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liegt wesenglich diber dem Wert von
Rapsschrot (Abb. 3). Hingegen in absolu-
ten Zahlen ausgedriickt, ist die Erbse eine
bescheidene Rohprotein- und  APD-
Quelle, die aber ein vorteithaftes Ami-
nosduremuster aufweist. Der Gehalt an
essentiellen Aminosiduren ist im Ver-
gleich zu Soja- und Rapsschrot als gut
einzustufen {Abb. 4; Rulquin ez al. 1993).

Die Erbse interessanter
als die Ganzpflanze

Derinteressante Teil der Erbsenpflanze ist
die Erbse selbst. Sie besitzt einen hohen
Energiewett bei einem etwas bescheide-
neren APD-Gehalt. Daraus resultiert ein
fiir die Milchproduktion ausgeglichenes
Futter. Vorteithafterweise wird die Erbse
als Ersatz fur einen Teil der Schrote im
Kraftfutter mit mittlerem Rohproteinge-
halt verwendet, wie das bei ausgegliche-
nem Leistungsfutter fiir Milchkihe der
Fall ist.

Wegen miglicher erdiger Verunreinigun-
gen und einer mittelméssigen Siliereig-
nung sollte die Ganzpflanze nur aus-

nahmsweise zu Fullerzwecken eingesetzt
werden.
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RESUME

Valeur nutritive du pois
protéagineux pour le ruminant

L'ensilage de plante entiére de pois a
une valeur énergétique et une teneur en

PAl comparables & celles d’un ensilage
de mais de qualité moyenne. Les risques
de souillures de terre a la récolte et son
aptitude al'ensilage qui n'est pas excel-
lente devraient limiter son utilisation &
des cas palliatifs.

Avec sa valeur énergétique élevée et sa
valeur azotée satisfaisante, la graine de
pois est un composant nutritionnelle-
ment intéressant pour le ruminant dans
des aliments concentrés ayant des te-
neurs moyennes en matiére azotée,

SUMMARY

Nutritive value of pea for
ruminants

The whole plant silage of pea has an
energy value and a content of absorba-
ble proteins in the intestine similar to a
maize silage of medium quality. The risk
of soil contamination at harvest and its
limited ability to be ensiled restrictits use
mainly to forage scarecity.

The pea seed has a high energy value
and a good protein value. It is therefore
an interesting ingredient for ruminant
mixed feed with medium protein con-
tent.

KEY WORDS: whole plont of peq, pec seed,
digestibility, nutritive value

NUTZTIERE

\-/' L] -
\_f

Der MHS-Test: ein Durchbmch
im Kampf gegen das
Schweinestress-Syndrom

Peter VOGELI, Hans-Rudolf FRIES, Roger BOLT und Gerald STRANZINGER, Institut [lir Nutztierwissen-

schafien, ETH-Zengum, CH-8092 Ziwich

Mit dem MHS {engl. malignant hyperthermia susceptibility)-Test werden
Schweine entdeckt, die durch Einwirkung von Stressoren das Schweine-
stress-Syndrom {PSS) entwickeln kénnen. Diese genetisch bestimmte
Krankheit filhrt zu hohen wirtschaftlichen Verlusten infolge Herztod und
Fleischqualitatsméngeln. Die genetische Mutation, die PSS verursacht, ist
bekannt, Der neue Test beruht auf molekulargenetischen Methoden und
ersetzt weitgehend den traditionellen Halothantest.

Die  bekannte  Stressanfilligkeit  des
Schweines ist eine Erbkrankheit. Diese
Krankheit wird auch als Schweinestress-
Syndrom (engl. porcine stress syndrome,
PSS) bezeichnet. PSS manifestiert sich
unter anderenm1 durch Transporsttod und
dutch PSE- und DED-Fleisch. PSE bedeu-
tet blasses, weiches, wiisseriges Fleisch
und DED  dunkles, festes, trockenes
Fleisch. Die Stressanfilligkeit verursacht
vor allem bei fleischreichen Rassen wie
Pietrain und Belgische Landrasse bedeu-
tende Veriuste fiir die Schweineziichter.

Beim Veredelten Landschwein sind
stressanfi]lige Tiere durch die konsequen-
te Zuchtauswahl selten geworden. Als
Entscheidungsgrundlage diente der soge-
nannte Halothantest. Bei diesem Test wird
durch Verabreichung des Narkosemittels
Halothan bei Tieren mit erblich bedingter
Stressanfilligkeit eine charakteristische
Reaktion ausgelost: die Muskeln und
Gliedmassen versteifen sich, die Kérper-
temperatur steigt an (Maligne Hyperther-
mie, MH}und die Atem- und Pulsfrequenz
erhoht stich. Sofern die Halothannarkose
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bei positiv reagierenden Tieren nicht so-
fort abgebrochen wird, titt der Tod ein,

Ursache der halothan-
induzierten Malignen
Hyperthermie und
Muskelstarre

Amerikanische Forscher {Mickelson und
Louis 1992) zeigten, dass die halethanin-
duzierte MH und Muskelstarre auf eine
verinderte Konzentration des freien Kal-
ziums in der Muskelzelle zuriickzufiihren
ist, und dass darum im Zusammenlang
mitdieser Krankheit das sogenannte «Cal-
cium Release Channel» Protein bedeu-
tungsvoll ist. Dieses Protein ist auch unter
dem Namen Ryanodin-Rezeptor bekannt;
der entsprechende Genort wird ais RYR ]

AGRARFORSCHUNG




3
E

T K TR AT 7

hezeichnel. Ryanodin ist eine Substanz
{Alkaloid), die in einerexotischen Pflanze
vorkommt. Bei halothanempfindlichen
Tieren ist die Fihigkeit des Rezeptors, das
Ryanodin zu binden, veriindert. Die
gestirte Aufnahme und Abgabe von Kal-
zium in das Innere und aus der Muskel-
zelle fithrt bei halothanempfindlichen
Schweinen zu einer verzégerten Ein-
leitung der Muskelentspannung.

Genetische Basis der
Malignen Hyperthermie

Die Uberempfindiichkeit auf Halothan ist
auch beim Menschen bekannt. Der ent-
sprechende Genort heisst hier MHS. Die
Erbinformation des RYR1-Gens ist beim
Menschen und auch beim Schwein ent-
schliisselt worden. Mit molekulargeneti-
schen Methoden konnte das Gen auf Chro-
mosom 6 des Schweines zugewicsen
werden {Davies er al. 1988). Beim Men-
schen und beim Schwein fillt die chromo-
somale Lage von MHS und HAL (Ha-
lothangenort) zusamimen. Dies zeigt, dass
das RYR 1 Genprodukt mit dem MHS- be-
ziehungsweise HAL-Genprodukt mil
arosser Wahrscheinlichkeit identisch ist.
Um die Vererbung der Halothanreaktio-
nen zu verstehen, sind einige Erklirungen
zur Vererbungslehre nétig. Die Chromo-
somen sind in jedem Zellkern paarweise
vorhanden. Je ein Chromosem eines Paa-
res stammt dabel vom Vater und das ande-
re von der Mutter. Halothanempfindliche
Tiere haben nun soweh! vom Vater als
auch von der Mutter eine ganz bestimmte
verinderte Version des Gens (HAL n/n)
erhalten. Solche Tiere sind reinerbig (ho-
mozygot) filr das veriinderte Gen. Tiere,
die eine normale and eine verénderte Ver-
sion des entsprechenden Gens (HAL N/n)
erhalten halben, sind mischerbig (hetero-

zygot). Sie reagieren pormalerweise nicht
auf den Halothantest. Auch die fiir dic
normale Genversion homozygoten Tiere
(HAL N/N) sind halothannegativ,
Hauptbestandteit der Chromosomen und
Baustotf der Gene ist die DNS (Desoxyri-
bonucleinsdure), die aus der Ancinander-
reihung der vier Bausteine (Basen) Ade-
nin {A), Cytosin (C), Thymin (T) und
Guanin (G) besteht. Bei Erbkrankheiten
wie dem PSS istdie Abfoige der Bausteine
im verantwortlichen Gen verindert. Ka-
nadischen Forschern (Fujit eral. 1991 }ist
es gelungen, das fiir das PSS verantwortli-
che Halothangen zu charakierisicren und
die bei Halothanempfindlichkeit an ciner
ganz bestimmten Stelle ausgetauschte
Base zu bestimmen. Wihrend in der nor-
malen Version an der Position 1843 die C
Base vorliegt, findet sich an der gleichen
Stelle des veriinderten Gens die Base T
(Abb. 1).

Solche Veriinderungen aennt man Punkt-
mutationen. Dadurch dndert sich die Ami-
nosdurezusammensetzung des CRC-Pro-
teins in dieser Position vom Arginin zum
Cystein. Die Funktion des CRC-Proteins
ist damit gestort.

Methode zur Bestimmung
der C zu T Punkimutation

Polymerasekettenreaktion

Fiir die Bestimtmung der C zu T Punkimu-
tation verwenden wir die sogenannte Po-
lymerasekettenreaktion (engl. poiymera-
se chain reaction, PCR). Diese Methode
hat die Molekulargenetik revolutioniert.
Fiir die Entdeckung der PCR-Methode
wurde Muilis 1993 it dem Nobelpreis
fiir Chemie ausgezeichnet. PCR erlaubt
die millionenfache Vermehrung eines
bestimmten DNS-Abschnittes aus dem

Tab. 1. Vergleich der RYR1 Genotypen bestimm! durch molekulargene-
tische Analyse (MHS-Test) mit den Halothangenotypen, bestimmt durch
Halothantest und Nachkommenpriifung zur Definition des Schweine-
Stress-Syndrom Status in verschiedenen Rassen

Halothantest MHS-Test % Nicht-Ubereinstimmung
A B (A-B)
+H{67)?
T/T{70} 4,3
;13
- 1167}
C/T(168) 0,6
+ {1
- {154} C/C{154) 0,0

' Halothantest, [+} = Reagenten, (-} = Nichtreagenten
7 Anzohi Tiere
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Normale Sequenz

Pasition 1840 1843 1845
Base G CGC TC!
Aminoséure Vaiin Arginin Serin

Mutierle Sequenz

Position 1840 1843 1848
HBase C1G TGC TG
Aminosdure Valin Cystein Serin

Basen: C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin

Abb.1, Schematische Darstellung der Punkt-
mutation im CRC {RYR1) Gen, die fir die Mali-
gne Hyperthermie (MH) {Halothanreaktion)
verantwaortlich ist, Die Anderung der norma-
len Sequenz G CGC TC, beginnend bei Base
1842, zur mutierten Sequenz GTGC TC fiihrt zu
einer Schnitistelle mit dem Restriktionsenzym
BsiHKAL

* Bezeichnet die Schnittstelle

Gesamtgenom (Summe aller Gene einer
Art}. Die Voraussetzung fiir die An-
wendung der PCR-Methodik ist, dass an
den beiden Enden des DNS-Abschnittes,
der vermehrt werden soll, die Sequenz von
20 bis 30 Basen bekannt ist. Damit ist der
interessierende DNS-Abschnitt definiert.
Im Labor werden dann kurze DNS-Stiicke
(Starter) kiinstlich hergestellt, die zu den
endstindigen Sequenzen komplementir
sind. Die Starter ktnnen sich tiber Paarung
mit den DNS-Bausteinen verbinden.
Wenn die Starter zu einem gesamten
DNS-Gemisch gegeben werden, dessen
Doppeistriinge vorher durch Erhitzen in
ihre Einzelstriinge zerlegt worden sind,
verbinden sie sich mit den komplemen-
tiren Stellen, das heisst mit den Enden des
Abschnittes, der vermehrt werden soll
{Abb. 2). Die gebundenen Starter sind
Ausgangspunkt fiir den Aufbau ueuver
DNS. Diese Reaktion wird durch das En-
zym Polymerase bewerkstelligt und he-
dingt die Zugabe von freien DNS-Baustei-
nen, Die neuen DNS-Sirlinge werden
gemiss Vorlage, das heisst der DNS-Bau-
steinabfolge nach den Startern, aufgebaut,
Das DNS-Gemisch wird anschliessend
wieder erwdrmt, und nach einer
Ablkiihlung kéinnen sich die Starter wieder
neu anlagern. Durch den Vorgang der
Erhitzung der DNS, Anlagerang der Stay-
ter und Neuaufbau von DNS wird jedes-
mal etne neve Verdopplungsrunde einge-
leitet bis mehrere Millionen identischer
DNS-Zielfragmente vorliegen. Fiir das
zyklische Erhitzen und Abkiihlen sind
spezieil  konstruierte  programmierbare
Gerite verfugbar. Der zyklische PCR-
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Abb. 2, barstellung des Prinzips der Polymerasekettenreaktion (PCR). Die PCR ist ein zyklischer
Prozess, bei dem sich die Zahl der interessierenden DN5-Abschnitte mit jeder Runde verdoppelt.
Die Zahl der Kopien wéichst exponential, binnen weniger Stunden auf mehr als 100 Millienen

(Fries 1992),

DNS=Desoxyribonucleinséivre, dNTPs = freie DNS-Bausteine {Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin).

Prozess fithrt zu einer starken Anreiche-
rung des gewiinschten Zielfragmentes.

Verdauung der DNS-Zielfrag-
mente und ihre Darstellung

Die durch die PCR-Methode angereicher-
ten DNS-Ziclfragmente werden mit dem
Regtriktionsenzym BsiHKAI  verdaut.
Dieses durchtrennt iiberatl dort die DNS-
Zielfragmente, wo es auf die Basense-
quenz GTGCTC trifft. Nach Abbildung |
ist dies bei der mutierten Sequenz der Fall.
Die normale Sequenz weist nicht diese
Abfolge von Basen auf. Unterschiedlich

Abb. 3. Entdeckung der Schweine C1843 zu T
Mutation im RYR] Gen durch Anreicherung
und anschliessende Verdauung des angerei-
cherten Produktes mit dem Restriktionsenzym
BsiHKAL Die erste Linie (-) zeigt das angerei-
cherte  Polymerasekettenreaktionsprodukt,
whihrend die zweite Linie (+) dasselbe Prodult
nach der Yerdauung zeigt. Die Verdauung von
DNS eines stressresistenten N/N Typs erzeugt
524- und 135 Basenpaar (bp}- Fragmente, die
von einer konstanten BsiHKAI Schnittstelle
herrijhren, Die konstante Schnittstelle ist unab-
héingig vom Halothangenotyp und kommt hei
allen Tieren vor, Die Verdauung von DNS eines
stressanfélligen n/n Typs erzeugt 358-, 166-
und 135 bp Fragmente, die von einer Kombi-
nation der Verdauung von der konstanten
und der wechselnden BsiHKAI Schnittstelle
kommen. Die wechselnde Schnittstelle istjene,
die den Halothangenotyp bestimmi. Frag-
mente von 524-, 358+, 166- und 135 bp wer-
den in einem mischerbigen N/n Typ erzeugt.
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grosse Fragmente kdnnen in einem Gel
aufgetrennt  (Elektrophoresevesfzhren)
und durch Anfiarbung mit fluoreszieren-
den Stoffen sichtbar gemacht werden
Kleine Fragmente wandern schnelier,
grissere langsamer. In Abbildung 3 ist die
elektrophoretische Auftrennung je eines
reinerbigen C/C (N/N) und T/T (n/n) Tie-
res sowie eines mischerbigen C/T (N/n)
Tieres dargestellt.

Die 1843 C zu T Mutation
ist Ursache fiir
Schweinestress-Syndrom

Um dies zu erkliren, haben wir 392
Schweine von verschiedenen Rassen auf
das Vorkommen der 1843 Czu T Mutation
uniersucht (Boit 1992; Vigeli eral. 1993),
Alle diese Tiere wurden auch dem Ha-
lothantest unterzogen.

Ein Vergleich der Ubereinstimmung der
RYR!1 Genotypen, die durch molekular-
genetische  DNS-Analyse  (MHS-Test)
bestimmt wurden, mit den Halothangeno-
typen, die durch Halothantest und Nach-
kommenpriifung bestimmt wurden, ist in
Tabelle 1 dargestellt. Von den 68 Ha-
lothanreagenten waren 67 T/T im MHS-
Test. Ein halothanempfindliches Tier
reigte den Genotyp C/T. Von den 324
halothanresistenten Tieren waren 321 C/T
oder C/C, und nur drei wiesen den Typ T/
T im MHS-Test auf. Die drei von 70 (4,3
%) T/T Schweinen, die nicht reagierten
(falsch negativ) und das einzige Tier von
168 C/T (0,6 %) Schweinen, das reagierte
(falsch positiv), liegt innerhalb des
Strenungsbereichs falscher Halothantest-
resultate. Iis kann daher der Schiuss ge-
zogen werden, dass Ubereinstimmung
zwischen den C/C, C/T und T/T MHS-
Genotypen und den Halothangenotypen
N/N, N/uund n/n besteht. Die 1843 Czu T

659 —
524 -

358 -

166 ~
135~
{bp)
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Mutation im RYRIT Gen ist folglich die
Ursache fiir die halothaninduzierte Ma-
ligne Hypertherraie.

Patentierung der
Technologie des MHS-
Tests und Schutzmarken

In 45 Lindern wurden Patente durch die
Universititen Toronto und Guelph ange-
meldet, Angaben zur Lizenzierung des
Tests bezichungsweise Benfitzung der
MHS-Testergebnisse in der Zucht kénnen
bei folgender Adresse bezogen werdemn:
Innovations Foundations, 203 College St,
Suite 205, Toronto, Ontaric MS3T 1P9,
Canada.

Der Patentbeschrieb enthilt folgende Be-
stimrnungen:

Lizenzen fiir Ziichter und/oder Zochtorga-
nisationen sind bei der oben angegebenen
Adresse zu beantragen. Die Ziichter oder
Zuchtorganisationen haben dann  das
Recht, ihre untersuchten Zuchtschweine
und deren Nachkommen mit einer Schutz-
marke (RYRI: C/C, C/T, T/T) zu ver-
schen. Diese Schweine sind  dann
beziiglich dieser Mutation patentiert. Die
Ziichter konnen die Tesis in einem von
ihnen beauftragten Servicelabor durch-
fiihren lassen. Das Labor hat in diesem
Falle keine Gebiihr mehr an die Lizenz-
geber zu bezahlen.

Die Héhe der Lizenzgebithr pro Tier rich-
tet sich nach der Anzahl Tests pro Jahr, die
von einer Organisation beansprucht wird
(ca. Fr. 15.— pro Test). Zusiitzlich muss
fiir jedes verkaufte Zuchttier, oder jedes
Tier, das vor dem Schlachten in der Zucht
eingesetzt wurde und bei dem die 1843 C
zu T Mutation bekannt ist, eine Schutz-
gebiihr entrichtet werden. Diese betrigt
1% des Nettoverkaufspreises. Sofersn
Nachkommen von getesteten Eltern, bei
denen der Genotyp der RYRI Mutation
von den Genotypen der Eltern abgeleitet
werden kann, in der Zucht eingesetzt wer-
den, muss fiir die Nachkommen die
Schutzgebiihr ebenfalls bezablt werden.
Fiir die Bestimmung der RYR | 1843 Czu
T Mutation wird das PCR-Verfahren an-
gewendet. Inhaber des PCR-Patentes ist
die Firma Hoffmann-La Roche (Roche
Molecular Systems). Labors, die diese
Verfahren kommerziell anwenden, wer-
den voraussichtlich ebenfalls Gebithren
entrichten miissen.

Folgerungen fur die Praxis

Der auf molekutargenetischen Methoden
beruhende MHS-Test erfaubt, PSS emp-

findliche Tiere zu entdecken. Der grosse
Vorteil dieses Tests liegt in der hohen
Genauvigkeit der Testmethode im Ver-
gleich zum Halothantest. Er identifiziert
beide Tiergruppen:  Reagenten  und
Schweine, die nichtreagieren, aber Tréiger
des mutierten Gens sind, dag zu PSS fiihrt.
Der neue Test bietet daher die Méglich-
keit, das schadhafte Gen aus einer Popula-
tion auszuschalien, was bisher praktisch
unméglich war. Ebenfalls kann das Ha-
lothangen in selektionierten Linien so
manipuiiert werden, dass hohes Wachs-
twn und gute Fleischigkeit erreicht wird,
ohne Risiko von vermehsten PSS Proble-
men und damit verbundenen Fleischqguali-
titsméngeln.

Untersuchungen von Vigeli er al. {1992)
zeigten, dass zwel vois RYR 1 benachbarte
Genorte auf Chromosom 6, die Blut-
gruppe Hund das Enzymsystem Phospho-
hexose Isomerase, mit der Empfindtich-
keit fir die Infekiion durch hoch
ansteckende Escherichia coli Bakterien,
die Odemkrankheit verursachen, in einem
Zusammenhang slehen. Da die Empfind-
lichkeit gegen Odemkrankheit oft mit dem
HALY (halothanresistente Variante) ein-
hergeht, ist bei der Zucht auf halothan-
resistenie Tiere Vorsicht geboten.
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RESUME

Le test MHS: une percée dans
la bataille contre le syndrome
du stress porcin

Une simple mutation ponctuelle dans le
géne du muscle squelettique Ryanodin
recepteur (RYR1} est responsable de
I'hyperthermie maligne {MH)} ou réac-
tion & Fhalothane chez le pore. Ces résul-
tats montrent que la modification de la
séquence des bases de C a T a la base
1843 est la raison principale pour ['hy-
perthermie maligne, Le test ADN (MHS-
test) est précis et permet la manipulation
du géne MH dans des programmes
d’élevage de pores. Cependant, les
avantages et désavantages économi-
ques doivent &tre pondérés au cas d’'une
manipulation de la fréquence du gene
MH. {l est prévu de breveter la procédure
de détection de la mutation. 5l y o
brevetisation, it y aura des droits de
licence pour tous les animaux testés.

SUMMARY

The MHS-test: a break-through
in the battle against porcine
stress syndrome

A single point mutation in the gene for
skeletal muscle ryanodine receptor
(RYR1 } is correlated with malignant
hyperthermia (MH) in pigs. The substitu-
tion of T for C at nucleotide 1843 has
been shown to be the causative muta-
tion in porcine MH. A DNA-based test
{MHS-test] is accurate and will provide
the basis for manipulating the MH gene
in pig breeding programs. However, the
extent to which the frequency of the MH
gene should be manipulated should be
based on economic and animal welfare
considerations. The use of the technolo-
gy for carrying-out the MHS-test is sub-
ject to a patent application. If the patent
will be granted trademuark royalty pay-
ments for all tested animals will be due,

KEY WORDS: pigs, malignant hyperthermia,
molecular genetic methods.




