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Stress bezeichnet den Zustand des Organismus, bei dem das innere Gleichgewicht — die
Homdostase — durch externe und interne Stressoren gestort ist. Alle Prozesse, die der
Vermeidung oder der Bekdmpfung der Stressoren dienen und zur Wiederherstellung der
Homdostase fiihren, werden unter dem Begriff Stressantwort zusammengefasst. Grund-
legende physiologische Vorginge, die innerhalb der Stressantwort ablaufen, konnten durch
Studien an spezifischen Tiermodellen oder an Patienten mit einer gestorten Stressantwort
erforscht werden (zusammengefasst in [1]). Dabei zeigte sich speziesiibergreifend eine
hohe interindividuelle Variabilitit in der Stressantwort, die eine starke genetische Kompo-
nente besitzt [2,3]. Aus genetischer Sicht sind derartige komplexe Merkmale schwer zu
entschliisseln, da viele hundert Gene mit unterschiedlich groen Beitrdgen beteiligt sind
und synergistisch die Manifestation des Merkmals bestimmen [4].

Die Beriicksichtigung der Stressempfindlichkeit in der Ziichtung von Nutztieren gewinnt
zunehmend an Bedeutung. So sind Schweine zahlreichen psychosozialen und physischen
Stressoren und komplexen Stresssituationen ausgesetzt, die unter anderem durch Rangver-
halten, Absetzen der Ferkel, Transport der Tiere und Klimaschwankungen ausgelost
werden [5-7]. Dabei kann eine ziichterisch manifestierte genetische Stressanfilligkeit das
Adaptationsvermogen der Tiere reduzieren und die Produktqualitit negativ beeinflussen
[8]. Vorangegangene Assoziationsanalysen von Kandidatengenen der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren (HPA)-Achse, einem der wesentlichen Systeme der Stressant-
wort, erbrachten erste Hinweise auf das fiir den Glucocorticoid-Rezeptor (GR) kodierende
Gen NR3CI (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1) im Zusammenhang mit
aggressivem Verhalten und Stressempfindlichkeit beim Hausschwein (Sus scrofa
domestica) [9]. Im Kontext der vielfiltigen Funktionen des Rezeptors als Vermittler der
physiologischen Effekte der Stressantwort und der Schliisselfunktion in der negativen
Riickkopplung der HPA-Achse gilt NR3C1 als ein interessantes funktionelles Kandidaten-
gen fiir die hohe interindividuelle Variation von Stressempfindlichkeit, Tiergesundheit und

produktivem Adaptationsvermdgen beim Schwein.
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1.1 Literaturiiberblick

1.1.1 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Die HPA-Achse bezeichnet das Zusammenspiel der drei namensgebenden Gewebe und ist
eines der wichtigsten Systeme fiir die Vermittlung der Stressantwort und die Steuerung von
Aktivitdts- und Ruhephasen in Abhdngigkeit vom circadianen Rhythmus [10,11]. Sensori-
sche Informationen werden von limbischen Strukturen des Hippocampus, der Amygdala
und des prifrontalen Cortex verarbeitet und bewertet. Das Ziel des Organismus ist es, die
Homoostase aufrecht zu erhalten und bei Storung der Homdostase die physiologischen
Vorraussetzungen zur fight or flight Antwort und zur Stressbewiltigung zu initiieren.
Schliisselpositionen innerhalb der HPA-Achse (Darstellung 1) sind: die Bildung von
Corticotropin-releasing Hormon (CRH) und Vasopressin in den parvozellularen Neuronen
des hypothalamischen Nucleus paraventricularis (PVN); das in der Hypophyse syntheti-
sierte Proopiomelanocortin (POMC) als Prakursor des Adrenocorticotropen Hormons
(ACTH); und die Synthese von Corticosteroiden im Nebennieren-Cortex (Zona
fasciculata) [11]. Damit werden als Stressoren bewertete Impulse durch die HPA-Achse
auf die physiologische Ebene transportiert und durch die Konzentration von Cortico-
steroiden im Blutkreislauf entsprechende Effekte vermittelt. Der wesentliche Rezeptor zur
Bindung der freien Corticosteroide (hauptséchlich Cortisol bei Mensch und Schwein und
Corticosteron bei Nagetieren) und damit fiir die Vermittlung der physiologischen Stress-
antwort ist der Glucocorticoid-Rezeptor (GR). Die Affinitdt des GR zum Liganden Cortisol
ist so ausgelegt, dass der Rezeptor durch hohe Cortisol-Konzentrationen aktiviert wird und
anschlieBend als Transkriptionsfaktor zahlreiche Effekte im gesamten Organismus
vermittelt [12]. Eine Hauptfunktion des GR ist die negative Riickkopplung der Stress-
antwort durch die Interaktion mit Glucocorticoiden, insbesondere im Hypothalamus, der
Amygdala und im Hippocampus. Die schnelle Riickkopplung der HPA-Achse tritt bereits
nach Sekunden bis Minuten ein und erfolgt wahrscheinlich iiber transkriptionsunabhéngige
Mechanismen [13]. Die langsame negative Riickkopplung der Stressantwort verlduft vor
allem iiber Effekte auf die Genexpression, wie z.B. die GR-abhidngige Regulation des
POMC-Promoters [14]. Weiterhin wird die HPA-Achse unter anderem durch Hormone,
Neurotransmitter (z.B. Serotonin) und Cytokine (z.B. Interleukin-1p, Interleukin-6 und

Tumornekrosefaktor-a)) reguliert [15].
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Die Aktivitidt der HPA-Achse kann in verschiedenen Phasen der Stressreaktion durch die
Analyse von Intermediaten der HPA-Achsen-Signaltransduktion abgebildet werden.
Cortisol, als Mediator der physiologischen Reaktion auf Stressoren, und ACTH, welches
die Produktion von Cortisol in der Nebennierenrinde induziert, sind dabei wesentliche
Biomarker fiir die akute Stressantwort. Chronische Abnormalititen der Stressantwort
duBern sich vor allem durch Effekte auf das Nebennierengewicht, induziert durch
Hyperplasie und Hypertrophie. Ermittelte Heritabilitdten dieser Parameter zeigen einen
moderaten bis hohen Anteil der Genetik an der Merkmalsauspriagung. Die Heritabilitdt des
Nebennierengewichtes wird bei der Maus auf etwa 27% geschitzt [16] und beim Schwein
weisen éltere Studien einen Anteil von 50-60% der genetischen Komponente zu [17]. Fiir
basale Cortisolwerte beim Schwein sind Heritabilitdten von ca. 18% [18] bis hin zu 40-
70% [19] beschrieben. Die genetische Disposition fiir individuelle Unterschiede in der
HPA-Achsen-Aktivitét spiegelt sich auch in der Domestizierung verschiedener Spezies im
Zusammenhang mit der Ziichtung auf Zahmheit wider. Bei Ratten (Rattus norvegicus),
Fiichsen (Canis familiaris) und Meerschweinchen (Cavia aperea) konnte beispielsweise
nachgewiesen werden, dass die Domestizierung mit einer verringerten Aktivitit der
neuroendokrinen Stressachse, unter anderem in Form von kleineren Nebennieren und
geringeren Corticosteroid-Konzentrationen im Blut, einhergeht [20-22]. Auch Haus-
schweinerassen haben im Vergleich zu Wildschweinen geringere Cortisol-Spiegel und
zeigen, auch innerhalb der domestizierten Rassen, starke Unterschiede in der basalen
und/oder stressinduzierten HPA-Achsen-Aktivitit [23]. Insbesondere aufgrund der starken
Abhiéngigkeit der Stressreaktion von Umweltfaktoren konnten durch genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) bislang nur einige QTL fiir die Parameter der HPA-Achsen-
Aktivitit identifiziert werden [3,24]. Dabei deuteten die Ergebnisse dieser Studien darauf
hin, dass die wesentlichen Komponenten innerhalb der Stressantwort kaum Anteil an der
interindividuellen Variation haben. Das impliziert zum einen stark konservierte Prozesse
innerhalb der HPA-Achse, und zum anderen den wesentlichen Einfluss regulierender

Faktoren auf die genetische Variabilitdt der Stressantwort.
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Darstellung 1: Signaltransduktion innerhalb der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
(HPA-Achse) und Effekte ausgehend vom Stresshormon Cortisol. Rote Linien symbolisieren inhibi-
torische Effekte, blaue und schwarze Linien aktivierende Effekte. GR: Glucocorticoid-Rezeptor; CRH:

Corticotropin-releasing Hormon; ACTH: Adrenocorticotropes Hormon. (Schema adaptiert aus [25].)

1.1.2  Struktur und Funktion des Glucocorticoid-Rezeptors
1.1.2.1 Strukturelle Diversitit des humanen und porcinen Glucocorticoid-Rezeptors

Das Schwein hat eine zentrale wirtschaftliche Bedeutung fiir die Produktion tierischer
Proteine und gewinnt, aufgrund der hohen physiologischen und genetischen Ahnlichkeit
zwischen Mensch und Schwein, zunehmend an Bedeutung fiir die Modellierung humaner
Erkrankungen [26,27]. Basierend auf den genetischen Ubereinstimmungen liefern
vorangegangene Analysen des GR-kodierenden NR3CI beim Menschen grundlegende

Erkenntnisse zur Struktur, Prozessierung und molekularen Funktionsweise und schaffen
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damit initiale Hinweise fiir die molekularbiologische Charakterisierung des porcinen
NR3CI.

Der GR =zdhlt wie alle Steroidhormon-Rezeptoren zur Superfamilie der nukledren
Rezeptoren. Das porcine NR3CI liegt in der Nihe der Telomerregion des langen Arms von
Sus scrofa Chromosom 2 (umfasst etwa 100kb) und konnte im Markerintervall von
SW1879 bis SWR308 kartiert werden [9]. Beim Menschen ist das Gen auf Chromosom 5
(ca. 160kb) lokalisiert. Die Genstruktur beinhaltet neun Exons, von denen die Exons 2 bis
9 kodierend sind. Das nicht-kodierende erste Exon liegt im 5’-untranslatierten Bereich
(UTR) des NR3C1 und kommt speziesiibergreifend in mehreren alternativen Varianten vor,
die zur Transkription von individuellen /eader-Sequenzen fiihren [28-30]. Zusétzlich
tragen auch alternative Translationsstartpunkte und alternatives Spleiflen der kodierenden
Exons zur hohen Diversitit an NR3C/-Transkripten und Rezeptorisoformen bei. Beim
Menschen sind die Isoformen GR-alpha, GR-beta, GR-gamma, GR-P und GR-A als
alternative SpleiBBprodukte und acht potentielle Translationsstartpunkte bekannt [31]. Die
Diversitit, basierend auf den Isoformen und den alternativen /eader-Sequenzen mit
entsprechend individuellen Promotoren, tragt wesentlich zur gewebe- und kontextspezifi-
schen Funktion des ubiquitédr exprimierten GR bei [32,33].

Die Proteinsequenzen des porcinen und humanen GR weisen eine Homologie von 90%
auf. Die ubiquitdr exprimierte und funktionell aktive Rezeptorform — GR-alpha — umfasst
beim Menschen 777 Aminosduren. Die porcine GR-alpha Variante besteht aus 782
Aminosduren, wihrend andere Proteinisoformen beim Schwein nicht ndher charakterisiert
sind. Die Proteinstruktur des Rezeptors gliedert sich in die N-terminale Doméne (NTD),
die DNA-Bindedomine (DBD) und die Ligandenbindungsdoméne (LBD) (Darstellung 2).
Je nach Rezeptorisoform sind einzelne Teile dieser Domédnen veridndert oder eliminiert,

wodurch sich die Isoformen zum Teil deutlich in ihrer Funktion unterscheiden [31].
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Darstellung 2: Uberblick iiber die funktionellen Domiinen des porcinen Glucocorticoid-Rezeptors.
Die Annotation der einzelnen Doménen innerhalb der Aminoséuresequenz des porcinen GR erfolgte
entsprechend den strukturellen Analysen des humanen GR [34,35]. Die Proteinstrukturen der DNA-
Bindedoméne (Kristallstrukturdaten von Luisi ef al. (1991) verwendet [36]) und der Ligandenbindungs-
doméne (kristallographische Daten des murinen GR von Seitz et al. (2010) verwendet [37]) wurden durch
Alignment an das porcine Ortholog angepasst (WinCoot Version 0.6.2) und mit der CCP4mg Software
dargestellt [38]. (A) Die DBD besteht aus zwei Zinkfinger-Motiven, die jeweils zur Stabilisierung einer
a-Helix beitragen. Die a-Helix 1 (gelb) liegt in der groBen Tasche der doppelstrangigen DNA und a-Helix
2 (magenta) ist iiber der kleinen Tasche der DNA lokalisiert [39]. (B) Das Proteinmodel der LBD zeigt
die Interaktion des GR mit Dexamethason (rot/schwarz). AF: activation function. (Darstellung adaptiert

aus [35].)
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1.1.2.2 Funktionsweise des Glucocorticoid-Rezeptors

Der iiberwiegende Teil der inaktiven GR — ohne gebundenen Liganden — ist im Komplex
mit verschiedenen Hitzeschockproteinen und Immunophilinen, welche die LBD des
Rezeptors in einer offenen Konformation stabilisieren, im Cytoplasma der Zelle lokalisiert
(Darstellung 3). Nach der Bindung von Glucocorticoiden 16st sich der stabilisierende
Komplex und das ligandengebundene Rezeptormonomer transloziert in den Zellkern. Dort
bilden zwei GR-Monomere in der Regel ein Homodimer und kénnen iiber die DBD mit
DNA-Regionen interagieren. Bislang sind zwei Arten von Erkennungssequenzen in der
DNA bekannt, mit denen das Rezeptordimer interagieren kann. Eine davon sind die
glucocorticoid responsive elements (GRE), durch deren Bindung der GR positive Effekte
auf die Genexpression induziert. Die GRE sind unvollstdndige palindromische Sequenzen,
bestehend aus zwei invertierten 6bp Motiven (TGTTCT), die durch drei nicht-konservierte
Basenpaare voneinander getrennt sind [40]. Nach der Bindung werden vor allem durch die
NTD des Rezeptors Chromatin-Modulatoren und Coaktivatoren (z.B. SRC1, TIF2/SRC2
und SRC3) aktiviert, die fiir die Initiation der Transkription entscheidend sind [41]. Die
zweite Art von Erkennungssequenzen wird als negative GRE (nGRE) bezeichnet und ist
weniger konserviert als die GRE-Sequenz. Die Interaktion des GR mit nGRE fordert die
Anlagerung des Rezeptors an Corepressoren und induziert negative Effekte auf die Gen-
expression [42]. Zudem konnen die genannten Erkennungssequenzen gekoppelt mit
Bindungsstellen fiir andere Faktoren auftreten, wodurch die Effekte auf die Genexpression
synergistisch vermittelt werden [43]. Ein weiterer Mechanismus basiert, unabhidngig von
der Bindung des GR an spezifische DNA-Sequenzen, auf der Protein-Protein-Interaktion
mit Transkriptionsfaktoren und Coaktivatoren. Fiir solche als tethering GRE bezeichneten
Wechselwirkungen sind bislang ausschlielich reprimierende Effekte auf die Genexpres-
sion, vor allem tiber die Bindung von nuclear factor kB (NF-xB) und activator protein 1
(AP1), nachgewiesen [44]. Durch diese Mechanismen der Genregulation ist der GR in der
Lage, diverse Effekte in unterschiedlichen zeitlichen und gewebespezifischen Zusammen-
hingen zu vermitteln. Insgesamt zeigen genomweite Analysen, dass etwa 5-20% der Gene

des Genoms durch den GR reguliert werden [45,46].
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Darstellung 3: Glucocorticoid-induzierte Aktivierung des Glucocorticoid-Rezeptors und Effekte auf
die Regulation der Genexpression. Glucocorticoide diffundieren aus dem Interzellularraum in die Zelle
und binden dort an den durch Chaperone in einer offenen Konformation stabilisierten GR. Durch die
Interaktion mit Glucocorticoiden kommt es zur Translokation des Rezeptors durch Importinkanéle in den
Zellkern. Die GR-abhingige Regulation der Genexpression erfolgt iiber die dargestellten grundlegenden
Mechanismen. GR: Glucocorticoid-Rezeptor; HSP: Hitzeschockprotein; GRE: glucocorticoid responsive
element, nGRE: negative glucocorticoid responsive element, TF: Transkriptionsfaktor, TFRE: Trans-
kriptionsfaktor responsive element; X, Y, Z: Immunophiline. (Darstellung adaptiert aus [47], Hintergrund

erzeugt mit Ingenuity Pathways Analysis, Ingenuity Systems.)
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1.1.2.3 Physiologische Effekte des Glucocorticoid-Rezeptors

Das Stresshormon Cortisol wird, induziert durch die HPA-Achse, in der Nebenniere
gebildet und von dort in den Blutkreislauf ausgeschiittet. Im Blutplasma werden 80-90%
des Cortisols vom Transcortin (CBG — Corticosteroid binding globulin) gebunden [48].
Transcortin inaktiviert das gebundene Cortisol und transportiert das Molekiil durch den
Blutkreislauf in den gesamten Organismus. Am Zielgewebe kann Cortisol in ungebundener
Form durch die Plasmamembran diffundieren und am cytoplasmatisch lokalisierten GR
binden. Dadurch werden die physiologischen Effekte der Stressantwort, insbesondere auf
den Energiestoffwechsel, das Immunsystem und die Regulation der HPA-Achse, vermittelt
[1].

Neben Cortisol gibt es zahlreiche synthetische Glucocorticoide, wie z.B. Dexamethason,
Prednisolon und Triamcinolon, die in vielfdltigen klinischen Gebieten zum Einsatz
kommen [49]. Diese Cortisol-Derivate unterscheiden sich in ihrer spezifischen Halbwerts-
zeit und biologischen Wirksamkeit und werden zur Behandlung von akuten und
chronischen Erkrankungen wie z.B. endokrinologischen Erkrankungen, Hauterkrankungen,
rheumatischen Erkrankungen, hémolytischen Erkrankungen, Atemwegserkrankungen,
Nierenerkrankungen und Erkrankungen des Nervensystems verwendet [50]. Basierend auf
der intensiven Verwendung von Glucocorticoiden in der Medizin sind spezifische Effekte
der Interaktion von Glucocorticoiden und dem GR in verschiedenen Geweben erforscht
und einige der grundlegenden molekularen Mechanismen identifiziert. Die nachfolgende
Ubersichtstabelle (Darstellung 4) fasst die wesentlichen Effekte der Glucocorticoid-GR-
Interaktion auf Organe des Immunsystems, der neuroendokrinologischen Stressantwort
und ausgewdihlte Organe des Energiestoffwechsels zusammen. Neben einigen bekannten
Interaktionspartnern und regulierten Genen sind wesentliche Nebenwirkungen dargestellt,

die durch die chronische Verabreichung von Glucocorticoiden hervorgerufen werden.
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Darstellung 4: Uberblick iiber die physiologischen Effekte von Glucocorticoiden ausgehend vom

aktivierten Glucocorticoid-Rezeptor.
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lInsulin-Signalwege,
|Transport von
Aminoséuren in den
Muskel,

| Glukoseaufnahme in
periphere Organe

Regulation der
Lipidhomdostase:
TLipolyse
(Nahrungsmangel),
TLipogenese
(Nahrungsiiberschuss),
Lipidtransport,
Lipidspeicherung;
1Differenzierung von pre-
Adipozyten und zellulire
Hypertrophie (zentrales
Fettgewebe),

| Thermogenese (braunes
Fettgewebe)

1Gluconeogenese,
|Hydrolyse von
Triglyceriden,
Glykogenmetabolismus,

Transport von Gallensdure

Regulation der
Differenzierung und
Funktion mesenchymaler
Zellen und des renalen
und intestinalen Ca*'-
Haushalts

TAdrenalin-Biosynthese,
|Noradrenalin-Aufnahme,
1Katecholamin-
Speicherung

Folgen chronischer
Glucocorticoid-Gabe

Muskelatrophie,
Muskelschwiche
(peripher und
respiratorisch),
Zellschadigung,
Insulinresistenz,
|mitochondriale
oxidative Kapazitit,
|Myogenese,
Wachstumsretardierung

Adipositas,
Fettstoffwechselstorung,
Hypertonie,

TRisiko fiir Typ-2-
Diabetes,
Gewichtszunahme,
Hyperplasie des
Fettgewebes

Fettleber:
1Triglyceridsynthese,
1B-Oxidation,
1Einlagerung von Fetten
in der Leber, 1Very low
density lipoprotein
Produktion und
Ausschiittung

|Knochenaufbau:
TApoptose von
Osteoblasten und
Osteozyten,

| Differenzierung und
Reifung von
Osteoblasten,
TKnochenresorption/
Osteoklasten

exogenes Cortisol:
Suppression der
Nebenniere;
chronischer Cortisol-
mangel: Hypertrophie
und Hyperplasie des
Cortex,

| Differenzierung von
Chromaffinzellen

Regulierte Gene/
Proteine

CBLB, CEBPB,
CTSL, DDITA,
FBX032, FOXOl,
FOX03, GLUT4,
GRB10, KLFI5,
MAOA, MSTN,
MURF-1, MYOG,
PIK3RI1, PDK4,
SORBSI, UBC

ACACA, ACACB,
AGPAT2, AGPATS3,
AGPATA,
ANGPTL4, CD36,
FASN, LIPE, LPINI,
LRPI, MGLL,
PDE3B, PLIN4,
PNPLA2, SCDI,
SCD2, SCD3,
SLC27A42, VLDLR

APOAI, APOA4,
CDKNIA, G6PC,
HESI, LCN2,
MEDI1, MEGF?,
MRAP, MT1, MT2A4,
NFIL3, PCK2, SDS,
SLCI0AI,SULTIEI,
TAT, TDO2, TFF3

AP1, BGLAP,
BMP2, BMP6,
BMPSB, CASP3,
CSF1, DKKI,
GSK3B, IBSP, IGF 1,
LIF, MMPI,
MMP13, PPARy,
SOST, SPP1,
TNFSF11

AChR, CHGA,
PNMT, SLC642, TH

Quellen

[1,51-
59]

[1,60-
63]

[1,62,64
-66]

[47,67-
69]

[70-74]
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Effekte von

Folgen chronischer

Regulierte Gene/

Glucocorticoiden Glucocorticoid-Gabe Proteine Quellen

Immunsystem antiinflammatorische und  ausgedehnte ANXAIL, CC10, [25,49,7
immunsuppressive Immunsuppression, COX2, DOK]1, 5-81]
Effekte durch Regulation  |proliferative Aktivitit ~ DUSPI, DUSPI,

Leukozyten wesentlicher Signalwege:  von Keratinozyten und GILZ, GPR6S,

INFkB, |AP-1, | MEK- Hautfibroblasten: Interleukine,

Lymphknoten ERK, |Akt; Atrophie der Haut, Keratine, MIF,
|Proliferation von T- Akne, | Wundheilung; NFKBIA, NF-kB,

Milz Zellen, 1Differenzierung Grauer Star, NOS2, RASDI,
regulatorischer T-Zellen, Osteoporose, RHOB, Raf, Ras,

Thymus |Prostaglandinproduktion, Aktivierung latenter SCF, SLPI, STATI,
|Sekretion von Cytokinen  Viren STAT3, STATS,
aus Makrophagen TNF, ZFP36

Hirnareale negative Riickkopplung Schadigung der ADORA2B, GPDI, [82-92]
der HPA-Achse: |Stress-  Pyramidenzellen: BDNF, CGA,
induzierte neuronale Umstrukturierung der CHOP3, CRH,

Amygdala (PVN) Aktivitdt, |CRH- Dendriten der CA3 CSNK2A1, DCLK]1,
Ausschiittung; Pyramidenzellen, DDIT4L, DUSPI,

Hippocampus Gedéchtnisbildung: verringerte neuronale EGR2, ERRFII,
1Konsolidierung von Synapsen, Atrophie der ~ FKBP5, GADD45G,

Hypophyse Informationen im apikalen Dendriten der GFAP, GJBG,
Langzeitgedéchtnis; CA3-Neuronen; GLUL, HESS, ID3,

Hypothalamus ~ Morphologie und Ineuronaler Zellumsatz: KLF9, MTIA,

Uberleben von Neuronen: | Apoptose, NDRG2, PHLDAI,
prafrontaler Differenzierung, |Neurogenese; POMC, PRL,
Zelladhiasion, Plastizitit, Verhaltensverdnderung: PRODH, SGK1,

Cortex TWachstum, T Axogenese; Angstlichkeit, Defizite SULTIAI, TGFBI,
neuronaler Energie- im Lern- und TXNIP, WNT7A4
metabolismus, akuter Erinnerungsvermogen,

Stress: |long term depressivartiges
potention, TApoptose, Verhalten

|Zellproliferationsrate

1.1.2.4 Mutationen des Glucocorticoid-Rezeptors

Die Aminosduresequenzen der einzelnen Doménen des GR sind innerhalb der Wirbeltiere
unterschiedlich stark konserviert. So ist die Sequenz der N-terminalen Doméne (NTD)
geringer konserviert als die der DNA-Bindedoméne (DBD) und der Ligandenbindungs-
doméne (LBD). Dies deutet auf speziesspezifische Unterschiede in der Signaltransduktion
ausgehend von der NTD des GR hin, aber impliziert universelle Mechanismen der DNA-
und Ligandenbindung [93,94]. Durch zahlreiche Studien von kiinstlich erzeugten
Mutationen und natiirlich auftretenden Polymorphismen des GR in verschiedenen Spezies

zeigen sich die Auswirkungen von Sequenzabweichungen in den einzelnen Doménen und
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der Beitrag von natiirlichen Polymorphismen an der interindividuellen Variation der
Rezeptorfunktion:

Die NTD des GR, insbesondere die activation function (AF)-1 Region (Aminosdure 77-
262 des humanen GR), ist entscheidend fiir die zielgenspezifische Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren und die damit verbundene Initiation oder Repression der Gen-
expression [34,95]. Dabei spielt die hohe Plastizitit der gesamten NTD eine entscheidende
Rolle und beeinflusst die Struktur der AF-1 Region [96]. Studien basierend auf Mutationen
der NTD des humanen GR (z.B. ER22/23EK und N363S) zeigen dementsprechend
unterschiedliche Effekte auf die Transaktivierungskapazitit in Abhéngigkeit von der
Lokalisation der Mutation [97]. Die Substitution N363S (Austausch von Asparagin nach
Serin an Aminosdureposition 363) induziert eine leicht erhohte transkriptionelle Aktivitdt
im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor und fithrt zu einer verstirkten Sensitivitdt fiir
Glucocorticoide [97,98]. Im Gegensatz dazu resultiert die ER22/23EK Substitution in einer
verringerten Transaktivierung durch den GR und duflert sich auf phinotypischer Ebene in
der Unempfindlichkeit fiir Glucocorticoide (Glucocorticoid-Resistenz) [97,99].

Die DBD besteht aus zwei Zinkfinger-Motiven, welche den Kontakt mit der DNA
herstellen. Erste Untersuchungen von Mutationen in dieser Doméne erfolgten an Maus-
mutanten bei denen durch einen gezielten Aminosiureaustausch die Fahigkeit zur DNA-
Bindung fehlte [73]. Die mutierte GR-Variante war somit nur in der Lage, DNA-
unabhingige Effekte liber Protein-Protein-Interaktion zu induzieren. Die beiden einzigen
natiirlichen Mutationen der DBD des humanen GR beeinflussen analog dazu die Fahigkeit
des Rezeptors zur Interaktion mit Glucocorticoid-sensitiven Bereichen der DNA. In vitro
Untersuchungen der Mutationen bestitigen in diesem Zusammenhang den vollstdndigen
oder teilweisen Verlust der Transaktivierungskapazitit des mutierten GR (z.B. R477H
[100] bzw. V423A [101]).

Die LBD des GR besteht aus elf a-Helices und zwei B-Faltblittern die sich zu einer
dreischichtigen Proteindoméne formen (Darstellung 2; die Nummerierung der Helices
basiert auf der allgemeinen Kristallstruktur der LBD von nukleéren Rezeptoren, daher hat
die GR-LBD keine Helix 2) [102]. Entscheidend fiir die Formation der Bindungstasche
sind dabei die Aminosdureseitenketten der Helices 3, 4, 5, 6, 7 und 10 sowie des ersten
B-Faltblattes. Die Bindung des Liganden induziert Konformationsdnderungen in der LBD
und fiihrt zur Umlagerung und Aktivierung der Helix 11 (aufgrund der AF-2 Region auch

als AF-2 Helix bezeichnet) und des stabilisierenden C-terminalen -Faltblattes. Mutationen
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der LBD beeinflussen primédr die Bindungsaffinitdt zum Liganden durch direkten Einfluss
auf die Rezeptor-Ligand-Interaktion oder indirekt durch die verdnderte Faltung des
Rezeptors (z.B. D641V [103], M604L [104] und G679S [100]). Weiterhin kann auch die
AF-2 Helix durch Mutationen wie z.B. V7291 [105] und 1747M [106] beeinflusst sein. Die
molekularen Analysen entsprechender Mutationen der LBD zeigen insbesondere die
verringerte Bindungsaffinitit zum Liganden, das reduzierte Potential zur Transaktivierung
und Effekte auf die Translokation des Rezeptors. Mutationen, welche die Coaktivator-
Rekrutierung an die LBD beeinflussten, zeigen vor allem Auswirkungen auf die
Transaktivierung (z.B. V571A [107] und V575M [108]). Auf physiologischer Ebene
resultieren Mutationen der LBD vor allem in der Auspriagung verschiedener Stufen der

Glucocorticoid-Resistenz mit entsprechenden phéanotypischen Effekten [109].

1.1.3  Die Aktivitit der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse als Merkmal

der Stressempfindlichkeit in der Schweinezucht

Es gibt drei wesentliche Argumente, die fiir die zunehmende Beriicksichtigung der

Stressempfindlichkeit in der Schweinzucht sprechen:

(1) Die Stressempfindlichkeit der Tiere hat primaren Einfluss auf die Produktqualitét.
Unter stressinduzierten Bedingungen werden katabole Prozesse vorangetrieben, die
der Bereitstellung von Energiereserven dienen. Dementsprechend zeigen Schweine,
die chronischen Stressoren (z.B. hohen Temperaturen und Platzmangel) ausgesetzt
sind, ein verringertes Wachstum und einen hoheren Fettansatz [110,111]. Akute
Stresssituationen, ausgeldst z.B. durch Transportprozesse oder wihrend der Schlach-
tung, konnen auflerdem die metabolischen Verhéltnisse im Organismus stéren und
beispielsweise negative Effekte auf essentielle Abldufe innerhalb der Fleischreifung
induzieren [112,113].

(1)) Das Adaptationspotential und die Robustheit der Tiere sind fiir die optimale Nutzung
des genetischen Potentials und das Erreichen eines hohen Produktionsniveaus
entscheidend [114]. Dies gilt besonders im Hinblick auf Klimaschwankungen und die
Verwendung unterschiedlicher Produktionssysteme, die einer schnellen und spezifi-

schen Anpassung durch die Tiere bediirfen.
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(iii) Die Stressempfindlichkeit von Nutztieren steht im engen Zusammenhang mit dem
Wohlbefinden der Tiere und der Anfilligkeit fiir Krankheiten [115]. Ein vermindertes
Adaptationspotential gegeniiber Stressoren, und die daraus resultierende chronisch
aktivierte HPA-Achse, kann sich negativ auf das Verhalten der Tiere auswirken, das
Immunsystem schwichen und die Ausprigung von Krankheiten begiinstigen. In
Abhingigkeit vom zeitlichen Auftreten und der Intensitdt der Stressoren konnen
zudem auch weitere tiergesundheitliche Aspekte, wie z.B. die Entwicklung der Tiere

und die Reproduktionsfahigkeit, gestort sein.

Der Einfluss der Genetik auf die Stressempfindlichkeit beim Schwein wird am Beispiel des
porcinen Stresssyndroms (auch Malignes Hyperthermie-Syndrom) deutlich. Dabei fiihrt
ein Defekt im Ryanodin-Rezeptor-Gen einerseits zur Verbesserung des Muskelansatzes,
aber ist andererseits auch mit einer erhohten Stressempfindlichkeit assoziiert [116,117].
Die genetisch priadisponierten Schweine reagieren deutlich intensiver auf Stressoren, was
sich auf physiologischer Ebene unter anderem in der Erhohung von Atemfrequenz,
Muskelaktivitit und Korpertemperatur widerspiegelt und bis hin zum Tod durch Kreislauf-
versagen flihren kann [118]. Unter Schlachtbedingungen beeinflusst die mit der Mutation
assoziierte Stressanfélligkeit der Tiere den Metabolismus bzw. die Fleischreifung und fiihrt
in vielen Féllen zu qualitativ schlechtem oder unbrauchbarem Fleisch [112]. Durch die
gezielte Analyse der Mutation mittels DNA-Test und die Beriicksichtigung in den
Zuchtprogrammen, ist das alternative Allel mittlerweile nur noch in speziellen Fleisch-
rassen zu finden [119].

Die Entdeckung der Mutation des Ryanodin-Rezeptors ist neben /GF2, welches Einfluss
auf das Muskelwachstum beim Schwein hat, eines der wenigen identifizierten quantitative
trait nucleotides (QTN) mit grolem Anteil an der Auspriagung eines komplexen Merkmals

[117].
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1.2 Zielstellung

Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit waren Assoziationsstudien mit dem Ziel, die
genetische Komplexitidt der neuroendokrinen Stressantwort (vermittelt durch die HPA-
Achse) beim Schwein zu entschliisseln. Dabei wurde der Fokus auf das funktionelle
Kandidatengen NR3CI und dessen Anteil an der Gesamtvariabilitit der HPA-Achsen-
Aktivitdt gerichtet. Basierend auf der umfassenden molekulargenetischen Analyse des
porcinen NR3C1 sollten kodierende Polymorphismen und alternative Transkriptvarianten
identifiziert werden, die an der interindividuellen Variabilitit der Stressantwort und den
gewebespezifischen Effekten des GR (kodiert durch NR3CI) beteiligt sind. Unter
Verwendung von Assoziationsanalysen sollten weiterhin Zusammenhédnge der NR3CI-
Polymorphismen zu Parametern der HPA-Achsen-Aktivitit und der Ausprigung
produktiver Merkmale in der Schweinezucht untersucht werden. Die Analyse der
Diversitdt der NR3CI-Transkripte und -Polymorphismen sollte dazu beitragen, Kenntnisse
iiber die grundlegenden regulatorischen Mechanismen der physiologischen Stressantwort
zu gewinnen und molekulare Marker fiir die Berlicksichtigung der Stressempfindlichkeit in

der Tierzucht bereitzustellen.
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2.1  Zusammenfassung der Veroffentlichungen

Das zentrale Thema dieser Dissertation ist der Glucocorticoid-Rezeptor des Schweins. Jede
Studie fiir sich zeigt wesentliche molekularbiologische und genetische Aspekte die zur
komplexen Regulation und vielfaltigen Funktion des GR beitragen.

Die Ergebnisse der genomweiten Assoziationsanalysen der ersten Studie verdeutlichten
den Anteil des GR-kodierenden Gens NR3CI/ an der Variabilitit der HPA-Achsen-
Aktivitdt und bestétigten es als wesentlichen positionellen Kandidat fiir den Merkmals-
komplex Stressantwort und Adaptationsvermogen. Mit dem Ziel potentielle kausale
Mutationen zu identifizieren, die zur hohen interindividuellen Variabilitit der Stress-
antwort beitragen, wurde der kodierende Bereich des Gens ndher analysiert. Die Amino-
sduresubstitution p.Ala610Val in der Ligandenbindungsdomine war hierbei der Hohepunkt
der Studie und zeigte in drei unabhingigen Schweinepopulationen hochsignifikante und
konsistente Effekte auf die beiden erhobenen Parameter der neuroendokrinen Stressachse.
Die durchgefiihrten molekularbiologischen Analysen deuteten darauf hin, dass es sich bei
der zugrundeliegenden Substitution c.1829C>T um ein QTN fiir die HPA-Achsen-
Aktivitdt handelt. Detaillierte Informationen zu den Effekten des Polymorphismus gibt
Abschnitt 2.2 (Plos One 2012, 7(9), e45518).

Dariiber hinaus wurden zwei Aminosiureaustausche (p.Glul3Asp und p.Vall9Leu) in der
N-terminalen Doméne des GR identifiziert. Diese zeigten keine konsistenten Effekte auf
die HPA-Achsen-Aktivitit, haben aber aufgrund ihrer Lokalisation potentiellen Einfluss
auf die Signaltransduktion des Rezeptors. Daher war das Ziel der zweiten Studie, die
Auswirkungen dieser beiden Polymorphismen auf andere relevante Merkmale der
Schweineproduktion zu untersuchen und hierbei insbesondere den Einfluss des GR auf
physiologische Parameter zu fokussieren. Sowohl fiir Merkmale der Fleischqualitét als
auch flir Parameter des Schlachtkdrpers konnten signifikante Effekte nachgewiesen
werden. Néhere Informationen zu den untersuchten Merkmalen und moglichen molekula-

ren Mechanismen sind in Abschnitt 2.3 aufgefiihrt (Animal Genetics 2014, 45.1, 125-129).
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2.1 Zusammenfassung der Verdffentlichungen

Die ersten beiden Studien unterstreichen die Rolle von NR3C! als interessantes Kandi-
datengen fiir verschiedene tierzuchtrelevante Merkmale beim Schwein. Dennoch sind viele
der molekularen Grundlagen, insbesondere fiir die gewebe- und entwicklungsspezifischen
Effekte des GR, nicht im Detail bekannt. Ein Faktor fiir das breite Wirkungsspektrum ist
die Diversitdt der NR3CI-Transkripte, welche im Rahmen der dritten Studie analysiert
wurde. Die Identifizierung von zehn alternativen ersten Exons und vier Isoformen wurde
kombiniert mit in silico Analysen und Expressionsdaten um gewebespezifische Unter-
schiede aufzuzeigen. Neben Transkripten die zur konstitutiven Expression beitragen,
konnten spezifische Transkriptvarianten z.B. fiir neuroendokrinologische Gewebe
identifiziert werden. Detaillierte Informationen zu den porcinen NR3CI-Transkript-
varianten sind in Abschnitt 2.4 verfligbar (General and Comparative Endocrinology 2013,

189, 127-133).
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2.2 Assoziation von NR3CI mit der neuroendokrinen Stressachse

2.2 A Substitution in the Ligand Binding Domain of the Porcine Glucocorticoid
Receptor Affects Activity of the Adrenal Gland

Eduard Murani, Henry Reyer, Siriluck Ponsuksili, Stephan Fritschka und Klaus Wimmers
Plos One 2012, 7(9), e45518.

Konzeption und Entwicklung der Experimente: EM KW. Durchfiihrung der Experimente:
HR SP SF. Analyse der Daten: EM HR SP SF KW. Bereitstellung von Reagenzien,
Materialien und Analyseprogrammen: EM HR SP SF KW. Verfassen der Arbeit: EM.

Abstract

Glucocorticoids produced in the adrenal cortex under the control of the hypothalamic-
pituitary axis play a vital role in the maintenance of basal and stress-related homeostasis
and influence health and well-being. To identify loci affecting regulation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis in the pig we performed a genome-wide
association study for two parameters of acute and long-term adrenal activity: plasma
cortisol level and adrenal weight. We detected a major quantitative trait locus at the
position of the glucocorticoid receptor gene (NR3C1) — a key regulator of HPA axis
activity. To determine the causal variant(s), we resequenced the coding region of NR3C1
and found three missense single nucleotide polymorphisms (SNPs). SNP ¢.1829C>T,
leading to a p.Ala610Val substitution in the ligand binding domain, showed large (about
0.6x and 1.2x phenotypic standard deviations for cortisol level and adrenal weight,
respectively), and highly significant (2.1E-39<log10(1/p)<1.7E+0) negative effects on both
traits. We were able to replicate the association in three commercial pig populations with
different breed origins. We analyzed effects of the p.Ala610Val substitution on
glucocorticoid-induced transcriptional activity of porcine glucocorticoid receptor (GR) in
vitro and determined that the substitution introduced by SNP ¢.1829C>T increased
sensitivity of GR by about two-fold. Finally, we found that non-coding polymorphisms in
linkage disequilibrium with SNP ¢.1829C>T have only a minor effect on the expression of
NR3C1 in tissues related to the HPA axis. Our findings provide compelling evidence that
SNP ¢.1829C>T in porcine NR3C1 is a gain-of-function mutation with a major effect on
the activity of the adrenal gland. Pigs carrying this SNP could provide a new animal model
to study neurobiological and physiological consequences of genetically based GR

hypersensitivity and adrenal hypofunction.
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2.3 Assoziation von NR3CI mit produktiven Merkmalen

2.3 Association of N-terminal Domain Polymorphisms of the Porcine

Glucocorticoid Receptor with Carcass Composition and Meat Quality Traits
Henry Reyer, Siriluck Ponsuksili, Klaus Wimmers und Eduard Murani
Animal Genetics 2014, 45.1, 125-129.

Konzeption und Entwicklung der Experimente: EM HR KW. Durchfithrung der
Experimente: EM HR SP KW. Analyse der Daten: EM HR SP KW. Bereitstellung von
Reagenzien, Materialien und Analyseprogrammen: EM HR SP KW. Verfassen der Arbeit:
HR EM.

Abstract

The glucocorticoid receptor (GR) is a ubiquitously acting transcription factor that is
responsible for mediating the physiological response to stress and adaptation to
environmental conditions. Genetic variation of a GR gene (NR3CI) may therefore
contribute to multiple phenotypic alterations and influence relevant traits of animal
production. Here, we examined effects of two non-synonymous mutations of the porcine
NR3CI, leading to amino acid exchanges p.Glul3Asp (c.39A>C) and p.Vall9Leu
(c.55G>C) in the N-terminal domain of the GR, on meat quality and carcass composition.
In addition, we explored their influence on transcriptional activity of GR in vitro. A
commercial crossbreed Pietrain x (German Large White x German Landrace) herd
(n =545) in which genotypes and relevant traits had been collected was used to perform
the association analysis. The single nucleotide polymorphism (SNP) ¢.55G>C was
significantly associated with conductivity and meat color scores. These effects were highly
consistent considering the physiological relationship between these traits. Association
analysis of SNP ¢.39A>C also revealed significant effects on closely connected meat
quality traits. In addition, SNP ¢.55G>C showed association with carcass traits, mainly
those related to muscle deposition. The molecular mechanism of action of both amino acid
substitutions remains obscure because neither showed significant influence on
transcriptional activity of GR. Our study emphasizes NR3CI as an important candidate
gene for muscle-related traits in pigs, but further work is necessary to clarify the molecular

background of the identified associations.
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2.4 Transkriptvarianten des porcinen NR3C/

24 Transcript Variants of the Porcine Glucocorticoid Receptor Gene (NR3C1)

Henry Reyer, Siriluck Ponsuksili, Klaus Wimmers und Eduard Murani
General and Comparative Endocrinology 2013, 189, 127-133.

Konzeption und Entwicklung der Experimente: EM HR KW. Durchfithrung der
Experimente: EM HR SP KW. Analyse der Daten: EM HR SP KW. Bereitstellung von
Reagenzien, Materialien und Analyseprogrammen: EM HR SP KW. Verfassen der Arbeit:
HR EM.

Abstract

Glucocorticoid receptor (GR) is a transcription factor activated by circulating
glucocorticoids and mediates their effects on various biological functions in the body. The
final cellular activity of GR is modulated by alternative splicing and cell-type specific
expression of its encoding gene NR3CI. To enhance the current knowledge of alternative
processing of NR3CI in mammalian species and to facilitate future studies of its regulation
in the pig we explored here structural diversity, and tissue-specific distribution of transcript
variants of the porcine NR3C1, and the correlation between usage of alternative promoters
and alternative splicing. We experimentally identified ten alternatively used untranslated
first exons (1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 1H; and 1J) and four transcript variants
encoding different GR subtypes (GR-alpha, GR-beta, GR-P and GR-gamma). Expression
profiling of nine most important target tissues of glucocorticoids revealed that the promoter
of exon 1C drives constitutive expression of the predominant GR-alpha subtype. We found
compelling evidence that the occurrence of exon 1D influences abundance of the GR-P
splice variant, while both seems to play an important role in regulating GR activity in
neuroendocrine tissues. Exons 1A and 1B in turn appear to be important for the regulation
of the expression of the porcine NR3C/ in liver and spleen. Our results demonstrate that
tissue-specific actions of GR depend on the usage of alternative promoter regions that

favour the processing of certain GR subtypes.
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Holistische Analysen in verschiedenen Spezies tragen dazu bei, dass die Anzahl an
bekannten Kandidatengenen, die an der Auspriagung eines komplexen Merkmals wie z.B.
der Stressantwort beteiligt sind, stetig zunimmt. Damit riickt die umfassende molekulare
Charakterisierung dieser Gene in den Vordergrund. Die Untersuchungen im Rahmen dieser
Dissertation fokussierten sich dabei auf die Analyse eines der Schliisselgene (NR3CI,
kodiert fiir den GR) fiir die Regulation und Vermittlung der physiologischen Stress-
reaktion. Grundlegende Erkenntnisse iliber den Merkmalskomplex Stressantwort sind
insbesondere beim Menschen aufgrund der Rolle in einer Vielzahl von Krankheiten und
Dysregulationen bekannt. In diesem Kontext wird im Rahmen der Diskussion die Rolle
von NR3CI als multidimensionales Kandidatengen beim Nutztier hervorgehoben.
Weiterhin werden sowohl der Beitrag dieser Arbeit zum Kenntnisstand iiber die genetische
Struktur des porcinen NR3C1 dargestellt als auch die Effekte von Transkriptvarianten und
Polymorphismen diskutiert. Dabei liegt der Fokus vor allem auf der p.Ala610Val Substi-
tution, als potentiell kausale Mutation fiir die Effekte des GR auf die neuroendokrine
Stressachse. AbschlieBend wird die mdgliche Beriicksichtigung der tierindividuellen

Cortisol-Ausschiittung in der Tierzucht erdrtert und ein Ausblick gegeben.

3.1 NR3C1 als Kandidatengen

Glucocorticoide wurden erstmals 1948 fiir die Behandlung der rheumatoiden Arthritis
beim Menschen eingesetzt und sind seitdem essentiell in der Therapie von nahezu allen
immunologischen Erkrankungen [59,120]. Aufgrund des breiten Wirkungsspektrums der
Glucocorticoide und der auftretenden Nebenwirkungen riickte auch die Analyse des
wesentlichen Rezeptors fiir die Vermittlung der Cortisol-Effekte in den Mittelpunkt [121].
Daher sind insbesondere fiir den humanen GR und das kodierende humane NR3C]
wesentliche Informationen {iber Struktur, Regulation und Funktion beschrieben.
Mutationen des NR3C1I — vor allem nicht-synonyme Mutationen (mit Auswirkung auf die

Aminosduresequenz) — beim Menschen tragen wesentlich zur hohen Variabilitit der
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Glucocorticoid-Ausschiittung bei [109,122]. Derartige Dysfunktionen im Glucocorticoid-
Haushalt konnen weitreichende physiologische Konsequenzen induzieren und die
Gesundheit beeintridchtigen (siche Abschnitt 1.1.2.3) [59,123,124]. Insgesamt ist NR3CI
ein etabliertes Kandidatengen beim Menschen, welches aufgrund der vielfdltigen
Funktionen von Glucocorticoiden in engem Zusammenhang mit der Immunantwort, dem
Metabolismus und der Regulation der HPA-Achsen-Aktivitit steht. Gene die beim
Menschen gut untersucht sind und an der Ausprigung von bestimmten Merkmalen oder
Krankheiten beteiligt sind, konnen im entsprechenden Kontext auch relevante Kandidaten
fiir die Nutztiergenetik liefern. So wurde ein Polymorphismus im Ryanodin-Rezeptor, als
eines der wesentlichen QTN fiir Stressanfilligkeit und Produktivitét in der Schweinezucht,
zuerst mit dhnlichen phinotypischen Ausprigungen beim Menschen identifiziert und

charakterisiert [116,125].

3.1.1  Kandidatengen fiir die Aktivitidt der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse

Erst seit kurzem sind Studien beim Nutztier verfiigbar, in denen Effekte von NR3CI auf
die Stressantwort, insbesondere die HPA-Achsen-Aktivitdt und aggressives Verhalten,
untersucht wurden [9,126]. Die Studie von Muréni ef al. (2010) umfasste die Analyse von
zehn funktionellen Kandidatengenen der HPA-Achse und ihren Zusammenhang mit
Cortisolwerten und Nebennierengewichten. Dabei konnte in einer Schweinepopulation,
bestehend aus kommerziellen Kreuzungstieren, die Assoziation eines Polymorphismus im
3’UTR des porcinen NR3CI mit beiden untersuchten Parametern der Stressantwort
nachgewiesen werden. Eine der Grundvoraussetzungen fiir eine stabile genetische
Assoziation ist die Reproduzierbarkeit der Entdeckung in anderen Populationen [127].
Daher wurde fiir die GWAS eine unabhingige reinrassige Schweinepopulation verwendet
(sieche Abschnitt 2.2). Zudem sollten die Analysen Einblicke in die genetischen Zusam-
menhénge innerhalb der HPA-Achse erlauben. Fiir die beiden untersuchten Parameter der
neuroendokrinen Stressachse konnten QTL an der Position des NR3C! identifiziert
werden. Dabei erklirte der NR3CI-Locus den groften Anteil an der Variation der Cortisol-
Konzentration und des Nebennierengewichts (rund 10% bzw. 30% der phédnotypischen

Variation) mit genomweiter Signifikanz. Vergleichbar grole Auswirkungen einzelner Loci
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3.1 NR3CI als Kandidatengen

auf die phénotypische Variation von komplexen Merkmalen sind selten [117]. Ein QTL
mit dhnlich hohem Effekt fiihrte beispielsweise zur Identifizierung einer kausalen Mutation
im /GF2, einem bedeutenden QTN fiir Muskelwachstum und Fettverteilung beim Schwein

[128].

3.1.2  Kandidatengen fiir produktive Merkmale

Der GR ist an der Regulation von grundlegenden Stoffwechselprozessen beteiligt, die zum
Auf- und Abbau von Nihrstoffen beitragen und die Verfiigbarkeit von Ressourcen
beeinflussen (sieche Abschnitt 1.1.2.3). In diesem Kontext werden Polymorphismen in
kodierenden und nicht-kodierenden Bereichen des humanen NR3CI mit verschiedenen
Stoffwechselparametern wie z.B. Fettleibigkeit, Insulin-Resistenz und Gewichtsmerkmalen
in Verbindung gebracht [129,130]. Insbesondere fiir die Fettleibigkeit ist NR3CI ein
etabliertes positionelles Kandidatengen beim Menschen im Zusammenhang mit Korper-
masseindex (body-mass-index), Viszeralfett und Taille-Hiift-Verhiltnis (zusammengefasst
in [131]). Allerdings zeigen entsprechende Studien in Abhédngigkeit von der jeweils
untersuchten Kohorte divergente Ergebnisse zum Einfluss von NR3C! auf die Stoffwech-
selmerkmale [132,133]. Dabei ist bislang nicht eindeutig geklirt, ob die identifizierten
Mutationen ursdchlich fiir die Assoziationen sind, oder ein starkes Kopplungsungleich-
gewicht mit der kausalen Mutation vorliegt. Als gesichert gilt dagegen, dass die Fettleibig-
keit ein komplexes Merkmal ist und mindestens 253 QTL-Regionen beim Menschen
bekannt sind, die im Zusammenhang mit der Auspragung der Fettleibigkeit stehen [131].
Der Abschnitt des NR3CI-Locus auf dem Schweinechromosom 2 ist ebenfalls mit
Merkmalen des Fettansatzes assoziiert [134,135]. Zudem sind fiir verschiedene Schweine-
rassen QTL-Effekte fiir mehrere Parameter der Fleischqualitdt in dieser Region kartiert
[136-140].

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Assoziationsanalysen der beiden nicht-
synonymen Polymorphismen im Exon 2 des NR3C! ergaben in Ubereinstimmung mit den
genannten QTL-Studien signifikante Assoziationen mit produktiven Merkmalen (siehe
Abschnitt 2.3). Assoziationsstudien von anderen relevanten Genen der HPA-Achse mit
Parametern der Fleischqualitit und Schlachtkdrperzusammensetzung zeigen in der Regel

inkonsistente Assoziationen und geringe Effekte auf produktive Merkmale [126,141]. Eine
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der Ursachen dafiir sind indirekte Einfliisse dieser Kandidatengene auf produktive
Merkmale aufgrund ihrer Funktion innerhalb der Stressantwort. Studien belegen
beispielsweise den Zusammenhang von Cortisol-Konzentrationen, die als Reaktionen auf
Umweltbedingungen und Stress widhrend der Schlachtung entstehen, mit relevanten
Fleischqualitidtsmerkmalen [142-144]. In dieser Hinsicht ist insbesondere die konsistente
Assoziation von NR3CI SNP ¢.55G>C mit physiologisch eng verkniipften Merkmalen der
Leitfahigkeit und Fleischfarbe interessant. Auch wenn die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen fiir die gezeigten Assoziationen der beiden N-terminal lokalisierten
Aminosduresubstitutionen nicht identifiziert werden konnten, ist NR3CI ein
vielversprechendes positionelles und funktionelles Kandidatengen fiir Effekte auf

Fleischqualitéts- und Schlachtkdrpermerkmale beim Schwein.

3.2 Struktur des porcinen NR3C1

Die Struktur des GR in Sdugetieren ist gut untersucht und zwischen verschiedenen Spezies
weitgehend konserviert [94]. So zeigen auch die Untersuchungen zum porcinen GR eine
hohe Ubereinstimmung mit bisherigen Forschungsdaten. Charakteristisch fiir das
kodierende NR3CI sind die hohe genetische Komplexitit und die vielfaltigen
Mechanismen der Prozessierung und Modifikation [31]. Die genetische Vielfalt des Gens
spiegelt sich auch in der SNP-Datenbank des National Institutes of Health (USA)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) wider, in der insgesamt 2.623 SNP fiir das humane
NR3C1 verzeichnet sind. Aus GWAS geht hervor, dass ca. 47% der merkmalsassoziierten
SNP im Intron oder im untranslatierten Bereich lokalisiert sind und damit den groBten
Anteil an der genetischen Variabilitdt darstellen [145,146]. Diese kdnnen, wenn auch in
der Regel geringe, Effekte auf die phinotypische Variation unter anderem durch
Verdanderung der Genexpression haben [147,148]. Daher ist im Allgemeinen eine
umfassende strukturelle Analyse essentiell, um nicht-kodierende Mutationen mit Anteil an
der Variation der Merkmalsauspriagung zu identifizieren. Polymorphismen im kodierenden
Bereich, insbesondere nicht-synonyme Mutationen, treten dagegen deutlich seltener auf,
aber tragen im Wesentlichen stirker zur Auspragung von Merkmalen und Krankheiten bei

[149,150]. Dementsprechend hatten die nicht-synonymen Polymorphismen c¢.39A>C,
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¢.55G>C und c.1829C>T des porcinen NR3CI das grofite Potential die Rezeptorfunktion
und die phéanotypische Auspriagung zu beeinflussen.

Auf mRNA- und Proteinebene tragen verschiedene Mechanismen der alternativen
Prozessierung wesentlich zur genetischen Diversitit hoherer Sdugetiere bei und werden als
Merkmal der Hoherentwicklung angesehen [151,152]. Von den Genen des humanen
Genoms werden ca. 60% alternativ gespleilt und liefern damit die Grundlage fiir multiple
Proteinisoformen [153]. Fiir einige der Gene, die fiir Steroidhormon-Rezeptoren kodieren,
sind neben mehreren Proteinisoformen auch alternative Promoterregionen und zum Teil
alternativ genutzte untranslatierte Exons beschrieben [31,154-156]. Dabei scheinen die
Nutzung der alternativen Promotoren und das Spleilen bestimmter Exons durch die
Rekrutierung dualer Faktoren eng miteinander gekoppelt zu sein [62,157]. Die Ergebnisse
dieser Dissertation beziiglich der transkriptionellen Diversitdt des porcinen NR3C! zeigen
ebenfalls Hinweise auf den funktionellen Zusammenhang von strukturellen Elementen.
Hierbei scheinen bestimmte Promotoren die Prozessierung bestimmter Isoformen zu
begiinstigen (z.B. der gezeigte Zusammenhang zwischen der Promoterregion von Exon 1D
und der GR-P Isoform, siehe Abschnitt 2.4). Die im Rahmen dieser Dissertation
identifizierten zehn alternativen ersten Exons und die vier mRNA-Varianten der Protein-
isoformen des porcinen NR3C! konnten theoretisch in der Expression von 40 verschie-
denen Transkriptvarianten resultieren. Unter der Annahme von zusétzlich mindestens acht
alternativen Translationsstartpunkten, wie sie fiir das humane NR3CI beschrieben sind

[31], konnten daraus 32 verschiedene GR-Isoformen synthetisiert werden.

33 Effekte der p.Ala610Val Substitution des Glucocorticoid-Rezeptors auf die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Im Rahmen dieser Dissertation konnte in Form des Aminosdureaustauschs von Alanin
nach Valin an Position 610 der Polypeptidsequenz des porcinen GR (p.Ala610Val, kodiert
durch ¢.1829C>T) eine wesentliche Komponente fiir die genetische Variabilitdt der
Parameter der Stressantwort beim Schwein identifiziert werden. Zudem ist die Substitution
der einzige bekannte natiirliche Polymorphismus in der GR-LBD bei Siugetieren, der eine
Glucocorticoid-Hypersensitivitidt induziert. Natiirlich auftretende Polymorphismen mit

dhnlichen Effekten auf den Glucocorticoid-Haushalt sind bislang nur in der NTD des GR
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bzw. im nicht-kodierenden Bereich des Gens beschrieben [129,130,158]. Diese Varianten
scheinen hauptsdchlich die Transaktivierung zu beeinflussen und zeigen inkonsistente
Effekte auf die analysierten Merkmalskomplexe (siehe Abschnitt 1.1.2.4).

Hinweise auf die funktionellen Mechanismen und physiologischen Effekte der
p.Ala610Val Substitution liefert die kiinstlich erzeugte Substitution p.Met604Leu
innerhalb der Helix 5 des humanen GR (in unmittelbarer Nachbarschaft zur porcinen
p.Ala610Val Substitution) [104]. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus der ersten
Studie (sieche Abschnitt 2.2) konnte durch die p.Met604Leu Substitution eine Erh6hung der
transkriptionellen Aktivitdt in vitro nachgewiesen werden. In einer von Zhang et al. (2009)
auf Grundlage der generierten Substitution erzeugten knock-in Mauslinie wurden zudem
dhnliche Effekte auf die HPA-Achsen-Aktivitit, in Form von verringerten basalen und
stressinduzierten ACTH- wund Corticosteroid-Konzentrationen und morphologisch
verdnderten Nebennieren beobachtet [159]. Zhang et al. fanden Hinweise darauf, dass
primér die Flache der Zona fasciculata, als zentrales Gewebe der Cortisolproduktion, bei
den Trégern der Mutation verringert ist. Im Hinblick auf die Regulation der HPA-Achse
scheint die hohere Sensitivitit der Rezeptoren in Hypothalamus, Hypophyse und
Hippocampus zur verstdrkten negativen Riickkopplung der Stressantwort zu fiithren [159].
Aufgrund der Lokalisation der p.Ala610Val Substitution innerhalb der Helix 5 ist ein
direkter Einfluss auf die Interaktion des Rezeptors mit dem Liganden wahrscheinlich
(vergleiche Abschnitt 1.1.2.4). Das Kristallstrukturmodell der LBD des porcinen GR
verdeutlicht die Rolle der mutierten Aminosdureseitenkette in der Bildung der Bindungs-
tasche des Rezeptors (Darstellung 5). Basierend auf der Substitution der Aminosdure
verringert sich der Bindungsabstand zwischen Rezeptor und Ligand in diesem Modell.
Gestiitzt wird diese Hypothese durch Mutationsstudien des Rezeptors mit dem Ziel, die
Stabilitdt und Loslichkeit der LBD fiir kristallographische Analysen zu verbessern [37].
Dabei konnte gezeigt werden, dass die kiinstlich erzeugte Substitution von Alanin nach
Valin an Position 605 des humanen GR (entspricht p.Ala610Val des porcinen GR) die van-
der-Waals-Krifte zum Liganden verstdrkt und zur Stabilisierung der Proteinstruktur
beitrégt.

Die Ergebnisse dieser Dissertation und die vergleichbaren Resultate aus den Studien von
Zhang et al. (2009) deuten auf die Kompensation der erhohten Rezeptorsensitivitit durch
eine verringerte Cortisol-Produktion hin. Der verringerte Bedarf an Cortisol beeinflusst

zudem die GrofBe der Nebenniere (zum Vergleich: die chronisch erhéhte Glucocorticoid-
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Ausschiittung fiihrt zur Hypertrophie der Nebenniere [160,161]). Selbst unter der
Annahme, dass die Effekte innerhalb der HPA-Achse kompensieren werden, sind
Auswirkungen auf die akute Stressreaktion und physiologische Effekte in verschiedenen
Entwicklungsstadien mdglich. Speziell fiir den Einfluss von Glucocorticoiden in der
prénatalen Entwicklung belegen zahlreiche Studien, dass die maternale Glucocorticoid-
Konzentration zur fetalen Programmierung der GR-Expression beitrdgt und die
Corticosteroid- und ACTH-Konzentration der Nachkommen verdndern kann (flr
verschiedene Spezies zusammengefasst in [162,163]). Pridnatal mit Glucocorticoiden
behandelte oder gestresste Individuen zeigen zudem Entwicklungsstorungen bestimmter
Hirnareale sowie verstirktes angstbezogenes Verhalten und erhohte Stressempfindlichkeit
[164]. Ein weiterer Faktor flir potentielle Effekte auBerhalb der HPA-Achse ist die
verdanderte Ligandenbindung des GR. Neben Cortisol sind auch andere Steroide wie
Progesteron und Aldosteron in der Lage, den GR zu aktivieren, wobei die Bindungs-
affinitidt fiir beide Steroide etwa einem Fiinftel der Affinitit des GR zum Cortisol
entspricht [165]. In diesem Zusammenhang zeigten eigene in vitro Analysen, dass die
p.Ala610Val Substitution des porcinen GR die Sensitivitit flir die Bindung von
Progesteron und Aldosteron beeinflusst (E. Murani und H. Reyer, unveroffentlichte
Daten). Im Gegensatz dazu konnten aber keine Auswirkungen auf die Steroidspezifitit,
z.B. fiir die Bindung von Testosteron, nachgewiesen werden.

Abgesehen von der verdnderten Rezeptor-Ligand-Interaktion kann der niedrigere Cortisol-
Spiegel, der im Zusammenhang mit der NR3CI c.1829C>T Substitution im Schwein
auftritt, Auswirkungen auf weitere, GR-unabhingige Effekte haben. Glucocorticoide
zeigen beispielsweise direkten Einfluss auf die physikochemischen Eigenschaften von
Plasmamembranen [166,167]. Zusitzlich gibt es starke Hinweise auf nicht-genomische
Effekte, die liber bislang unbekannte membranstindige Rezeptoren vermittelt werden und
z.B. fiir die Modulation der Hormonausschiittung in den ersten Sekunden und Minuten
nach dem Stimulus verantwortlich sind [168,169]. Diese Beispiele zeigen, dass trotz der
moglichen Kompensation der Effekte innerhalb der HPA-Achse der verdnderte periphere
Glucocorticoid-Haushalt direkte Auswirkungen auf den Organismus haben kann.

In Bezug auf die adrenalen Steroidhormone stellt sich die Frage, ob analog zu dem
transgenen Mausmodell von Zhang et al. die porcine NR3C1 ¢.1829C>T Substitution die
gesamte Nebennierenmorphologie beeinflusst oder nur Effekte auf die Cortisol-

produzierende Zona fasciculata hat [159]. Im ersten Fall kdnnte sich die Mutation auch auf
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die Ausschiittung weiterer Nebennierenhormone wie z.B. Aldosteron aus der Zona
glomerulosa, Androgenen aus der Zona reticularis und Adrenalin aus dem Nebennieren-
mark auswirken.

Insgesamt bietet die identifizierte p.Ala610Val Substitution beim Schwein ein einzigartiges
Modell, um die Auswirkungen der Hypersensitivitdt des GR und einer geringeren Cortisol-
Produktion in einem natiirlichen genetischen Hintergrund zu analysieren und dabei

bestimmte Gewebe und Entwicklungsstadien zu fokussieren.

Val 610

Helix 5

Helix 5

Darstellung 5: Auswirkungen der p.Ala610Val Substitution auf die Rezeptor-Ligand-Interaktion
des porcinen Glucocorticoid-Rezeptors. Die Modellierung der Interaktion der LBD des porcinen GR
mit Dexamethason erfolgte wie bereits beschrieben (siche Darstellung 2). Die Substitution des
Aminosdurerests wurde mit WinCoot Version 0.6.2 durchgefiihrt. Die alternative Valin-Variante (B,
griin) an Position 610 der Aminosduresequenz hat verringerte Bindungsabstinde (gestrichelte Linien;

Einheit = Angstrém) zum Liganden im Vergleich zur Alanin-Seitenkette (A, blau).
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34 Die Aktivitit der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse als

Selektionskriterium in der Tierzucht

Durch die Thematisierung der Stressempfindlichkeit als Kriterium fiir Krankheitsresistenz,
Wohlbefinden, Adaptationsvermdgen und Qualitdtsmerkmale in der Tierproduktion riickt
die Rolle der neuroendokrinen Stressachse zunehmend in den Mittelpunkt. Die im Rahmen
dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur gewebeabhingigen Expression alternativ
prozessierter GR-Varianten und die genetische Variabilitdt in der Cortisol-Ausschiittung,
vor allem basierend auf der p.Ala610Val Substitution, weisen Moglichkeiten auf, das
komplexe Merkmal Stressantwort von der genetischen Seite zu beriicksichtigen. In diesem
Zusammenhang stellt sich fiir die Tierzucht als zentrale Frage: Sind hohe oder niedrige
Cortisol-Konzentrationen erstrebenswert?

Cortisol fiihrt unter Stressbedingungen zur Initiation von Prozessen, die der Freisetzung
von Energiereserven dienen und die damit zur Verschiebung der Balance zwischen
anabolen und katabolen Prozessen fiihren. Niedrige Cortisol-Konzentrationen begiinstigen
den anabolen Stoffwechsel und sind vorteilhaft fiir eine hohe Produktivitdt [170,171].
Nutztiere, die als Reaktion auf chronische Stressoren viel Cortisol produzieren, zeigen
dagegen verminderte Wachstumsraten und schlechtere Futterverwertung [172-174].
Dementsprechend fordert die primére Beriicksichtigung von produktiven Merkmalen, wie
z.B. dem Magerfleischanteil in der Schweinezucht, die Selektion von Tieren mit niedriger
Cortisol-Ausschiittung [175].

Die Intensivhaltung domestizierter Nutztiere stellt andere Anforderungen an die Stress-
antwort im Vergleich zur natiirlichen Umwelt wildlebender Tiere. Beispielsweise spielt die
Initiation der Stressantwort zur Reaktion auf natiirliche Feinde keine Rolle in der
Nutztierhaltung. Dennoch liefern die positiven Effekte einer adiquaten Stressantwort und
der damit verbundenen Cortisol-Ausschiittung auf die Robustheit und das Adaptations-
vermogen plausible Argumente fiir die Berilicksichtigung einer starken Reaktivitdt der
HPA-Achse in der Tierzucht [114]. Wesentliche Faktoren im Zusammenhang mit einer
addquaten Stressreaktion sind dabei die Anpassungsfdhigkeit an regionale und saisonale
Umweltfaktoren und die Widerstandsfahigkeit gegen Krankheiten [176,177]. Eine Studie
an Ratten hat gezeigt, dass insbesondere Individuen mit hoher Cortisol-Ausschiittung
Vorteile bei der Adaptation an Hitzestress haben [178]. Auch die Uberlebensrate von

Ferkeln in der Schweinezucht korreliert mit Parameter einer hohen HPA-Achsen-Aktivitét
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[179]. Chronisch erhohte Cortisol-Konzentrationen konnen dagegen zahlreiche negative
Effekte auf den Organismus haben (vergleiche [120] und Abschnitt 1.1.2.3).

Insgesamt ist die Beriicksichtigung der Stressantwort als Komponente der Robustheit in
der Tierzucht ein wesentlicher Faktor im Hinblick auf eine nachhaltige Tierproduktion und
die optimale Nutzung des genetischen Potentials unter verschiedenen Haltungs- und
Umweltbedingungen [180,181]. Essentiell fiir die erforderliche Stressreaktion ist eine
adidquate Cortisol-Ausschiittung, die schnellstmdglich zur Induktion der physiologischen
Stressantwort fiihrt und die Wiederherstellung der Homdostase ermdoglicht, ohne unnétig

Ressourcen zu beanspruchen.

3.5 Fazit und Ausblick

Das fiir den Glucocorticoid-Rezeptor kodierende Gen NR3C/ konnte im Rahmen dieser
Dissertation als ein Schliisselgen fiir die genetische Variabilitdt der Stressantwort beim
Schwein herausgestellt werden. Wesentlichen Anteil daran hat die ¢.1829C>T Substitution.
Sowohl die Assoziationsanalysen, mit konsistenten Effekten auf die untersuchten
Parameter der HPA-Achsen-Aktivitit, als auch die funktionellen Analysen, mit den
gezeigten Verdnderungen der Rezeptorfunktion, weisen auf SNP c.1829C>T als kausale
Mutation hin. Daher ist ein essentieller ndchster Schritt die experimentelle Validierung der
verdanderten Rezeptor-Ligand-Interaktion. Glucocorticoide haben Einfluss auf vielféltige
Korperfunktionen. In diesem Kontext ist ein wesentliches Ziel weiterer Studien, den
Zusammenhang der Mutation mit Verhaltens-, Leistungs- und immunologischen
Merkmalen beim Schwein zu analysieren. Durch die Integration dieser Daten mit Analysen
zur endokrinologischen Reaktion der Trager der c.1829C>T Mutation auf definierte
Stressoren, sollen grundlegende Erkenntnisse zur physiologischen Stressantwort gewonnen
werden. Diese Erkenntnisse konnen helfen, die potentielle Beriicksichtigung von NR3C!
als Marker der HPA-Achsen-Aktivitdt und des produktiven Adaptationsvermdgens in der
Schweinezucht zu bewerten.

Weiterhin unterstreichen die Assoziationsanalysen der zwei Polymorphismen in der N-
terminalen Doméne des porcinen GR mit Schlachtkorper- und Fleischqualitdtsmerkmalen
die Rolle von NR3CI als Kandidatengen fiir produktive Merkmale. Hierbei gilt es auf

Merkmalsebene primdr die gezeigten Assoziationen in anderen Schweinepopulationen zu
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bestdtigen. Weitere Analysen der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sollen
dazu beitragen, die Zusammenhinge zwischen genetischen Variationen von NR3C/ und
Effekten auf produktive Merkmale zu ergriinden und die Rolle des GR in der Regulation
der Energiebalance zu verdeutlichen.

Die Analysen der alternativen Transkriptvarianten und Proteinisoformen des porcinen
NR3C] lieferten interessante Erkenntnisse zur potentiellen Regulation der zahlreichen
Funktionen des GR. Insbesondere die gewebespezifische Expression bestimmter
Transkripte und die Korrelation mit dem Auftreten funktionell divergenter Isoformen
bilden die Grundlage fiir weitere Untersuchungen. Die strukturelle Analyse der
Promoterregion der individuellen ersten Exons konnte dazu beitragen, spezifische
Mechanismen zu identifizieren, welche die Expression in bestimmten Geweben fordern.
Beispielsweise konnten regulatorische Polymorphismen in der Promoterregion potentielle
Auswirkungen auf die gewebespezifische Expression von NR3CI haben und damit das

ganzheitliche Funktionsspektrum des Rezeptors beeinflussen.
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Die Thematisierung des komplexen Merkmals der Stressantwort gewinnt zunehmend an
Bedeutung in der Tierzucht um die produktive Adaptationsfahigkeit der Tiere unter
Ausnutzung des genetischen Potentials in einer nachhaltigen Tierzucht sicherzustellen.
Schweine zeigen eine hohe interindividuelle Variabilitdt in der Stressantwort, die eine
starke genetische Komponente besitzt. Insbesondere Polymorphismen innerhalb von
Genen der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren (HPA)-Achse, als zentrales neuro-
endokrines System zur Kontrolle der Stressreaktion, stellen eine mogliche Ursache fiir die
beobachtete Variabilitit dar. In diesem Kontext war das zentrale Thema dieser Dissertation
das Schliisselgen NR3C1, dessen Genprodukt, der Glucocorticoid-Rezeptor (GR), wesent-
lichen Anteil an der Vermittlung der physiologischen Stressantwort und der negativen
Riickkopplung der HPA-Achse hat. Dabei wurde, ausgehend von der strukturellen Analyse
des porcinen NR3C1, das Ziel verfolgt den Einfluss von Genvarianten auf die Aktivitét der
neuroendokrinen Stressantwort darzustellen und die Relevanz des Gens als Marker fiir die
Tierzucht zu bewerten.

Die genomweiten Assoziationsstudien verdeutlichten und bestétigten den hohen Anteil des
porcinen NR3CI-Locus an der Variation der Parameter der HPA-Achsen-Aktivitit mit
genomweiter Signifikanz. Zur Identifizierung der dafiir ursdchlichen Polymorphismen und
zur Erfassung der transkriptionellen Diversitit wurde die kodierende Region des porcinen
NR3CI im Weiteren detailliert analysiert. Dabei konnten drei nicht-synonyme Poly-
morphismen (c.39A>C, ¢.55G>C und c.1829C>T) sowie Transkriptvarianten von zehn
untranslatierten ersten Exons (1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 1H; und 1J) und vier GR-
Isoformen (GR-alpha, GR-beta, GR-P und GR-gamma) nachgewiesen werden.

Fiir die identifizierten Transkriptvarianten wurden Expressionsprofile der neun wichtigsten
Zielgewebe von Glucocorticoiden angefertigt. Die Resultate implizierten, dass die gewebe-
spezifische Diversitdt der GR-Varianten auf der Nutzung alternativer Promotoren und der
damit verbundenen Prozessierung favorisierter GR-Isoformen basiert. Interessant in Bezug
auf die Funktion des Rezeptors innerhalb der Stressantwort war vor allem die Korrelation
zwischen der Nutzung von Exon 1D und dem Auftreten der GR-P Spleiflvariante in

neuroendokrinen Geweben. Fiir nachfolgende Studien bleibt zu kléren, wie insbesondere

Seite |32



Zusammenfassung

die schwicher exprimierten Varianten die Diversitit beeinflussen und welche Rolle
Entwicklungsstadien und Stresssituationen auf die Expressionsprofile einzelner Transkript-
varianten haben.

Die identifizierten Substitutionen ¢.39A>C (p.Glul3Asp) und ¢.55G>C (p.Vall9Leu)
liegen in der N-terminalen Domidne des GR, welche wesentlich an der Transaktivierung
von Zielgenen beteiligt ist. Beide Polymorphismen zeigten keine oder inkonsistente
Assoziation mit Parametern der HPA-Achsen-Aktivitit. Dagegen verdeutlichten unsere
Studien, dass beide Polymorphismen signifikant mit Effekten auf Fleischqualitéts- und
Schlachtkorpermerkmalen assoziiert sind. Die ermittelten Effekte waren konsistent in
Bezug auf den physiologischen Zusammenhang zwischen den Merkmalen und werden
sowohl durch QTL-Kartierungen beim Schwein als auch durch Analysen von N-terminalen
GR-Polymorphismen bei anderen Spezies gestiitzt.

Den wesentlichen Anteil an der genetischen Variabilitdt der HPA-Achsen-Aktivitdt konnte
dem SNP ¢.1829C>T, der zur p.Ala610Val Substitution in der Ligandenbindungsdomine
des GR fiihrt, zugesprochen werden. Die Substitution zeigte deutliche und hoch signifi-
kante negative Effekte auf Cortisolwerte und Nebennierengewichte und konnte in allen
drei untersuchten Schweinepopulationen reproduziert werden. Die experimentellen und in
silico durchgefiihrten Analysen zu den molekularen Mechanismen der Substitution
deuteten auf eine verdnderte Rezeptor-Ligand-Interaktion hin. Damit ist dieser SNP die
erste genetische Variante beim Schwein fiir die ein kausaler Zusammenhang zur Aktivitét
der HPA-Achse aufgezeigt werden konnte und vertieft grundlegend den Kenntnisstand
iiber das komplexe Merkmal der Stressantwort beim Schwein.

Die dargestellten Studien zum NR3C/ liefern aufgrund des kausalen Zusammenhangs zur
Aktivitdt der neuroendokrinen Stressachse und den vielversprechenden Assoziationen mit
produktiven Merkmalen iiberzeugende Argumente fiir eine Beriicksichtigung von NR3C/
in der molekularen Tierzucht. Weitere Analysen sollten daher insbesondere die umfas-
sende Charakterisierung der Effekte der Polymorphismen auf ziichterisch relevante

Parameter, z.B. der Immunantwort, des Verhaltens und der Produktivitit, forcieren.
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