scheinen. AuBerdem handelt es sich um oligofaktoriell bedingte
Anomalien, bei denen neben genetischen auch Umwelteffekte eine Rolle
spielen (BeiBner, 2003).

Hernien treten mit einer Frequenz von 0,5 % bis 1 % in der deutschen
Schweinezucht auf (Althoff et al.,, 1988). Heritabilitdtsschatzungen
wurden anhand verschiedener Modelle fur unterschiedliche
Schweinerasen kalkuliert. Dabei ermittelte Althoff die niedrigsten
Schatzwerte (h> = 0,022 + 0,006 bis 0,035 + 0,007) in einem



linearen Modell (Althoff, 1985). Die hdchsten Heritabilitatsschatzungen
(h*>= 0,65 + 0,06 und 0,86 * 0,16) wurden von Mikami und Fredeen in
zwei verschiedenen Populationen ermittelt (Mikami und Fredeen, 1979).
Buschbell ermittelte in einer jiingeren Studie Heritabilititen von h* =
0,14 anhand eines linearen Modells (Buschbell et al., 2007).

Jungst veroffentlichte Zahlen besagen, dass 2007 in Deutschland ca. 2,8
Mio. Sauen gehalten wurden, die durchschnittlich 23,5 Ferkel geboren
haben. Geht man dabei von einer Haufigkeit von 0,5% - 1% der
Anomalie Hernia i/s aus, so sind 329.000 bis 658.000 Ferkel pro Jahr
betroffen (ZDS, 2007).

Die meisten der sich mit der Vererbung von Hernia i/s befassenden
Arbeiten beziehen sich auf die Verhaltnisse beim mannlichen Schwein
(Bornemann-Kolatzki, 2004, Grindflek et al., 2006, Beck, 2008,
Germerodt, 2009), wobei auch die vorliegende Arbeit keine Ausnahme
bildet.

2.1 Kopplungs- und Assoziationsanalysen fiir Hernia i/s

Die Kopplungsanalyse basiert auf der genetischen Rekombination. Sie
stellt ein Verfahren dar, bei der Genomregionen resp. Gene lokalisiert
bzw. identifiziert werden, die mit einem bestimmten Merkmal/Defekt
gekoppelt sind. Diese Methode findet vor allem bei monogenen
Erbkrankheiten oder der Identifizierung von ,Hauptgenen" einer
komplexen Erbkrankheit ihren Einsatz. Die Kopplungsanalyse basiert auf
den genetischen Rekombinationsereignissen, wobei zugrunde gelegt
wird, dass genetische Marker in der Nahe eines Genortes oder Gens
liegen und innerhalb von Familien gemeinsam mit diesen vererbt
werden. Kopplungsanalysen bei landwirtschaftlichen Nutztieren werden,
laut Rothschild und Kollegen, meist an groBen Tierzahlen aus
experimentellen F,- Populationen getestet, wobei haufig sehr groBe
QTL-Regionen nachgewiesen werden (Rothschild et al., 2007). Bei der
Assoziationsanalyse, die eine hohere statistische Aussagekraft im

Vergleich zur Kopplungsanalyse hat und daher auch kleinere Stichproben
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verlangt, handelt es sich um eine Methode, positive Ergebnisse aus der
Kopplungsanalyse zu bestatigen. Sie wird genutzt, um statistische
Zusammenhange genetischer Polymorphismen und quantitativer
und/oder qualitativer Merkmale aufzukldren. Bei genomweiten
Kopplungs- und Assoziationsanalysen werden Marker genutzt und auf
ihren Zusammenhang mit einem Merkmal untersucht. Bickebdller und
Fischer gehen davon aus, dass eine gesicherte statistische Assoziation
gegeben ist, wenn eine Genvariante ursachlich einem Krankheitsbild
zugeordnet werden kann oder sich im /Jinkage disequillibrium (LD)
befindet (Bickebdller und Fischer, 2007).

Fir die Defekte Hernia j/s wurden bis dato Daten aus zwei genomweiten
QTL-Scans veréffentlicht, deren Ergebnisse jedoch nur minimale
Uberlappungen aufzeigten, was wiederum dafiir spricht, dass es sich bei
Hernia /s, wie bereits erwahnt, um einen multifaktoriell bedingten
Erbgang handelt. In beiden Studien wurde neben einer Kopplungs- auch
eine Assoziationsanalyse durchgefiihrt. Bornemann-Kolatzki flihrte in
ihrer Arbeit einen Genomscan mit polymorphen DNA-Markern und einem
Genomic mismatch scanning durch, um die an einer Vererbung des
Defektes  Hernia  i/s beteiligten = Chromosomenregionen  zu
charakterisieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden finf mit dem Defekt
assoziierte Regionen auf den porcinen Chromosomen SSC3, SSC6, SSC7,
SSC12 und SSC15 detektiert (Bornemann-Kolatzki, 2004). Im Verlauf
des Forschungsprojektes sollen diese Chromosomenregionen weiter
eingegrenzt und mdgliche Mutationen in potentiellen Kandidatengenen
untersucht werden. Dabei ist das Ziel dieser Arbeiten, einen Gentest zu
entwickeln, mit dem es mdglich sein wird, betroffene Tiere von der

Zucht zu isolieren.

3 Descensus Testis

Unter dem Descensus testis (DT) versteht man die Verlagerung des
Hodens aus seiner urspriinglichen Lage an der dorsalen Wand der
Bauchhohle bis in das Skrotum (Abb. 3.1). Der DT lasst sich in
verschiedene Phasen untergliedern und wird in der Literatur als
mehrphasiger Prozess beschrieben (Hutson, 1985). Der Autor

11



unterscheidet beim DT zwischen der inneren (transabdominalen) und
der auBeren (inguinoskrotalen) Phase der Wanderung. Amman und
Veeramachaneni weisen weiterfilhrend auf die Unterteilung der von
Hutson beschriebenen auBeren Phase in eine transinguinale und eine
inguinoskrotale  Wanderung der Hoden hin  (Amann und
Veeramachaneni, 2007).

Die transabdominale Phase umfasst die Migration der Hoden durch das
Abdomen bis vor den Inguinalring und den spateren Leistenkanal. Die
transinguinale Phase beschreibt den Durchtritt der Hoden durch den
inneren und duBeren Leistenring, die inguinoskrotale Phase hingegen die
weitere Migration der Hoden bis ins Skrotum (Amann und
Veeramachaneni, 2007).

Der DT erfolgt beim Schwein um den 90. Tag der Trachtigkeit und ist
zum Zeitpunkt der Geburt bereits abgeschlossen.

Grundsatzlich ist der Verlauf des DT bei vielen Nutz- und Haustieren
sowie dem Menschen ahnlich, jedoch bilden einige Spezies (z. B.
Elefanten), bei denen die Hoden nicht absteigen bzw. Kaninchen, bei
denen der PV nicht obliteriert, die Ausnahme (Amann und
Veeramachaneni, 2007, Dopfer, 2009). Einen festen Verschluss des
Leistenkanals und die Obliteration des PV findet man beim Schwein,
Rind und beim Menschen (Williams und Hutson, 1991).
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Abbildung 3.1: Descensus testis beim Schwein (Wensing, 1986).

(A) Entwicklung am Tag 65 post conceptionem (p.c.); (B) 75 Tage p.c.;
(C) 85-90 Tage p.c.; (D) bei der Geburt. 1. Hoden (7estis); 2.
Nebenhoden (Epididymis); 3. parietales Blatt des Bauchfells (parietales
Peritoneum); 4. innerer schiefer Bauchmuskel (Musculus obliquus
internus abdominis); 5. dauBerer schiefer Bauchmuskel (Musculus
obliquus externus abdominis); 6. Scheidenhautfortsatz (Processus
vaginalis); 7a. Gubernaculum testis;, 7b. vaginaler Teil (Pars vaginalis);
7¢. Infravaginaler Teil (Pars infravaginalis); 8. Hodenheber (Musculus
cremaster); 9. Fascia spermatica;, 10. Tunica vaginalis.

13



3.1 Storung der Phasen des Descensus testis/Rolle des
Gubernaculum testis

Eine Stérung des DT kann wahrend allen drei der unter Punkt 3
beschriebenen Phasen auftreten, wobei in der Literatur diverse
Hypothesen teils kontrovers diskutiert werden.

Adham beschreibt in seiner Arbeit den Einfluss des insulin-like growth
factor oder insulin-like peptide hormone (INSL3) auf die Entwicklung des
Gubernaculum testis in der transabdominalen Phase. Dabei wird INSL3
in den Leydigschen-Zwischenzellen gebildet (Adham et al., 2000). Bei
Untersuchungen an ,knock-out"-Mdusen konnte gezeigt werden, dass
die Gubernacula testis klein und unterentwickelt waren und die Hoden
parallel in ihrer abdominalen Lage verblieben (Nef und Parada, 1999,
Zimmermann et al., 1999).

Der Einfluss von HOXA10 und HOXA1l auf die Entwicklung des
Gubernaculum testis konnte noch nicht zweifelsfrei geklart werden.
Satokata konnte jedoch in HOXA10” Méusen zeigen, dass dieses Gen
auch zu einem intraabdominalen Verbleiben der Hoden flihrt (Satokata
et al., 1995).

BeiBner diskutiert in ihrer Arbeit die positive Korrelation zwischen den
kongenitalen Defekten Kryptorchismus und Hernia j/s. Hierbei wurden
groBe rassenspezifische  Unterschiede der additiv-genetischen
Korrelation der beiden Defekte gefunden. In Pietrain-Linien konnten
geringe positive (r; = 0,12) additiv-genetische Korrelationen
nachgewiesen werden, wohingegen in Deutsche Landrassse-Linien
negative Korrelationen (ry = - 0,39) gefunden wurden (BeiBner, 2003).
Inwieweit ein gestdrter DT wursachlich an dem Auftreten beider
Anomalien beteiligt ist, lasst sich nicht eindeutig klaren. Beck geht in
ihrer Arbeit davon aus, dass keiner der Defekte monofaktoriellen
Ursprung hat. Vielmehr verweist sie auf den heterogenetischen Einfluss
verschiedener Mutationen in unterschiedlichen Genen sowie deren
Wirkung auf unterschiedliche Phasen des DT. Gene, die in
unterschiedlichen Phasen des DT wirken, missen nicht kausal mit der
Auspragung beider Phanotypen in Zusammenhang stehen (Beck, 2008).
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Assoziationsstudien beim Schwein haben gezeigt, dass sowohl HOXA10
als auch JNSL3 in der untersuchten Population keinen Einfluss auf die
Ausbildung bzw. die Entstehung von Hernia i/s haben (Uibeleisen, 2001,
Knorr et al., 2004).

Amann und Veeramachaneni gehen davon aus, dass Hernia i/s als Folge
von transinguinalem Kryptorchismus auftreten kdnnen. Wahrscheinlicher
erscheint jedoch eine gestdrte auBere Phase der Migration des Testis,
die zu einem offenen Inguinalkanal und/oder zu einem nicht vollstandig
obliterierten PV und damit zu Hernia f/s fihrt.

Das Gubernaculum testis nimmt wahrend der transinguinalen bzw.
inguinoskrotalen Phase des DT eine zentrale Position ein. Wahrend der
Migration des Hodens zeigen sowohl das Gubernaculum testis als auch
der PV ein enormes Wachstum, welches beim Gubernaculum testis auf
die Einlagerung von Wasser, durch die Bildung von Hyaluronsaure,
zurlickzufiihren ist (Heyns et al., 1990, Cain et al., 1994). Hutson und
Wensing beschreiben in ihren Arbeiten den zunehmenden
intraabdominalen Druck, der neben der GroéBenreduktion des Hodens
kurz vor dem Durchtreten durch den Leistenkanal, diesen schlieBlich
durch den Inguinalkanal schiebt (Wensing, 1988, Hutson et al., 1997).
Bereits wahrend der transinguinalen Phase des DT bildet sich das
Gubernaculum testis zuriick, bedingt durch die katabole Wirkung
verschiedener Enzyme, wie Hyaluronidase (HYAL) und S-Glucuronidase
(GUSB) auf die Hyaluronsaure (Levy und Husmann, 1995). Beck und
Gatphayak haben in ihren Arbeiten den mdglichen Einfluss von GUSB
und HYAL auf die Ausbildung von Hernia j/s untersucht und konnten
jedoch einen kausalen Zusammenhang flir Hernia /s ausschlieBen
(Gatphayak et al., 2004, Beck et al., 2006).

Eine zentrale Rolle spielt Testosteron aus den Leydigschen-
zZwischenzellen fir den Hodenabstieg wahrend der inguinoskrotalen
Phase. Eine direkte Auswirkung auf die vorherigen Phasen im DT
konnten aber nicht nachgewiesen werden (Heyns et al., 1990).
McMahon konnte an porcinen Feten zeigen, dass Testosteron nicht

direkt auf die inguinoskrotale Migration des Hodens wirkt, sondern
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bereits wahrend der transabdominalen Phase zur Maskulinisierung des
gentifemoralen Nervs (GFN) fihrt (McMahon et al., 1995).

Hutson und Hasthorpe beschreiben eine Beteiligung des calcitonin gene-
related peptide (CGRP) wahrend des DT. Durch die o. g.
Maskulinisierung der Zellen wird CGRP ausgeschiittet bzw. die Sekretion
erhoht. Dies flihrt zu einer rhythmischen Kontraktion des Gubernaculum
testis in Richtung Skrotum und somit zum DT (Hutson und Hasthorpe,
2005).

3.2 Obliteration des Processus vaginalis - mogliche
Storungen

Die Obliteration des PV spielt eine zentrale Rolle in Bezug auf das
Auftreten von Hernia i/s (Clarnette et al., 1998), wobei der PV nur dann
vollstandig obliteriert, wenn der Hoden seine endgultige Lage im
Skrotum - nach der inguinoskrotalen Migration - erreicht hat (Barthold
und Redman, 1996).

Die wichtige Bedeutung des Testosterons fiir den Hodenabstieg wurde
bereits unter Punkt 3.1 aufgezeigt (McMahon et al., 1995). Eine jlingere
Studie verweist auf die Assoziationen verschiedener Polymorphismen
des CAG-repeats im ersten Exon des Androgen Rezeptors (AR). Hierbei
wurde im Phanotyp ein einseitiger Kryptorchismus mit einem offenen PV
detektiert, was die Bedeutung der Androgene und des AR flir den DT
und die Obliteration des PV bekraftigt (Silva-Ramos et al., 2006). Hutson
und Kollegen untersuchten die Wirkung von CGRP auf die Fusion des
PV-Epithels an menschlichen Organkulturen, wobei sie zeigen konnten,
dass es zu einer Transformation der Epithelzellen zu Fibroblasten
wahrend der Obliteration des PV kommt (Hutson et al., 2000). Tez
konnte diese Ergebnisse in einer jingeren Studie in einem
Stammzellmodell bestatigen (Tez und Kilic, 2006).

Tanyel und Kollegen gehen hingegen davon aus, dass der Hoden nicht
zuletzt in seiner inguinoskrotalen Phase durch eine ,Triebkraft" der
Muskelzellen aktiv bis in das Skrotum beférdert wird (Tanyel und Okur,
2004). Der PV bildet hierbei nicht nur eine bloBe Ausstiilpung des
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umgebenen Peritoneums sondern vielmehr ein strukturiertes Gewebe,
welches glatte Muskelzellen (SM) enthalt (Ulusu et al., 2007).

Einen vollig anderen Weg der Argumentation zur Obliteration des PV
bzw. auch zum DT gehen Tanyel und Kollegen. Hierbei spielt nicht, wie
bei den meisten zuvor zitierten Publikationen, die ,passive" Migration
des Hodens bis ins Skrotum eine zentrale Rolle, sondern die ,aktive"
Kontraktion der glatten Muskelzellen entlang des Gubernaculum testis
eine Rolle. Nach erfolgtem DT obliteriert der PV durch den
programmierten Zelltod (PCD) bzw. die Apoptose der Muskelzellen
(Tanyel et al., 2002). Dieser PCD wird, laut Tanyel und Kollegen, durch
die Senkung des sympathischen Tonus und die relative Erhdhung des
parasympathischen Tonus induziert. Eine Stérung innerhalb des Ablaufes
des PCD kann somit zu einem nicht obliterierten resp. peristent offenen
PV flihren (Tanyel und Okur, 2004).

Fir eine erfolgreiche Obliteration des PV, nach abgeschlossenem DT, ist
es von entscheidender Bedeutung, dass diese SM-Zellen der Apoptose
unterliegen. Der PCD wird durch eine Innervation induziert, bei der der,
wie bereits angesprochen, symphatische Tonus gesenkt und der
parasympathische Tonus angehoben wird (Tanyel und Okur, 2004).
Dabei haben Untersuchungen beim Menschen gezeigt, dass bei
Patienten mit Inguinalhernien bzw. Kryptorchismus diese nervale
Steuerung gestort ist und bei letzteren eine anhaltende Erhéhung des
parasympathischen Tonus und eine erhdohte Menge an zytosolischem
Kalzium vorlag (Ulusu et al., 2007). In einer alteren Arbeit fanden
Tanyel und Kollegen bereits heraus, dass der Kalziumgehalt im
Bruchsackgewebe bei Probanden mit Inguinalhernien (beiderlei
Geschlechts) signifikant geringer war als der Kalziumgehalt bei
Kryptorchiden (Tanyel et al., 2002).

Der Kalziumgehalt scheint eine zentrale Stellung einzunehmen, wenn es
darum geht, Unterschiede in Geweben von Hernia /s zu analysieren.
Darliber hinaus konnte die Rolle des Kalziums im PCD bzw. in der
zelluldren Signalkette der Apoptose nachgewiesen werden (Rizzuto et
al., 2003).
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Unter physiologischen Bedingungen wird Kalzium in der Zelle im
Endoplasmatischen- (ER) bzw. Sarkoplasmatischen Retikulum (SR, Abb.
4.1) gespeichert (Demaurex und Distelhorst, 2003) und ist an einer
Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt (Berridge et al., 2003). Bergner und
Huber gehen in ihrer Arbeit auf die Kalziumkonzentrationen innerhalb
und auBerhalb der Zellen beim Menschen ein. Hierbei beschreiben sie
ein zytosolisches Kalziumruhepotential von 100 nM wahrend sie
intrazelluldre Kalziumgehalte in mikromolaren Bereich nachweisen
konnten. Weiterhin weisen sie darauf hin, dass Kalzium durch seine
heterogene Beteiligung an fast allen zelluldren Prozessen einen
weitreichenden Einfluss auf die Physiologie in der Zelle hat (Bergner und
Huber, 2008). Wahrend der Apoptose fungiert Kalzium als einer der
Hauptausltéser der Apoptosekaskade, was Zhong und Kollegen in ihrer
Arbeit zeigten (Zhong et al., 2006).
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Apoptosekaskade. Die
Apoptose wird Uber die Aktivierung von Phospholipase C (PLC) und die
Generierung des inositol-1,4,5-posphat-receptor (IPsR) induziert. Uber
IPsR und den ryanodine receptor (RyR) wird Kalzium aus dem SR/ER
ausgelagert. BCL2-associated X protein (BAX) und BCLZ2-antagonist/killer
(BAK) wirken proapoptotisch auf die Mitochondrien und somit auf die
Sekretion von Cytochrom C.
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Lipskaia und Kollegen konnten jlingst zeigen, dass eine kurzzeitige
Erhéhung des zytosolischen Kalziumgehaltes zu einer Erhéhung der
physiologischen Kalziumkonzentration in den Mitochondrien flihrt, was
wiederum zur Apoptose fiihrt (Lipskaia et al., 2009). Diese resultiert aus
einer Steigerung der Permeabilitdt und nicht zuletzt aus einer
vermehrten Cytochrom C Freisetzung (Abb. 4.1, (Mattson und Chan,
2003, Deniaud et al.,, 2008)). Cytochrom C verstarkt die
Kalziumsekretion aus dem ER/SR und fiihrt zur Aktivierung von Caspase
9 und somit zur Apoptose (Orrenius et al., 2003).

Die Erhéhung der Kalziumkonzentration filhren Berridge und Kollegen
auf den Influx von Kalzium entweder aus dem extrazelluldrem Raum
oder auf die Freisetzung von zelluldren Kalziumspeichern zuriick
(Berridge et al., 2003). Sarco/Endoplasmic-Reticulum C&*-ATPasesl
(SERCA1) scheint hierbei eine zentrale Rolle zu spielen, da es Kalzium
auch gegen den Kalziumgradienten in das SR/ER transportiert. Hierbei
existieren mindestens zwei Sarco/Endoplasmic-Reticulum C&*-ATPase-
Kanale (SERCA1 und SERCA2a, (Bhogal und Colyer, 1998)), wovon fiir
die vorliegende Arbeit, aufgrund der Lage des Gens in einer
merkmalsassoziierten Region auf SSC3 (Bornemann-Kolatzki, 2004)
besonders = SERCA1  betrachtet = wurde. @ SERCA1 ist ein
Transmembranprotein, bei dem durch alternative splicing entstandene,
verschiedene Isoformen bekannt sind (Wuytack et al.,, 2002). Um ein
physiologisches Kalziumniveau in der Zelle aufrecht zu erhalten, wird
Kalzium aus dem SR/ER im Wesentlichen durch inositol-1,4,5-posphat-
receptor und dem ryanodine-receptor (RyR) freigesetzt (Abb. 4.1;
(Barritt, 1999)). Ein verringerter Kalziumgehalt im ER/SR der Zellen kann
somit der Grund fir eine geringere Sensibilitat der Zelle gegeniber
apoptoseinduzierender Reize sein (Oakes et al., 2005).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kalziumgehalte beim
Schwein lassen sich auf dieser Grundlage durch eine Stérung der
Kalziumhomoostase oder durch eine gestdrte Verteilung des Kalziums
erklaren. Tanyel legt hierfr beim Menschen eine Stérung der
Innervation zugrunde (Tanyel et al.,, 2003). Ein gestorter
Kalziumaustausch zwischen SR/ER und den Mitochondrien und eine
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Verringerung der Cytochrom C Sekretion kdnnte ebenfalls zu einem
Ausbleiben der Apoptose fiihren (Demaurex und Distelhorst, 2003).
Unter Zuhilfenahme des bereits angesprochenen Genomscans, wurden
die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kandidatengene aus der
Apoptosekaskade bzw. aus den kalziumregulierenden Mechanismen in
der Zelle definiert. Bei diesen Genen handelt es sich um CASPASESY,
BAK1, programmed cell death 5 (PDCD5), Bcl-2-like 11 (BCL2L11), Bcl-
2-like 12 (BCL2L12), caspase recruitment domain family, member 8
(CARD8) und ITPR-3. Dabei konnte in einer dlteren Studie eine
Beteiligung von SERCAI an der Vererbung von Hernia /s als kausales
Gen — zumindest in der untersuchten Population — ausgeschlossen
werden (Beck, 2008).

4 Eingliederung der Arbeit in das Forschungsprojekt

Im Rahmen des Forschungsprojektes ,Entwicklung von Techniken und
Methoden zur Kartierung von Defektgenen beim Schwein®, welches
durch den Forderverein Biotechnologieforschung e.V. sowohl finanziell
als auch durch die Bereitstellung von Probenmaterial geférdert wird,
werden am Tierdrztlichen Institut molekulargenetische Untersuchungen
zu Hernia i/s durchgefiihrt.

In der ersten Phase des Projektes wurden mogliche Kandidatengene
molekulargenetisch untersucht und mit Hilfe einer Kopplungsanalyse ihr
moglicher Bezug zum Defekt Hernia j/s ermittelt. Bornemann-Kolatzki
fuhrte ein Genomic mismatch scanning und einen Genomscan mittels
polymorpher DNA-Marker durch und konnte dadurch verschiedene
Chromosomenregionen, die mit der Vererbung von Hernia f/s in
Verbindung stehen, charakterisieren. Nach Abschluss dieses
Genomscans lagen Informationen zu den mit dem Defekt Hernia i/s
assoziierten Regionen auf den porcinen Chromosomen SSC3, SSC6,
SSC7, SSC12 und SSC15 vor (Bornemann-Kolatzki, 2004).

Bei den in Phase 1 ermittelten Kandidatengenen handelt es sich um
INSL3 und HOXA10, die als funktionelle Kandidatengene untersucht
wurden und deren Beteiligung an der Vererbung von Hernien anhand

von Assoziationsstudien an Voll- und Halbgeschwisterpopulationen
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ausgeschlossen werden konnte (Uibeleisen, 2001, Knorr et al., 2004).
Weitere untersuchte Kandidatengene sind die Gene der Hyaluronan-
abbauenden Enzyme (HYAL, HEXB, GUSB) und das CALC/CGRP. Auch
diese Gene wurden aufgrund einer fehlenden Merkmalsassoziation und
ihrer chromosomalen Lokalisation als funktionelle Kandidatengene -
zumindest fir die untersuchte Population — ausgeschlossen (Mueller et
al., 2003, Gatphayak et al., 2004, Beck et al., 2006). GUSB wurde zwar
in einer merkmalsassoziierten Region auf SSC 3 kartiert (Beck et al.,
2002) konnte jedoch nach SNP-Analysen an Voll- und
Halbgeschwisterpopulationen als funktionelles Kandidatengen
ausgeschlossen werden (Beck et al., 2006).

Germerodt hat in ihrer Arbeit drei Kandidatengene (PRKAR1A1, ERNI1
und SEPT4) aufgrund komparativer Genkarten als funktionelle
Kandidatengene auf SSC12 untersucht und konnte eine signifikante
Kopplung eines Mikrosatelliten mit dem Defekt Hernia i/s nachweisen
(Germerodt, 2009).

In der zweiten Phase des Projektes, in die sich auch die vorliegende
Arbeit eingliedert, erfolgt eine weitere Feinkartierung der assoziierten
Chromosomenregionen.  Hierbei wurden  Kandidatengene aus
komparativen Genkarten ermittelt, die mit der Vererbung des Defektes
in Verbindung zu stehen scheinen und in einer der merkmalsassoziierten
Regionen liegen. Zusatzlich wurden physiologische Untersuchungen zum
Verschluss des PV aufgrund der unter Punkt 4 beschrieben
Zusammenhange durchgeflihrt (Beuermann et al., 2009). Hierauf
basierend wurden zusatzliche Kandidatengene sowohl aus der
apoptotischen Kaskade als auch Kalzium-regulierende Gene in den o. g.
Regionen charakterisiert. Eine weitere Untersuchung der Gene wurde
Uber die Mikrosatellitenanalyse (TOMMI) durchgefiihrt (Germerodt et al.,
2008).

5 Genetik und Physiologie — quo vadis?

Aufbauend auf einer Kopplungs- und Assoziationsstudie (Bornemann-
Kolatzki, 2004, Grindflek et al., 2006) und durch eine vertiefte
Kandidatengen-Analyse in den merkmalsassoziierten Genomregionen
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lasst sich zusammenfassend festhalten, dass Gene und DNA-Marker
identifiziert wurden, die mit den Defekt Hernia i/s u. U. assoziiert sind.
Physiologische Untersuchungen in betroffenen Tieren haben deutliche
Unterschiede im Kalziumgehalt der Gewebe des Reproduktionstraktes
gezeigt (Beuermann et al., 2009), was wiederum die Auswahl der
Kandidatengene beeinflusste und zur Aufklarung der Ursachen fiir
diesen Defekt dienen sollte.

Um dieses komplexe Krankheitsbild, welches von vielen Genen, Gen-
Umwelt-Interaktionen und Gen-Gen-Interaktionen beeinflusst wird, zu
klaren, wird weit mehr als eine Kandidatengenanalyse nétig sein. Daher
sind weitere molekulargenetische und physiologische Untersuchungen zu
Defekt Hernia j/s unabdingbar.

Die genaue Untersuchung zur Atiologie der Hernia /s stellt die
Wissenschaft vor ein groBes Problem, da die Pradisposition fiir diesen
Defekt zum Diagnosezeitpunkt abgeschlossen ist. Um jedoch
Untersuchungen an den Geweben der betroffenen Tiere durchfiihren zu
kdnnen, missen diese bereits getdtet werden, bevor eine eindeutige
Diagnose mdglich ist. Um diese Diskrepanz zu umgehen, kdnnte ein Klon
aus einem Tier, welches den Defekt Hernia i/s zeigt, als entsprechendes
Untersuchungsobjekt dienen. Diese Tiere (Klone) zeigen sicher den
defekttypischen Phanotyp, sodass sie flir Expressionsuntersuchungen
beim DT und Untersuchungen zur Obliteration des PV ein geradezu
ideales Tiermodell bilden. Teilweise kontrovers diskutierte Hypothesen
zur Atiologie von Hernia f/s (Tanyel vs Hutson) lieBen sich hierdurch u.
U. klaren.

Eine weitere Moglichkeit der Untersuchung bildet hierbei die Analyse von
verschiedenen Zellkulturen, die aus den verschiedenen Geweben um
und im Reproduktionstrakt gewonnen werden. Gerade in solchen
Zellkulturmodellen lassen sich die Kalziumhomdostase aber auch
verschiedenen Apoptosewege genauer untersuchen. Mittels DNA-
Microarrays lassen sich verschiedene Genexpressionen in den
Zellkulturmodellen untersuchen und durch Protein-Microarrays auch
deren Proteinexpression analysieren. Hierbei kdnnen auch Interaktionen

auf Proteinebene genauer betrachtet werden. Sie ermdglichen dartber
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hinaus auch die Analyse von physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen molekularer Mechanismen und finden, laut Geldermann
bereits Anwendung bei der Krankheitsdiagnostik und der Entwicklung
therapeutischer Marker (Geldermann, 2005).

Somit lassen sich Kandidatengene, neben der bereits angesprochenen
Kopplungs- und Assoziationsstudie, aus diesen physiologischen und
Expressionsanalysen anhand komparativer Genkarten definieren. Die fir
Ende 2009 geplante Fertigstellung des Sequenzierungsprojektes des
Schweinegenoms kann dabei ebenfalls zur Charakterisierung genauer
definierter Kandidatengene herangezogen werden.

Beck geht in ihrer Arbeit darauf ein, auch Kandidatengene, die als stark
funktionell angesehen werden (z.B. AR und CGRP), zu untersuchen
(Beck, 2008). Diese liegen zwar auBerhalb der von Bornemann-Kolatzki
definierten Genomregionen (2004), werden hingegen aber von Grindflek
und Kollegen (2006) und auch in einer jlingsten Studie von Du (Du et
al., 2009) in einer Genomregion lokalisiert, die mit dem Merkmal Hernia
/s assoziiert ist.

Die Entwicklung von Mikrosatelliten (MS) als DNA-Marker zur
merkmalsassoziierten Identifikation von Genomregionen ist eine
verbreitete Methode und fand lber die TOMMI-Methode (Chen et al.,
2005) auch in dieser Arbeit ihren Einsatz. Diese MS wurden an
betroffenen Halbgeschwisterpopulationen bereits getestet, genauere
Analysen zur Kopplung dieser MS mit dem Defekt Hernia /s stehen
hierbei jedoch noch aus. Hierauf aufbauend kdnnen Untersuchungen an
SNPs in den evtl. assoziierten Genen mittels jlngst vorgestellten
Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethoden vorgenommen werden. Diese
einfachen und oftmals kostenglinstigen Methoden erlauben eine
hochparallele Detektion von Polymorphismen in den Kandidatengenen
und sind somit fir die Genomanalyse und bei der Aufklarung von
komplex-vererbten Krankheiten von hohem Nutzen (Schuetz, 2009).
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