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1. Kurzdarstellung
1.1. Aufgabenstellung

In den letzten Jahren sind Milchproteine aufgrund ihres Einflusses nicht nur auf den ernéh-
rungsphysiologischen Wert der Milch sondern auch auf verarbeitungstechnologische Eigen-
schaften von Milchprodukten in den Focus des wirtschaftlichen Interesses gelangt. Von be-
sonderem ernahrungs- und lebensmittelwissenschaftlichem Interesse sind bioaktive Peptide,
die als enzymatische Spaltprodukte von Milchproteinen wahrend der Verdauung oder der
Verarbeitung entstehen. Wichtige Effekte, die den bioaktiven Peptiden zugeschrieben wer-
den, lassen sich mit Begriffen wie ,antimikrobiell, ,immunmodulatorisch®, ,tumorsupressiv®,
»-antioxidativ‘ oder ,antihypertensive“ umschreiben.

Die Proteinfraktion der Milch von Wiederkauern besteht zu 90 % aus sechs Hauptmilchprote-
inen, die in vier Kaseine (as;-, 8-, as,- und k-Kasein) und zwei Molkenproteine (a-Lact-
albumin und B-Lactoglobulin) unterteilt werden kdnnen. Beim Pferd kommt noch ein weiteres
B-Lactoglobulin (B-Lactoglobulin II) zur Molkenproteinfraktion hinzu. Von allen Milchproteinen
ist bekannt, dass sie in unterschiedlichen Varianten sowohl beim Rind als auch bei Schaf
und Pferd vorkommen. Diese Varianten sind meist das Resultat sogenannter Nukleotidaus-
tausche innerhalb ihrer Gene (CSN1S1, CSN2, CSN1S2, CSN3, LAA und LGB), die zu Ami-
nosaureaustauschen auf Proteinebene fuhren. Viele dieser Varianten tiben nicht nur Einflis-
se auf Milchleistungsmerkmale und —zusammensetzung aus, sondern auch auf den nutriti-
ven Wert der Milch. Die Entstehung bioaktiver Peptide ist von der vorhandenen Aminosau-
resequenz der Milchproteine abhangig und somit durch die Auspragung verschiedener Vari-
anten beeinflussbar. Des Weiteren stellen die verschiedenen Milchproteinvarianten ein inte-
ressantes Hilfsmittel flir phylogenetische Studien dar.

Die Arbeitsschwerpunkte im Teilprojekt TP3.1 waren es daher neue, aber auch bereits be-
kannte Milchproteinvarianten in verschieden Rinder-, Schaf- und Pferderassen auf DNA-
Ebene zu identifizieren. Aufbauend hierauf kénnen Strategien entwickelt werden, um auf
zlichterischem Wege die Milchproteinzusammensetzung dahingehend zu beeinflussen, dass
Milch mit einem spezifischen Muster an Proteinvarianten als Rohstoff fir die Erzeugung be-
stimmter funktioneller Milchprodukte zur Verfligung gestellt werden kann. Folgende Aufga-
benstellungen wurden hierfiir konkret bearbeitet:

- Akquirierung von Blut-, Harr oder Wollproben der Nutztierspezies Rind, Schaf und
Pferd, Extraktion der DNA und Sequenzierung der Milchprooteingenorte.

- Erstellung eines Varianteninventars in unterschiedlichen Rassen.

- Validierung ausgewabhlter Varianten auf Transkript- und Proteinebene.

- In silico-Ableitung potenzieller bioaktiver Peptide aus unterschiedlichen Varianten.

- Bewertung der Ergebnisse und Evaluierung von Testverfahren sowie Entwicklung
maglicher zuchtplanerischer Ansatze

1.2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

Seit frihesten Zeiten wissen Menschen um den Wert der Milch von Rindern, Schafen und
Pferden als Nahrungsquelle. Heutzutage spielt, speziell in den westlichen Landern, die Milch
von Kihen eine wichtige Rolle in der Humanerndhrung. Dabei konnte eine betrachtliche
Steigerung der Milchmenge pro Kuh durch zichterische MaRRhahmen innerhalb der letzten
Jahrzehnte erreicht werden. Die zichterische Verbesserung spezieller Eigenschaften oder
Inhaltsstoffe der erzeugten Produkte spielte jedoch bisher eine untergeordnete Rolle. Das
Verlangen des Verbrauchers nach funktionellen und insbesondere nach gesunden Lebens-
mitteln wird jedoch zunehmend stérker. Ein einfaches Beispiel dafiir sind Lebensmittelunver-
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traglichkeiten. Laktoseintoleranz oder Milchproteinallergien verursachen bei betroffenen
Menschen einen hohen Leidensdruck durch den vollkommenen Verzicht auf Milchprodukte.
Wahrend sich fir die Erzeugung laktosefreier Milch technische Lésungen anbieten, kénnte
die Erzeugung hypoallergener Milch auf zlchterischem Wege eine vielversprechende Alter-
native sein. Vor dem Hintergrund einer gleichzeitig angespannten Milchmarktsituation, ergibt
sich durch die Zucht auf bestimmte Inhaltsstoffe, die Moglichkeit Nischen des Milchmarktes
zu nutzen. Das groRRe Potential sogenannter Milchproteinvarianten ist seit langerem bekannt
und wird bereits in einigen Landern genutzt.

Im Gegensatz zu Kuh-, oder Schafmilch stellt Stutenmilch ein eher auRergewdhnliches Nah-
rungsmittel dar, nicht zuletzt der aufwendigen Produktion geschuldet. Gleichwohl wird die
Verwendung von Stutenmilch seit Jahrhunderten geschéatzt. Stutenmilch hat eine sehr gute
nutritive Wertigkeit mit einer hervorragenden Proteinzusammensetzung, welche der Protein-
zusammensetzung menschlicher Milch &hnelt. Weiterhin kann Stutenmilch die Gesundheit
des Menschen positiv beeinflussen und wird daher hauptsachlich in der Naturheilkunde als
Heilmittel fir verschiedene Krankheiten eingesetzt. Erste wissenschaftliche Belege fur die
Wirksamkeit der Stutenmilch bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, Neurodermitis
und kardiovaskularen Erkrankungen konnten in den letzten Jahren erbracht werden, der ge-
naue Wirkmechanismus dieser Milch ist dagegen bis heute unbekannt. Die Milch von Pfer-
den wird auch als hypoallergenes Lebensmittel im Falle einer Kuhmilchproteinallergie (CMA)
genutzt.

1.3. Planung und Ablauf

Das Vorhaben wurde im Rahmen des BMBF-Kompetenznetzwerks Food Chain Plus
(FoCus) durchgefiuhrt. Der Arbeitsplan gliederte sich in zwei Arbeitspakete. Arbeitspaket
1 beinhaltete die Akquisition von Probenmaterial der Spezies Rind und Schaf sowie die
Erfassung bekannter und neuer Proteinvarianten innerhalb dieser beiden Spezies.
Arbeitspaket 2 umfasste die Akquisition von Probenmaterial der Spezies Pferd und
ebenfalls die Bestimmung bekannter und neuer Proteinvarianten dieser Spezies. Die Er-
gebnisse aus diesem Teil beider Arbeitspakete wurden anschlieRend genutzt um Al-
lelfrequenzen zu schatzen sowie populationsgenetische und zuchtplanerische Fragestel-
lungen zu bearbeiten. AuRerdem wurden aus den erzeugten Sequenzinformationen in
silico die aus den Varianten durch unterschiedliche Behandlung erzeugbaren bioaktiven
Peptide abgeleitet.

Bei regelméBigen Projekttreffen des Verbundes wurde jeweils der Stand des Teilprojekts
vorgestellt und diskutiert sowie das weitere Vorgehen abgestimmt. Es fand auch eine
Vielzahl informativer Treffen einzelner Projektpartner beziglich spezifischer Fragestel-
lungen statt sowie ein Wissensaustausch auf verschiedenen Ebenen statt. Die Projekt-
partner wurden sowie der Koordinator wurden stets tUber den aktuellen Sachstand des
Projekts, insbesondere tUber Gesprache mit dem Projekttrager und Modifikationen des
Arbeitsprogramms unterrichtet.

Die Arbeiten an der CAU Kiel wurden von folgenden Personen durchgefiihrt:

o Projektleiter TP3.1: Prof. Dr. Georg Thaller/Priv.-Doz. Dr. Jens Tetens

o Tierauswahl und administrative Tatigkeiten: Priv.-Doz. Dr. Jens Tetens

o Koordination der Laborarbeiten und Probenakquise: Priv.-Doz. Dr. Jens
Tetens, Julia Louisa Tetens, Julia Brinkmann

. DNA-Aufbereitung, Sequenzierung, Laborarbeiten: Julia Louisa Tetens, Julia
Brinkmann



1.4.

1.5.

. Methodenentwicklung, Statistik, Auswertung: Priv.-Doz. Dr. Jens Tetens,
Prof. Dr. Georg Thaller, Julia Tetens, Julia Brinkmann, Claas Heuer

o Publikationen: Julia Tetens, Julia Brinkmann unter Mithilfe aller Beteiligten

o Entwicklung / Bewertung PCR-basierter Milchtestverfahren im Rahmen eines
Laborpraktikums: M.Sc. lulia Blaj

Wissenschaftlicher Kenntnisstand zu Beginn des Vorhabens

Die Untersuchungen knipften an den im Antrag ausfuhrlich dargelegten und in der wis-
senschaftlichen Fachliteratur frei zugéanglichen Stand der Wissenschaft und Technik an.
Es wurden keine bekannten Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte fiir die Durch-
fuhrung des Vorhabens benutzt. Die verwendete Fachliteratur ist im beigefiigten Litera-
turverzeichnis sowie in den beigefiigten Publikationen angegeben. Es wurden die fach-
spezifisch ausgewiesenen Informations-und Dokumentationsdienste, z.B. PubMed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/) verwendet.

Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Arbeiten erfolgten Uberwiegend in enger Zusammenarbeit mit den einzelnen Part-
nern innerhalb des Verbundprojektes. Hervorzuheben sind dabei folgende Kooperatio-
nen:

e Analyse von Lactoglobulinvarianten beim Angler Rind. In einer Kooperation
mit der Abteilung Lebensmitteltechnologie (Prof. Schwarz, Projekt LactoTrans)
wurden Angler Kihe mit bestimmten R3-Lactoglobulinvarianten (LGB*C) identifi-
ziert und es wurde Milch verschiedener Tiere und Rassen beschafft. Es wurden
Analysen zur Auswirkung dieser Varianten auf Milchleistungsmerkmale durchge-
fuhrt, die jedoch nicht nachgewiesen werden konnten.

e In-silico Bewertung bioaktiver Sequenzen. Am Max-Rubner-Institut (Prof. Mei-
sel, Projekt LactoPep) wurde ein neues bioaktives Peptid identifiziert. Unter-
schiedliche 3-Casein Varianten wurden auf das Vorkommen untersucht. Die Er-
gebnisse sind in der Dissertationsschrift von Frau Dr. Tetens dargelegt.

e Validierung einer strukturellen aS,-Casein-Variante beim Pferd. In Zusam-
menarbeit mit der Abteilung Lebensmitteltechnologie (Prof. Schwarz, Projekt Lac-
toTrans) sowie dem Institut fir Experimentelle Medizin (Prof. Tholey) wurde eine
equine Caseinvariante auf Transkript- und Proteinebene validiert. Die Ergebnisse
wurden in PLOSONE verdffentlicht.

Im Weiteren wurde im Rahmen wissenschaftlicher Kooperationen mit folgenden Ein-
richtungen zusammengearbeitet:

° Institut fiir Genetik, Vetsuisse-Fakultat, Universitat Bern, Prof. Dr. Cord Dr6-
gemdller / Prof. Dr. Tosso Leeb: Probenbereitstellung, Datenbereitstellung

. Nationalgestiit Avenches, Schweiz, Dr. Stefan Rieder: Datenbereitstellung

. Institut fur Tierzucht Uni Hohenheim, Prof. Dr. Jorn Bennewitz: Probenbereit-
stellung

o Institut flrTierzucht und Haustiergenetik, Uni Géttingen, Dr. Saber Quanbari:
Probenbereitstellung

. Fachgebiet Tierzucht, Uni Kassel, Dr. Eduardo Pimentel: Probenbereitstel-
lung



2. Eingehende Darstellung

2.1. Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse einschliel3lich Vergleich mit
den vorgegebenen Projektzielen

DNA-basierte Identifizierung neuer Varianten beim Rind

Wesentliche Ziele des Verbundprojektes 3 sind die ldentifizierung gesundheitsfordernder
Inhaltsstoffe von Milch und Milchprodukten sowie mit deren Nutzbarmachung in funktionellen
Milchprodukten. Die grol3e Variabilitdt der Hauptmilchproteine (as;-, 8-, 0sz- und k-Kasein, a-
Lactalbumin und B-Lactoglobulin) kann die Freisetzung sogenannter bioaktiver Peptide be-
einflussen und so den Gehalt gesundheitsférdernder Inhaltsstoffe mitbestimmen. Es war da-
her das Ziel dieses Teilprojektes, bereits bekannte Milchproteinvarianten zu charakterisieren
und neue Formen in verschiedenen Rinder-, Schaf- und Pferderassen zu identifizieren.
Bisher fand die Identifizierung neuer Proteinvarianten in den meisten Studien vorwiegend auf
Proteinebene statt und wurde abschlieRend meist nur auf DNA-Ebene bestétigt. Dieser An-
satz erlaubt jedoch nur die Identifizierung von Varianten, die aufgrund von Aminoséureaus-
tauschen entstehen, welche die elektrische Ladung, das Molekulargewicht oder den iso-
elektrischen Punkt des Proteins andern. Um jedoch alle vorhandenen Varianten identifizieren
zu konnen, wurde die Methode der direkten Resequenzierung der milchproteinkodierenden
Gene gewahlt.

Eine der Hauptaufgabe in beiden Arbeitspaketen war es daher, zunachst eine ausreichende
Anzahl an DNA-Proben zu aquierieren und anschlieBend den offenen Leserahmen sowie
angrenzende intronische Sequenzabschnitte der milchproteinkodierenden Gene zu sequen-
zieren. Zur Analyse der Rinder- und einiger Schafrassen waren Blut- und Spermaproben aus
friheren Arbeiten vorhanden oder wurden von unseren Projektpartnern von den Universita-
ten Bern, Géttingen und Kassel zur Verfligung gestellt. Fur die Untersuchung der Pferderas-
sen und einiger Schafrassen mussten zunachst deutschlandweit Proben in Form von Blut,
Mahnenhaaren oder Wolle gesammelt werden. Auf diese Weise konnten die milchproteinko-
dierenden Gene von 450 Rindern aus 18 Rassen, 170 Schafen aus 8 Rassen und 250 Pfer-
den aus 14 Rassen vergleichend sequenziert werden. Somit wurden insgesamt im Teilpro-
jekt 3.1 fast 40.000 PCR Produkte erstellt und anschlieBend mit dem ABI 3130xl Genetic
Analyzer vergleichend sequenziert.

Auf diese Weise konnten beim Rind 24 bereits bekannte Varianten auf DNA-Ebene bestéatigt
werden, aber auch sechs bisher unbekannte Varianten identifiziert werden. Beim Schaf wur-
den neben 18 bereits bekannten Varianten drei neue Varianten ermittelt. Beim Pferd konnten
sogar 44 verschiedene Varianten identifiziert werden, von denen 35 bisher nicht bekannt
waren.

Mit den so erzeugten Daten wurden unter anderem Allelfrequenzen aller untersuchten Ras-
sen berechnet.

Populationsstruktur und Introgressionsszenarien

Wahrend der Evolution des Menschen haben Rinder bereits seit langer Zeit eine wichtige
Rolle gespielt. Die Domestikation des Rindes, aber auch des Schafes und der Ziege, fand
bereits im achten Jahrhundert v. Chr. im Nahen Osten statt. Kiirzlich konnten Evershed et al.
(2008) zeigen, dass nicht nur Fleisch sondern auch Milch bereits im siebten Jahrhundert v.
Chr. im Nahen Osten und in Stidost Europa genutzt wurde. Der allgemeine Konsens, dass
die modernen Rinderrassen zweier unabhéngiger Domestikationsereignissen des wilden
Auerochsen (Bos primigenius) vor etwa 10.000 Jahren entstammen wird immer wieder kont-
rovers diskutierte. Trotzdem geht man davon aus, dass aus den beiden Hauptdomestikati-
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onszentren im Mittleren Osten/Europa und auf dem indischen Subkontinent die taurinen und
indicinen Linien (Bos taurus und Bos indicus) hervorgegangen sind (McTavish et al. 2013).
Die genetischen Varianten der Milchproteingene sind sehr hilfreich bei der Analyse der gene-
tische Verwandschaft der Bos Spezies, da einige Allele vorwiegend oder sogar ausschlief3-
lich bei Bos indicus Rassen vorkommen wéahrend sie in den Bos taurus Rassen nur selten
oder uberhaupt nicht vorhanden sind. Im Arbeitspaket 1 konnten bei den Kaseinkodierenden
Genen des Rindes funf neue Varianten identifiziert werden, allerdings nur bei indicinen Ras-
sen sowie bei einer lokalen iranischen Rasse, die phanotypisch als Bos taurus klassifiziert
wurde. Mittels eines Multidimensionalen Skalierungsansatzes (MDS) basierend auf bereits
vorhandenen SNP-Chip Daten konnte eine Vermischung tauriner und indiciner Populationen
in dieser Rasse sowie in einer weiteren lokalen iranischen Rasse aufgezeigt werden (Abb.
1).

indicine taurine

0.1

milk

+ Angler
4 German Red Pied
4 Shorthorn

A d
?
*
* German Holstein o
2
#+

0.05 A

. &
; +
® Golpayegani

® Sarabi

¥e- . *

. o T . *® o

" Gir Y ° o* gho .
X Zebu o % °

0 - ® Sjstani e 3

PC #2

. “
-

Jersey

Highland Cattle @ .1
Eringer

German Yellow
Hinterwalder
Vorderwalder
Limpurger
Pinzgauer
0.05 — < Romagnola

¢ @ p X P X+ 0

dual purpose/meat

T T T T T T 1
-0.25 -0.2 -0.15 01 -0.05 0 0.05

PC #1

Abbildung 1: Graphische Darstellung der MDS Analyse. Die ersten beiden Dimensionen
wurden gegeneinander geplottet. Die erste Dimension unterteilt die taurinen und indicinen
Rassen.

Weiterhin wurden bereits bekannte typische indicine Allele in einigen der untersuchten euro-
paischen taurinen Rassen identifiziert. Dies deutet auf eine Introgression indiciner Rassen in
diese Populationen hin und wurde auch schon von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
(Jann et al. 2004; Caroli et al. 2009)

Mit diesen Ergebnissen konnte die Existenz erheblicher unentdeckter genetischer Variabiltiat
der bovinen Kasein-Loci, insbesondere in indicinen Rassen aufgezeigt werden. Die Identifi-
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zierung neuer Varianten ist ein wertvolles Hilfsmittel fir weitere phylogenetische Studien so-
wie flr Untersuchungen zur Evolution der Milchproteingene.

Haplotypanalysen

Bei der Vererbung der Kaseinvarianten ist eine Besonderheit zu beachten. Die vier Kasein-
kodierenden Gene liegen sehr eng in einem 250 kb groRen Cluster auf dem bovinen Auto-
som 6 (BTAG6) beieinander (Ferretti et al. 1990; Threadgill & Womack 1990). Das bedeutet,
dass die Varianten dieser vier Gene nicht unabhangig voneinander sondern als Haplotypen
vererbt werden. Dieses ist insbeosndere dann von Interesse, wenn der Einfluss spezifischer
Kaseinvarianten auf beispielsweise die Zusammensetzung der Milch oder Kasereieigen-
schaften untersucht werden soll. Auch im Hinblick auf die Eignung der verschiedenen Milch-
proteinvarianten als Hilfsmittel fir phylogenetische Studien, sollten nicht nur die die Varian-
ten einzelner Gene, sondern auch Kaseinhaplotypen Bertcksichtigung finden (Beja-Pereira
et al. 2002; Jann et al. 2004; Caroli et al. 2009). Aus diesem Grund wurden zusatzlich die
Frequenzen und Verteilungen der Kaseinhaplotypen tauriner und indiciner Rasser analysiert.
Fur die Schatzung der Haplotypfrequenzen wurde die Software PHASE 2.1 (Stephens et al.
2001; Stephens & Scheet 2005), ein Haplotypen-Rekonstruktionsalgorithmus, angewendet.
Alle Tiere und alle identifizierten nicht-synonymen Nukleotidaustausche der vier Kaseingene
wurden in die Untersuchung miteinbezogen und die taurinen und indicinen Rinder wurden
mittels eine Case-Control Permutationstests in zwei Gruppen unterteilt. Aufgrund der limitier-
ten Tierzahl wurden bei der Auswertung der Ergebnisse nur Haplotypen weiter bericksich-
tigt, die mit einer Haufigkeit von lber einem Prozent in mindestens einer Gruppe auftraten.
Obwohl die geschéatzten Haplotypenfrequenzen mit Vorsicht interpretiert werden sollten, bie-
ten sie doch einen guten Uberblick tiber die allgemeine Verteilung der Haplotypen innerhalb
der untersuchten Rassen. Abbildung 2 zeigt die Frequenzen der zehn haufigsten Haplotypen
aller Rassen und ihre Verteilung innerhalb der taurinen und indicinen Rassen. Die Haploty-
pen sind dabei gemaR ihrer Reihenfolge und Position auf dem Chromosom CSN1S1, CSN2,
CSN1S2 und CSN3 (as:-, B-, ds.- und k-Kaseinkodierendes Gen) dargestellt und wurden
vorher aus den Genotypen abgeleitet.
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil der zehn haufigsten Kaseinhaplotypen (CSN1S1, CSN2,
CSN1S2 und CSNB3) innerhalb aller Rassen und ihr Anteil in den taurinen und indicinen Ras-
sen.

Eine neue Lactalbuminvariante

Bei der Untersuchung der Molkeproteinkodierenden Gene des Rindes konnten beim (-
Lactoglobulin vier bereits bekannte Varianten ermittelt werden. Beim a-Lactalbumin konnten
zwei bekannte Varianten und sogar eine unbekannte Variante detektiert werden. Die Identifi-
zierung einer neuen Variante des a-Lactalbumins ist insofern eine besondere Entdeckung als
dass dieses Protein eine wichtige Rolle bei der normalen Lactosesynthese spielt. Dies konn-
te an Mausen gezeigt werden, die keine funktionierende Kopie des a-Lactalbumin kodieren-
den Gens besalien. Diese Tiere produzierten nur geringe Mengen einer eingedickten Milch,
die keine Lactose enthielt und waren nicht in der Lage ihre Wirfe aufzuziehen (Stacey et al.
1995). Aus diesem Grund wirde man einen hohen Grad der Konservierung bei diesem Gen
bzw. Protein erwarten, was durch die bisher nur kleine Zahl von zwei auf DNA-Level identifi-
zierten Varianten wiedergespiegelt wird. Weiterhin ist es unwahrscheinlich, dass ein Poli-
morphismus, der die fundamentale Rolle des a-Lactalbumins stark beeintrachtigt tberhaupt
in Populationen segregiert. Die Analyse der Proteinsequenz unserer neu identifizierten Vari-
ante mittels der Software ProPhylER (Binkley et al. 2010) zeigte, dass der resultierende
Aminosaureaustausch héchstwahrscheinlich keinen Effekt auf die Funktion des Proteins
beim Rind haben wird, da die nheue Aminosaure (Valin anstatt Isoleucin an Position 60 des
Proteins) die tUbliche Aminoséure bei Mausen ist. AuRerdem ist auch keine funktionelle Ein-
heit des Proteins durch den Aminosdureaustausch betroffen, wie etwa die Kalziumbindungs-
stelle oder die Glykosylierungsstelle.



Bildung bioaktiver Peptide

Der mogliche Einfluss der Milchproteinvarianten resultierend aus Aminosaureaustauschen
oder —deletionen wurde anhand des B-Kaseins exemplarisch untersucht. Die Aminosaurese-
guenz des Proteins inklusive Signalpeptid (graue Buchstaben) ist in Abbildung 3 dargestellt.
Gelb unterlegte Buchstaben zeigen die Positionen bereits bekannter Aminosaureaustausche
und grin die der in dieser Studie neu identifizierten. Bioaktive Peptide, die aufgrund eines
Abbaus wahrend der in virto oder in vivo Verdauung des -Kaseins entstehen, werden durch
die blau gestrichelten Linien dargestellt und naher in Tabelle 1 beschrieben. Die rot gestri-
chelte Linie markiert ein von unseren Projektpartnern (Arbeitsgruppe Prof. Meisel) neu identi-
fiziertes bioaktives Peptid. Interessanterweise konnten wir genau innerhalb der Sequenz die-
ses neuen Peptids einen Aminosaureaustausch von Valin zu Alanin an Position 197 des Pro-
teins finden. Mit dem heutigen Kenntnisstand ist es allerdings nicht mdglich vorherzusagen,
wie dieser Aminosaureaustausch die Bioaktivitat des Peptids verandern wirde.

Tabelle 1: Beispiele multifunktionaler bioaktiver Peptide aus dem bovinen g-Kasein. modifi-
ziert nach (Meisel 1997; Meisel & Bockelmann 1999; Fitzgerald & Meisel 2003; Silva & Mal-
cata 2005)

Peptide Sequence ';::r?t Name Biological Activity Reference
ACE- opio- immuno- Ca*- anti-
inhibito- ~ °° §  modulato-  bin- inflammato-
ry ry ding ry
RELEELN...INK f(1-25) hgsasr?(i)m;_ ti- + + Schlimme &
phosp dep P Meisel (1995)
Yamamoto et
SLVLPVPE (57-64) + al, (1994)
S-Casomor- Meisel &
YPFPGPIP (60-66) hin-7 + + Schlimme.
P (1994)
Immunopepti- Parker et al.,
PGPIPN (63-68) de + (1984)
. Nakamura et
IPP f(74-76) f-Casokinin + al. (1995)
. Nakamura et
VPP (84-86) S-Casokinin + al. (1995)
Philanto-
EMPFPK f(lllog' + Leppilé et al.
(1998)
f(169- Maeno et al.
KVLPVP 174) + (1996)
f(177- . Maruyama et
AVPYPQR 183) p-Casokinin-7 + al. (1987)
Philanto-
YQQPVL f(llgg' + Leppala et al.
(1998)
£(193- Meisel &
YQQPVLGPVR 202) f-Casokinin-10 + Schlimme.
(1994)
Meisel, perso-
DMPIQAFLLYQ...PV f(184- + nal communi-
R 202) '
cation




M K V L I L A C 1L V A L AL A
[_________
+ = = = = = = = = = 20=- = = = = = = = = $ = - =
G S.E I I
________________]
- - - - - - 80 - - - - - - - - -+ - - - - oo
S E Q T E D E L Q H F S
[_
- - 60 - - - - - - - - - % - - - - - - - - - 80-
Y P I H N S L o} I T T P
- - - - - - - - -
- - - - - - - -]
- - - - - -]
- = = = = = = = 4 = = = = = = = = = 100- - - - =
P P F L P E V M G s V K E A P
- - -
- - - - 4+ - - - - - - - - - 120- - - - - = - - -
P F Y P V E P T E S Q S T T
- - - - - -]
+ - - - - - - - - - 140- - - - - = = - - 4 - - -
v P P L Q S M Q P P P
- = = = = - 160- = = = = = = = = § = = = = = - =
F P P Q S S S S K V P P
- - - - - -] [-
- - 180- - - - - - - - - % - - - - - - - - - 200-
® v » o F L Y Q E v G P V
- - - - - -] - ---=-=- -1
[_________
[__________________
F P I I
-1
-1

Abbildung 3: Einfluss der bovinen B-Kaseinvarianten auf, dem B-Kasein entstammende
bioaktive Peptide. Graue Buchstaben = Signalpeptid, schwarze Buchstaben = reifes Protein,
gelb hervorgehobene Buchstaben = Aminoséaureaustausche (siehe Tabelle 1), blau unterstri-
chene Buchstaben = bioaktive Peptide, rot unterstrichene Buchstaben = kiirzlich neu identifi-
ziertes bioaktives Peptid mit einem anti-inflammatorischen Effekt.

Ein Vergleich der anderen Aminosaureaustausche mit den Sequenzen der bioaktiven Pepti-

de macht deutlich, dass Schnittstellen der Peptide nur in zwei Fallen betroffen sind und damit

eine Freisetzung der entsprechenden Peptide verhindert wird. Ein prominentes und sehr

kontrovers diskutiertes Beispiel hierfir ist das S-Casomorphin-7, das opiode Eigenschaften
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aufweist und in manchen Studien als ein Risikofaktor fir ischamische Herzerkrankungen und
den plétzlichen Kindstod gehandelt wurde. Obwohl bisher keine kausale Beziehung zwi-
schen der oralen Aufnahme des B-Casomorphin-7 und der Atiologie der genannten Krank-
heiten belegt werden konnte, wir seit mehreren Jahren sowohl in Australien als auch in Neu-
seeland eine sogenannte, als besonders bekdmmlich beworbene A2-Milch vertrieben, bei
der kein B-Casomorphin-7 wahrend der Verdauung entstehen kann.

Ovine Varianten

Auch beim Schaf wurden bisher schon einige Milchproteinvarianten auf Proteinlevel be-
schrieben (Ceriotti et al. 2004; Chessa et al. 2010; Giambra et al. 2010b; Giambra et al.
2010a; Giambra & Erhardt 2011). Das Wissen uUber den genetischen Hintergrund dieser Va-
rianten ist dabei jedoch noch lickenhaft. Innerhalb dieser Studie wurden deshalb die sechs
Milchproteinkodierenden Gene CSN1S1, CSN2, CSN1S2, CSN3, LAA und LGB bei 170
Schafen acht schweizer und franzdsischer Schafrassen vergleichend sequenziert. Mit die-
sem Ansatz konnten eine neue Variante des as,-Kasein kodierenden Gens CSN1S2 (Abbil-
dung 4), sowie zwei neue Varianten des a-Lactalbumin kodierenden Gens LAA identifiziert
werden. AuBerdem wurden 18 der 28 bereits bekannte varianten auf genetischer Ebene
wiederentdeckt.

A) CSN1S2
A
( \
3 45 6 910 13 14 15 17 18
~183- 268)358 527- } . 665-——
A:GTAAGGAAC A:GTGGACGAT A:CCAATTGTT A:AATCGCCTA A:ACAAACGCT A:AGGTACCTT
VvV R N Vv D D P I V N R L T N A R Y L
D: GTAAGCAAC B:GTGTACGAT B:CCAGTTGTT G:AATCACCTA F:ACAAAGGCT H:AGGTGCCTT
Vv S N vV Y D P Vv Vv N H L T K A R C L
G A G HE A [ i - A A Y - - - - -
OfH#444E sl eMpisiT +4BIT67F FHismiiit e } o pggamg oo
\ [\f . n '.‘ﬁ\ A A

e N\ AN '\-/,X/y\/,\,fx./ia. LY \f VWVWA Aninn My

Ccamy sy aarcamccra prpAsmccy pGgqme g
J\ f \ 7 A
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/
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Abbildung 4: Bekannte und neu identifizierte Polymorphismen, die die Varianten des as,-
Kasein kodierenden Gens CSN1S2 bestimmen. A) Struktur des CSN1S2; weil3e Balken =
Exons, die nicht zum offenen Leserahmen gehdren; rote Balken = Teil des 2. Exons, welcher
das Signalpeptid kodiert; schwarze Balken = Exons, die zum offenen Leserahmen des Gens
gehdren. B) Ausschnitte der Nukleotidsequenzen und daraus resultierende Aminosaurese-
guenzen, die die Einzelbasenaustausche und zugehérige Aminosdureaustausche beiinhal-
ten. C) Entsprechende Elektropherogramme.
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Zudem konnte beim as,-Kasein kodierenden Gen CSN1S2 eine weitere interessante Entde-
ckung gemacht werden. Einige der bereits bekannten Varianten traten bei einigen untersuch-
ten Tieren in bisher nicht beschriebenen Kombinationen auf. Es konnten also neue intrageni-
sche Haplotypen beobachtet werden (Abbildung 5). Da diese neuen Kombinationen der be-
reits bekannten Varianten aber in einer veranderten Aminosauresequenz auf Proteinlevel
resultieren, sollte auch die neuen Kombinationen als eigene Varianten betrachtet und be-
nannt werden.

A) B) Proven Haplotypes:
Position within coding sequence x | Possible Haplotypes Deduced - _
183 268 38 s27 645 66S Genotype
*
G G A R c A b = AG GGAGGA W CSNISI*F
G K R G c A n

GTAGCA
AB »
GGGGCA GTGACA » CSN1S2*B

Most likely Haplotypes:

new

o
o
o
El
a
E

GGGGCA

GTAACA
GB

GTGACA GGGACA

GG Giambra et
al., 2010

o
tgl
w
=
a
L

GG’ Presumably,
the new

o GGAACG > CSNIS2*H variant H

GTGACA evolved from

variant G

] =] o
Ed (1] [}
(4] -] £

= - =

a a o

» » »

w

]

GG

Combination

C) Symbaol Meaning Origin of designation

s G A G C A 1 AD G G Guanine
A A Adenine
G G A G s A 1 AF T T Thymine
[ C Cytosine
G G A R c R 1 AH .
i GGAACG  GGAGCG R GorA puRine
- GTAGGA  GGGGGA  GTGGGA Y TorC pYrimidine
G K E G s A 1 BF
GGAGGA  GGGGCA GTAGCA M AorC aMino
GIGACA GTAACG GGGACG GIGACG K GorT Keto
G K R A c R 1 i BH
GGAACG - GTAACA - 5 GorC Strong interaction (3 H bonds)
w AorT Weak interaction (2 H bonds)

Abbildung 5: Intragenische Haplotypen des ovinen CSN1S2 abgeleitet aus den Einzelba-
senaustauschen, die die Proteinvarianten bestimmen. A) Alle innerhalb dieser Studie identifi-
zierte Polymorphismen, die neue Proteinvarianten definieren, Zahl der Tiere, die die entspre-
chende Kombination zeigen, mdgliche intragenische Haplotypen sowie abgeleitete Genoty-
pen (Proteinvarianten). B) Gesicherte Haplotypen kénnen dann eindeutig bestimmt werden,
wenn alle Genotypen homozygot sind oder maximal einer heterozygot ist. C) Nomenklatur
der Nukleinsduren.

DNA-basierte Identifizierung von Varianten beim Pferd

Ein weiterer Teil des Arbeitspaketes war die Untersuchung der genetischen Variabilitat der
Milchproteingene des Pferdes. Hierbei ergibt sich eine Besonderheit, da die Milch des Pfer-
des nicht wie bei Rind, Schaf und Ziege ein B-Lactoglobulin enthélt, sondern zwei Isoformen,
die mit B-Lactoglobulin-l und B-Lactoglobulin-Il bezeichnet werden. |hre Gene LGB1 und
LGB2 sind beide auf dem equinen Autosom 25 mit einem Abstand von etwa 10 kb angeord-
net. Das p-Lactoglobulin-ll  besteht aus 163 Aminosauren, einer mehr als das G-
Lactoglobulin-1. Die Sequenzhomologie beider Proteine betragt etwa 70%, wobei die Amino-
sauresequenz sich an 52 Positionen unterscheidet. Interessanterweise enthalt die Milch des
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Menschen und einiger anderer Tierarten Uberhaupt kein 8-Lactoglobulin und gilt deshalb bei
der Erndhrung des Menschen mit Milch als ein Hauptverursacher der Milchproteinallergie.
Trotzdem wird Stutenmilch von den meisten Betroffenen besser vertragen. Bei der verglei-
chenden Sequenzierung der B-Lactoglobulin kodierenden Gene LGB1 und LGB2 konnten
nur eine Signalpeptidvariante des LGB1, aber zehn verschiedene Varianten des LGB2 identi-
fiziert werden. LGB1 kommt also deutlich konservierter in den untersuchten Rassen vor. Dies
deutet auf einen héheren Selektionsdruck des Gens hin und legt die Vermutung nahe, dass
es sich hierbei um das ancestrale Gen handelt, dessen wichtige Funktion erhalten werden
muss. Aufgrund des geringen Probenumfangs ist eine Aussage bezlglich der Evolution der
neu identifizierten Varianten des LGB2 schwierig, insbesondere fur nur selten vorkommende
Varianten. Anhand der verflighbaren Informationen wurde trotzdem ein Model fiir die Evoluti-
on der Varianten entwickelt, welches in Abbildung 6 dargestellt ist.

LGB2*A

c.1640T €.230G>A €.157G>A €.520G>C cT0AST
p.Alas5val p.Arg55His p.Glus3Lys p.Gly174Arg p.Thr245er

~ /| N\

LGB2*B1
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1 IENOMIC FEfEreENCe

. i

! 1

! 1

! 1

! 1

1 .

1 €394G>T €.247G>A €515CT c164C>T

| p.Alal32Ser p.AlaB3Thr p.Prol7leu p.Alas5Val
I 1

! 1

! 1

! 1

! 1
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! |

: ¥ v \L M *

| LGB2*B2 1GB2*C2 1GB2%D2 lGB2*G
1 [recombinant)
1 A

1

©520G>C I
p.Gly174Arg

Abbildung 6: Wahrscheinliche Evolution der equinen LGB2-Varianten.

Des Weiteren wurden die offenen Leserahmen der vier Kasein kodierenden Gene bei 253
Pferden 14 verschiedener Rassen vergleichend sequenziert. Auf diese Weise konnten 21
nicht synonyme Basenaustausche, sowie 11 synonyme Basenaustausche identifiziert wer-
den. Diese Basenaustausche filhren zu 31 mdglichen Proteinisoformen, von denen 26 bisher
vollig unbekannt waren. Fur alle Rassen wurden Allelfrequenzen berechnet, die zwar auf-
grund der geringen Anzahl untersuchter Tier pro Rasse mit Vorsicht betrachtet werden mus-
sen, dennoch ein guten allgemeinen Uberblick tber die Verteilung der Varianten tber die
verschiedenen Rassen liefern. Den hdchsten Grad an genetischer Variabilitat bezogen auf
die Kaseinvarianten zeigte das Islandpony mit 19 verschiedenen Varianten. Vier dieser Vari-
anten wurden ausschlief3lich bei dieser Rasse gefunden. Dieses Ergebnis scheint auf den
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ersten Blick unerwartet, da diese Rasse urspringlich aus einer kleinen Griindungspopulation
hervorgegangen ist. Die Tiere der Grinderpopulation wurden vor etwa 1100 Jahren nach
Island gebracht und in einer geschlossenen Population von dann auf Island weiter geziichtet.
Allerdings wurden die Proben unser analysierten Islandponys nicht direkt in Island gesam-
melt. Hreidarsdattir et al. (2014) berichten von einer héheren genetischen Diversitat aufgrund
effektiver Grindertiere auRerhalb Islands als innerhalb der islandischen Population.
Stutenmilch wird haufig als hypoallergenes Lebensmittel betrachtet. Es konnte sowohl in
vitro als auch in vivo gezeigt werden, dass Stutenmilch von 96 % der, an einer Kuhmilchal-
lergie (CMA) leidenden Kinder toleriert wird (Businco et al. 2000; Curadi et al. 2001). CMA ist
eine IgE vermittelte allergische Reaktion, die eine Vielzahl an Symptomen auslést, wie bei-
spielsweise atopische Dermatitis, Obstipationoder oder frihkindliche Koliken. Etwa 2% aller
Kinder die mit Milchaustauscher auf Kuhmilchbasis ernéhrt werden leiden an einer CMA.
Von den Kaseinen konnte das as;-Kasein als das Protein mit dem héchsten allergenen Po-
tenzial ermittelt werden. Viele von CMA Betroffene zeigen einen erhéhten Titer an IgE spezi-
fisch fir dieses Protein (Shek et al. 2005; Ruiter et al. 2006; Gaudin et al. 2008; Schulmeister
et al. 2009; Lisson et al. 2013). Als Grunde fir die geringe Allergenitat der Stutenmilch wer-
den beispielsweise die Abwesenheit relevanter Epitope fir die IgE Bindung diskutiert. In die-
ser Studie konnte eine Signalpeptidvariante des Allels CSN1S1*B identifiziert werden, die
maoglicherweise eine Reduktion des Gehalts an as;-Kasein zur Folge haben kann. Diese Va-
riante kam relativ haufig mit einer Frequenz von 0,5 vor. Leider war es nicht moglich weitere
Untersuchungen zum Einfluss dieser Variante auf die as;-Kasein-Menge in Stutenmilch zu
machen. Dieses sollte aber dringend in folgen Studien getan werden.

Beschreibung und Validierung einer strukturellen Caseinvariante beim Pferd

Wahrend der Untersuchung der Kasein kodierenden Gene wurde eine Besonderheit beim
equinen as,-Kasein festgestellt, die im Folgenden néher erlautert werden soll. Die aktuelle
Annotation des equinen asy-Kasein kodierenden Gens CSN1S2 (Gene ID 100327035) ba-
siert auf der mRN-Referenzsequenz NM_001170767.2, die aus 15 kodierenden Exons be-
steht und einen offenen Leserahmen von 645 bp ausmacht. Wahrend der Resequenzierung
des offenen Leserahmens dieses Gens fiel auf, dass bei bestimmten Pferden die PCR-
Reaktion fir Exon 8 und 9 konsistent und wiederholt misslangen. Um die mégliche Ursache
fur dieses Phanomen zu finden, wurde ein 2,6 kb grof3es Fragment, das die gesamte Region
umspannt amplifiziert. Wahrend das erwartete Produkt in den Proben, die zuvor erfolgreich
amplifiziert wurden, enthalten war, war das Produkt der zuvor misslungenen Proben etwa 1,3
kb kirzer (Abbildung 7).

HF GWb HF GWb HF GWb IC GWb IC RHD IC RHD GWb RHD GWb RHD

A/A +/+ ANA ++ A/A ++ A/A +/+ +/A +/+ ++ +/A +/A +/+ +/+ -

Abbildung 7: Agarosegelelektrophorese der PCR Produkte im Bereich der 1,3kb grof3en
Deletion. Die obere Bande stellt die lange Variante dar (+), die unter die kurze Variante mit
der Deletion (A). Bei heterozygoten Tieren wird eine dritte Bande sichtbar, die vermutlich auf
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asymmetrischer Hybridisierung beruht. Die Rassen der Tiere sind oberhalb des Geles ange-
geben (HF = Haflinger, GW= Dt. Warmblut, IC = Islander, RHD = Russisches Lastpferd)

Eine anschlielBende Sanger Sequenzierung des kirzeren Produkts zeigte eine 1,339 bp gro-
Re Deletion (Abbildung 8A). Das groRRe Produkte zeigte hingegen ein komplette Uberein-
stimmung mit der genomischen Referenzsequenz (NC_009146.2). Die Untersuchung dieser
Sequenz zeigte das Vorhandensein einer 309 bp grof3en Dupikation der Exon 8 umgeben-
den Region. Da diese Duplikation exakt an der Grenze der Deletion lokalisiert ist, kann die
genaue Position nicht genau bestimmt werden. Das heif3t, es kann nicht gesagt werden, ob
die aufwarts oder abwarts gelegene Duplikation in die Deletion involviert ist.

A '
p———309bp—— Exon previously F——— 309 bp——}
not annotated [27 bp]
- g g a—--
duplicated bt . duplicated =% .
B S ' g C 'Ex.8  Ex.9 Ex.10

Long transcript

g Tt L Dom. hors TR
Length: 1036 bp N e pom. horse short T
Precursor: 231 aa ‘r

Mature peptide: 216 aa

Short transcript

B e
Precursor: 214 aa
Mature peptide: 199 aa

Abbildung 8 Struktur der strukturellen Caseinvariante beim Pferd.

Die Deletion konnte in alle untersuchten Rassen nachgewiesen werden, wobei die héchsten
Frequenzen von 0.36 und 0.25 beim Haflinger und Islandpony beobachtet wurden. Bemer-
kenswert hieran ist, dass insbesondere der Haflinger haufig zur Stutenmilchproduktion ge-
nutzt wird. Dies konnte auf einen Effekt der Mutation oder eines bestimmten Kasein-
Haplotypen auf die Milchleistung hindeuten, wie es beim Rind bereits bekannt ist (McLean et
al. 1984; Ikonen et al. 2001).

Eine RNA Analyse der entrahmten Milch vierer Stuten, von denen drei homozygot fir das
lange und eine homozygot fir das kurze Produkt waren. Die Gelelektrophorese der PCR
Produkte zeigte einen Unterschied von etwa 50 bp zwischen den alternativ homozygoten
Tieren. Dies beweist, dass sowohl das lange als auch das kurze Transkript exprimiert wur-
den.

Translationen des langen und kurzen Transkripts wurden mit verfiigbaren Proteinsequenzen
des Hausesels (Acc. No. CAV00691.1, des Rindes (Acc. No. NP776953.1), des Schafs (Acc.
No. NP_001009363.1), der Ziege (Acc. No. NP_001272514.1) und des Schweins (Acc. No.
NP_001004030.1) abgeglichen. Der Abbildung 8C kann man entnehmen, dass die Duplikati-
on von Exon 8/10 einzigartig fir den Esel und das Pferd ist, wahrend das equine Exon 9 ho-
mologe Sequenzen zu anderen Paarhufern zeigt.

Weiterhin wurde gefriergetrocknetes Milchpulver zweier Stuten homozygot fir die kurze bzw.
die lange Variante mittels SDS-Page-Analyse untersucht. Hierbei wurden einzigartige Pepti-
de nur fur die lange Version bei dem Tier gefunden, dass homozygot flr die Insertion war.
Diese Peptide waren sowohl in phosphorylierter als auch in unphosphorylierter Form vor-
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handen. Es kann davon ausgegangen werden, dass die lange und die kurze Variante sich
auf Proteinebene in einer Lange von 17 Aminosauren unterscheiden. Die vergleichende Ana-
lyse zwischen den Tierarten zeigte, dass die lange Variante wahrscheinlich die ancestrale
Form darstellt. Allerdings scheint es die Variante schon vor der Abspaltung der Esel und
Zebras vom Pferd gegeben zu haben. Somit wird vorgeschlagen, die lange Variante mit
CSN1S2*A und die kurze mit CSN1S2*B zu bezeichnen.

Entwicklung von Testverfahren und ziichterische Strategien

Im Rahmen eines Laborpraktikums wurde ein Projekt zur Evaluation PCR-basierter Testver-
fahren zum qualitativen / quantitativen Nachweis bestimmter Varianten durchgefuhrt. Dazu
wurde exemplarisch das bovine 3-Casein betrachtet, weil dies praktische Relevanz hat. Be-
reits heute ist Milch auf dem Markt, welche spezifisch die Variante A2 enthalt. Es wurde eine
allelspezifische PCR mit 3 Primerpaaren durchgefihrt, welche auf DNA Ebene die Allele
identifiziert, welche die entsprechenden Proteinvarianten determinieren. Es zeigte sich, dass
eine Variantendiskrimination mdglich ist. Daher ist ein praktischer Einsatz unter Ubertragung
dieser Ergebnisse auf einen quantitativen RealTime-Ansatz leicht moglich. Allerdings spielt
dies derzeit am deutschen Markt noch keine bedeutende Rolle.

Es wurde ein hohes MalR an Variation beim Rind gefunden, allerdings traten neue Varianten
vornehmlich in indicinen Rassen auf, was eine Introgression in hochleistende Milchrassen
schwer macht. Vor dem Hintergrund aktueller Entwicklungen auf dem Gebiet des Genome
editings ist es jedoch fraglich, inwieweit, dies Uberhaupt relevant sein wird.
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2.2. Wichtigste Positionen des zahlenmafigen Nachweises

Die wichtigste Position des zahlenméaRigen Nachweises waren die Personalkosten. Die
bewilligten Stellen (2 x wissenschaftliche Mitarbeiterin 0,5 E13) wurden von Frau Julia
Tetens geb. Gallinat sowie Frau Julia Brinkmann im Rahmen ihrer Promotion besetzt.
Zusatzlich wurde Herr Claas Heuer wahrend der Elternzeit von Frau Brinkmann flr die
Datenauswertung angestellt. Was die Sachmittel angeht, so haben die Verbrauchsmate-
rialen in Zusammenhang mit der Sanger-Sequenzierung (von der Probennahme und
DNA-Aufbereitung bis zur fertigen Sequenz) den gréf3ten Anteil ausgemacht.

2.3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die geleistete Arbeit war notwendig und angemessen, um die Ziele des Projektes zu er-
reichen. Die zeitaufwandigsten Arbeitsschritte in beiden Projektabschnitten waren die
Amplifikation und Sequenzierung der Zielgene sowie die anschlieRende Auswertung der
Sequenzdaten. Dieses Vorgehen ist jedoch angemessen, weil auf diese Weise auc
Genvarianten identifiziert werden konnen, die keine mit herkdbmmlichen Methoden
messbare Anderung der Proteineigenschaften hervorruft. Gleichzeitig sind auch syno-
nyme Mutationen identifizierbar, was wertvolle Informationen im Hinblick auf die Varian-
tenevolution und populationsgenetische Betrachtungen liefert. Insofern sind die Arbeiten
als grundlegend zu betrachten, der konkrete Bezug zur Funktionalitat von Varianten lie-
fert aber gleichzeitig praktisch umsetzbare Ergebnisse.
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2.4,

2.5.

2.6.

Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere Verwertbarkeit im Sinne des fortge-
schriebenen Verwertungsplans

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten sind zum jetzigen Zeitpunkt schwer einzuschét-
zen. Mit der sog. A2-Milch gibt es bereits variantenspezifische Produkte am Markt und
es durfte davon auszugehen sein, dass weitere derartige Produkte ihren Weg zum Ver-
braucher finden werden. Das vorliegende Projekt hat dazu wesentliche Voraussetzun-
gen geschaffen.

Technische und wissenschatftliche Erfolgsaussichten

Die wissenschaftlichen und technischen Erfolgsaussichten sind aktuell nach Projektende
als gut einzuschatzen. Die technische Ubertragbarkeit in bestehende Verfahren ist ge-
geben.

Anschlussfahigkeit

Die im Teilprojekt gewonnenen Ergebnisse liefern wichtige Grundlagen flr eine weiter-
gehende funktionelle Charakterisierung verschiedener Varianten. Insbesondere in der
Zusammenschau mit den am Max-Rubner-Institut erzielten Ergebnissen zur Biofunktio-
nalitat ist die Anschlussfahigkeit als gut zu bezeichnen.

Wahrend der Durchfiihrung bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des
Vorhabens bei anderen Stellen

In 2012 wurde von einer niederléandischen Arbeitsgruppe eine neue bovine Lactalbumin-
variante charakterisiert (Visker et al.2012, s.0.). Dies hat die Arbeiten im Projekt nicht
tangiert.
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