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1 Einleitung

Die R-Caseine (CN) stellen eine der Hauptfraktionen des Gesamtproteingehaltes von Milch dar.
Bis heute wurden 13 genetische Varianten des B-CN beschrieben, welche aufgrund
unterschiedlicher Eigenschaften gegenuber einer proteolytischen Degradation dem Al- oder
dem A2-Typ angehoren (KAMINSKI et al., 2007).

In der Literatur werden die Begriffe B-CN “Variante* und “Typ* inkonsistent verwendet. Daher
soll an dieser Stelle bereits eine Definition erfolgen, die die Verwendung der Bezeichnungen in
der vorliegenden Arbeit festlegt. Unter der Bezeichnung Variante werden die verschiedenen
genetischen Auspragungen — synonym Allele — verstanden. Der Caseintyp wird durch die
Aminosaure an Position 67 bestimmt und beeinflusst die Entstehung bestimmter Abbauprodukte.
Die verschiedenen B-CN Varianten/Allele konnen daher entweder dem Al- oder A2-Typ

zugeordnet werden.

Der genetische Urtyp des B-CN des Hausrindes — Bos taurus — ist der A2-Typ, aus welchem bei
der Milchkuh durch Zucht und Selektion der A1-Typ entstand (BEJA-PEREIRA et al., 2004;
CAROLI et al., 2016).

Durch den enzymatischen Verdauungsvorgang entsteht bei Milch vom A1-Typ verhaltnisméaRig
mehr des bioaktiven Peptids Betacasomorphin-7 (BCM-7) als beim A2-Typ, was beim
Menschen zu Verdauungsbeschwerden filhren kann (KAMINSKI et al., 2007). Seit zwanzig
Jahren wird ein Zusammenhang zwischen dem Konsum von Al-Milch und dem Entstehen von
verschiedenen Krankheiten diskutiert. Einige Studien sind publiziert, detailliertes Wissen fehlt

aber, sodass weitere Untersuchungen noétig sind (EFSA, 2009).

Die Kuhmilcherzeugung in Deutschland erfuhr in den letzten Jahren eine stetige Zunahme. Im
Jahre 2009 wurden in Deutschland 29,2 Mio. Tonnen und im Jahr 2016 nach damaliger
Schétzung 32,6 Mio. Tonnen Kuhmilch produziert. Auch die EU-Kuhmilcherzeugung steigerte
sich von 2009 von rund 149 Mio. Tonnen auf rund 164 Mio. Tonnen im Jahr 2016. Weltweit ist
die erzeugte Kuhmilchmenge von rund 594 Mio. Tonnen im Jahr 2009 auf rund 682 Mio. Tonnen
2016 angestiegen. Die EU-28 stellte dabei im Jahr 2016 einen Anteil von rund 24 % an der
weltweiten Kuhmilcherzeugung (BMEL, 2017). Der Umsatz der deutschen Milchindustrie



betrug im Jahre 2016 rund 23 Mrd. Euro und die 20 groBten internationalen
milchwirtschaftlichen Unternehmen hatten im selben Jahr einen Gesamtumsatz von 172,1 Mrd.
Euro (MIV, 2017; BLE, 2018). Die EU ist mit Abstand der gréfite Kuhmilcherzeuger weltweit,
gefolgt von den USA, Indien und China. Neuseeland liegt als grofiter Exporteur auf Platz
Nummer 7 (LFL, 2017).

Fur Landwirte stellt die A2-Milch als derzeitiges Nischenprodukt mit ihrer profitableren
Vermarktung einen Anreiz zur Untersuchung des Status (Al- oder A2-Typ) ihres
Milchviehbestandes und dessen Umstellen auf A2-Rinder dar (RIESBERG, 2017; REIMINK,
2017). In Deutschland ist die A2-Milch immer hdufiger in regionalen Supermarktregalen zu
finden und das gesteigerte Kundeninteresse spiegelt sich in zunehmender Présenz des Themas
im Internet und der Presse wider (REIMINK, 2017; LUTKE HOLZ, 2018; FENEBERG, 2018;
REWE, 2018).

Die Bestimmung der Varianten des B-CN erfolgt z. B. mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
von Desoxyribonukleinsaure (DNA), gewonnen aus Gewebeproben, Haaren und Milch
(EINSPANIER et al., 2001). Milch stellt ein glinstiges und leicht zu erhaltendes Probenmaterial
dar.

Basierend auf diesen Uberlegungen war das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine schnelle und
kostenguinstige Typisierung von B-CN (Al- oder A2-Typ), von Rindern, anhand von
Milchproben, was mittels Real-Time-PCR erreicht wurde. Der Nachweis der Nukleotidsequenz
in bestimmten Codons dient dabei als Surrogat-Marker fur den Einbau verschiedener
Aminosduren im CN. Uber die Aminosauresequenz kann schlieBlich die Bestimmung des
Caseintyps erfolgen. Eine Allel-spezifische Untersuchung (Al, A2 und B) wurde dann mit einer
weiteren Real-Time-PCR realisiert. Auf Proteinebene erfolgte die Detektion der verschiedenen
Caseinvarianten mittels Isoelektrischer Fokussierung (IEF)-Gelelektrophorese.



2 Schrifttum

2.1  Allgemeines

2.1.1 Milchzusammensetzung

Kuhmilch stellt fir den Menschen durch eine ausgewogene Zusammensetzung aus Wasser,
Kohlenhydraten, Proteinen, Fetten, Mineralstoffen, Vitaminen, Amino- und Fettsduren
ernahrungsphysiologisch ein bedeutsames Lebensmittel dar. Sie besteht zu 87 % aus Wasser
und die Trockenmasse setzt sich aus Milchfett und fettfreier Trockenmasse zusammen. Die
fettfreie Trockenmasse untergliedert sich weiter in Kohlenhydrate, Proteine und Mineralstoffe
(STENZEL, 2016).

Der Milchfettgehalt von 3,5-6 % wird von endogenen und exogenen Faktoren wie Genetik,
Futterung, individuellem Gesundheitszustand der Milchkuh und ihrem Laktationsstatus
beeinflusst. Das Milchfett besteht aus Neutralfett, sowie Fettbegleitstoffen und das
Fettsdauremuster spielt fir den Geschmack, wie auch die Weiterverarbeitung eine wichtige Rolle.
Das Fettsdurespektrum wird neben der Futterung auch durch die Pansenflora beeinflusst und
gliedert sich in kurz-, mittel- und langkettige Fettséuren. Die Linolsdure ist hierbei als essentielle
Fettsdure zu nennen (SMIT, 2003; PALMQUIST et al., 1993).

Von den in der Milch vorhandenen Kohlenhydraten macht die Laktose mit rund 4,8 % den

grofRten Anteil aus. Daneben sind Spuren von Glukose und Galaktose zu finden (SMIT, 2003).

Die Mineralstoffe der Milch werden aus der ,,Asche® analysiert und sind aus Mengenelementen,
Spurenelementen und Ultraspurenelementen zusammengesetzt. Natrium, Kalium, Calcium,
Magnesium, Chlorid und Phosphor bilden die Mengenelemente. Spurenelemente sind Eisen,
Fluor, Zink, Selen, Kupfer, Mangan, Chrom, Molybdan, Cobalt und Nickel. Die essentiellen
Ultraspurenelemente setzten sich aus Aluminium, Zinn und Silizium zusammen (STENZEL,
2016; FOX et al., 2015).

Die Gesamtmenge der Milchproteine gliedert sich in Caseine, Molkenproteine und

stickstoffhaltige Verbindungen. Der Gehalt von 2,9-4,4 % wird durch endogene und exogene

3



Faktoren, wie Genetik und Fitterung, beeinflusst. Erndhrungsphysiologisch spielen
Aminosduren als Bausteine der Proteine eine wichtige Rolle fur Mensch und Kalb. Die
Proteinzusammensetzung hat Einfluss auf die Labfahigkeit der Milch. MilcheiweiRerzeugnisse
wie Caseinate sind in der Lebensmittelindustrie von Bedeutung (FOX, 2003; SMIT, 2003).

2.1.1.1 Caseine

Einen Anteil von rund 80 % des Milchproteins nehmen Caseine ein. Diese setzen sich aus den
Untergruppen asi-, asz-, -, k-CN und den yi-, y2-, y3-CN zusammen. Letztere sind Derivate des
B-CN und machen zusammen 2,4 % des Gesamtproteins aus (Tabelle 1). Jeder Caseingruppe
liegt mehr als ein Allel zugrunde und durch die Kombination dieser Allele entsteht der Haplotyp
eines Individuums (HECK et al.,, 2009). Dieser genetische Polymorphismus beeinflusst
Proteingehalt, Caseingehalt, Labgerinnungszeit, Quarkfestigkeit, Kdseausbeute, sowie das
Aminosauremuster, welches Auswirkungen auf die chemisch-physikalische Milcheigenschaft
hat. Somit spielt diese Vielgestaltigkeit eine sehr wichtige Rolle fur die
Verarbeitungseigenschaften des Produkts (EINSPANIER et al., 2001). Caseine haben keine
Tertidrstruktur, was sie sehr hitzestabil macht (STENZEL, 2016; SMIT, 2003).



Tabelle 1. Proteine in der Milch-Caseinfraktion modifiziert nach STENZEL (2016),
KAMINSKI et al. (2007) und HECK et al. (2009)

Casein Allele Molekulargewicht Anzahl Anteil am
(Dalton) Aminosauren Gesamtprotein (%)
Ols1 B,C 23000 199 30,6
Ois2 A 25000 207 8,0
K A /B E 19 000 169 10
B Al, A2, A3, 24000 209 28,4
A4,B, C, D,
E, F, H1,
H2,1,G
Y1 20 500 181
) 11900 104 2,4
Y3 11 600 102

Die Caseine lagern sich in der Milch zu Mizellen zusammen, wobei es verschiedene Theorien
uber deren Aufbau gibt. Einigkeit dariiber herrscht, dass a- und B-CN den Kern bilden, der grofite
Teil des k-CN die ,,haarige* Oberfliche formiert und seine hydrophilen Teile nach auf3en in die
Serumphase reichen. Struktur erlangt dieses Konstrukt durch Calcium-Phosphat-Briicken, wobei
aber keine Starrheit entsteht. Im pH-Bereich von 4,6-4,8 kommt es zur Aggregation und
Ausféllung der Caseinmizellen (STENZEL, 2016; FOX et al., 2015).



2.1.2 Genetische Grundlage der p-Caseine

Die genetische Information fiir das bovine B-CN liegt auf dem Chromosom 6 (NCBI, 2018) und
kodiert fir 209 Aminosduren der maturen Caseinvarianten (STENZEL, 2016). Die Variabilitét
entstent durch eine einzelne (SNP — Single Nukleotide Polymorphism/Einzelnukleotid-
Polymorphismus) oder mehrere Punktmutationen in der Nukleotidsequenz (EINSPANIER et al.,
2001).

Eine Differenzierung der B-CN und deren Zuordnung zum Al- bzw. A2-Typ kann neben der
Analyse auf Basis der genetischen Information auch entsprechend ihrer biochemischen
Eigenschaften erfolgen. Beim Wildtyp A2 des B-CN bedingt das Codon 67 den Einbau der
Aminosdure Prolin (Pro), welche beim Mutantentyp Al durch Histidin (His) substituiert wird.
Dadurch kénnen die verschiedenen Caseinallele je nach Aminosdure an dieser Position dem
jeweiligen Typ zugeordnet werden. Auf der DNA Ebene wird Cytosin durch Adenin ersetzt:
CCT — CAT (Abbildung 1) (MCLACHLAN, 2001; KAMINSKI et al., 2007). Es wurden bisher
13 genetische Varianten des B-CN beschrieben. Al, B, C, F und G gehéren dem A1-Typ, A2,
A3, D, E, H2 und | dem A2-Typ an. Die Substitution bei A4 und die Zugehorigkeit fur H1 sind
noch ungeklart. Alle Varianten werden als kodominant angesehen, was bedeutet, dass eine
Milchkuh vom A1A2-Typ, sowohl A1, als auch A2 $-CN bildet (GIVENS et al., 2013).

Die Nukleotidaustausche bedingen eine veranderte Aminoséuresequenz und sind flr Zuordnung
zum Al- oder A2-Typ entscheidend, sowie bestimmend fir das Allel B (Abbildung 1). An
Position 245 der Nukleotidsequenz befindet sich beim Genotyp Al die Nukleobase Adenin und
bei A2 Cytosin. Beim Genotyp Al und A2 ist Cytosin an Position 417 zu finden und bei B
Guanin. Abbildung 2 zeigt den Austausch von Aminosduren einiger B-CN Varianten. Die
Nummerierung bezieht sich auf das mature Casein nach Abspaltung der Signalsequenz und der
Wildtyp B-CN A2 wurde als Referenzsequenz genutzt.



226 ccc ttc cct ggg ccc atc cct aac agc ctc cca caa aac atc  cct

271 cct ctt act caa acc cct gtg gtg gtg ccg cct ttc ctt cag cct

316 gaa gta ttg gga gtc tcc aaa gtg aag ggg gct atg get cct  aag

361 cac aaa gaa atg ccc fttc cct aaa tat cca gtt gag ccc ctt act

406 gaa agc cag agc ctg act ctc act gat gtt gaa aat «ctg cac ctt

Abbildung 1. Ausschnitt der Nukleotidsequenz des -CN

Auf Position 245 befindet sich beim Genotyp A1 Adenin und bei A2 Cytosin. Auf Position 417
ist beim Genotyp Al und A2 Cytosin und bei B Guanin zu finden. Die verwendete
Referenzsequenz stammt aus der GenBank® Datenbank des NIH und tragt die Accession
Number M15132.1.
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Arg
Variante B
160
Gln Ser Trp Met His Gln Pro His Gin Pro Leu Pro Pro Thr Val Met Phe Pro Pro Gln
Leu
Variante F
180

Ser Val Leu Ser Leu Ser GlIn Ser Lys Val Leu Pro Val Pro Gln Lys Ala Val Pro Tyr

200
Pro Gln Arg Asp Met Pro lle Gin Ala Phe Leu Leu Tyr Gln Glu Pro Val Leu Gly Pro

209
Val Arg Gly Pro Phe Pro lle lle Val OH

Abbildung 2. B-Caseinvarianten und ihre Aminosauresequenzen nach NGUYEN et al. (2015)
Fur die AL/A2-Typisierung und die Analyse des B Allels relevante Aminosauresubstitutionen

sind hervorgehoben.



Da es zwei Allele des B-Caseingens bei jedem Individuum gibt, kann ein Rind genotypisch
homozygote (A1A1l-, A2A2-Typ) und heterozygote (A1A2-Typ) Anlagen besitzen (SHARMA
etal., 2013; KAMINSKI et al., 2007). Hierbei bezieht sich die Bezeichnung Al bzw. A2 auf die
Auspragung des Caseintyps und nicht allein auf das Allel Al bzw. A2.

Bei der A1-/A2-Typisierung wird mittels PCR untersucht, ob das Basentriplett an Position 67
die Aminosauresequenz fiir die Aminosaure Prolin (A2-Typ) oder Histidin (A1-Typ) kodiert und
es wird keine Unterscheidung der zugrunde liegenden Allele vorgenommen. Zur Analyse der
Kombination der Allele bedarf es einer anderen Untersuchung, wie einer Allel-spezifischen PCR
oder Gelelektrophorese.

2.1.3 Vorkommen der genetischen Varianten

Der bei Rindern beschriebene B-Caseinpolymorphismus ist rassen- und landerabhangig, was auf
die Selektion auf Leistung, die Kreuzungen von Rassen und die Zuchtpolitik im Allgemeinen
zuruickzufuhren ist (EFSA, 2009). Milch europdischer Rinderassen besteht aus einem Gemisch
aus B-CN Al und A2 und reinrassige asiatische, sowie afrikanische Rassen geben ausschlieRlich
A2-Milch (PAL et al., 2015). Die Allele A1 und A2 kommen bei Milchrinderrassen am
haufigsten vor und waren namensgebend fur den Al- bzw. A2-Typ. Das Allel B tritt weniger
haufig und die Varianten A3, C, sowie | treten selten auf. Al, A2, A3, B sind bei Bos taurus und
Bos indicus, D bei Bos indicus und C, E, F, G, H1, H2 und | bei Bos taurus zu finden
(KAMINSKI et al., 2007; FARRELL JR et al., 2004; CAROLI et al., 2016; CAROLI et al.,
2009). Guernsey Rinder zeigen genotypisch eine hohe A2-Héaufigkeit (0,96) (VAN
EENENNAAM & MEDRANO, 1991), Jersey Rinder haben einen geringen Al-Anteil (0,123)
(WINKELMAN & WICKHAM, 1997), bei Holstein-Friesian Rindern ist das Verhaltnis von Al
und A2 relativ ausgeglichen (0,402; 0,598) (KAMINSKI et al. (2006), Brown Italian — wie auch
Brown Swiss — Rinder haben einen relativ hoheren A2-Allelanteil als B und Al (0,69; 0,18;
0,11) (BOETTCHER et al., 2004) und das regionale Fleckvieh zeigt eine A2-Allelfrequenz von
60-80 % (SCHWARZENBACHER; KUCEROVA et al., 2006).

Eine Ubersicht von Rinderrassen und deren linderabhiingige Allelfrequenz des B-CN ist im
Anhang (9) Tabelle 18 aufgefuhrt (EFSA, 2009).



2.1.4 Allergien und Laktoseintoleranz

Eine Kuhmilch(protein)allergie tritt bei 0,7-1,2 % der Erwachsenen und 0,5-7 % aller Kinder
im Alter bis zu 2 Jahren auf. Diese kann, soweit bisher bekannt, durch 25 EiweiRe der Milch
ausgelost werden, aber auch die Verarbeitungstechnologie hat Einfluss auf diese allergene
Wirkung. Nachdem Caseine den grofiten Anteil am Milchprotein haben, sind diese als
Hauptallergen anzusehen. Zur Verminderung beziehungsweise Vermeidung von allergischen
Reaktionen besteht ein Angebot von proteolysierten und dadurch hydrolisierten, sogenannten
hypoallergenen, Produkten (STENZEL, 2016).

Bei Laktoseintoleranz entstehen die klinischen Beschwerden durch Laktosemaldigestion, was
durch angeborenen Laktasemangel, Laktosamie, primére und sekundare
Milchzuckerunvertraglichkeit hervorgerufen werden kann (STENZEL, 2016). Ungeféhr 20 %
der Amerikaner und Nordeuropder, sowie der Grofdteil der restlichen Welt, weist eine
Laktosemalabsorption auf (TURNBULL et al., 2015).

Das Casein der Milch von Mensch, Ziege und Schaf gehdrt dem A2-&hnlichen Typ an, denn es
tragt an Position 67 der Aminosdurekette Prolin. Viele laktoseintolerante Menschen sind
beschwerdefrei nach Konsum von A2-Milch, was eher eine Eiweillunvertraglichkeit als eine
Laktoseintoleranz urséchlich vermuten lasst (PAL et al., 2015; JIANQIN et al., 2015).

2.1.5 Bioaktive Peptide

Milchproteine enthalten in ihrer primdren Struktur Abschnitte, welche biologische und
funktionelle Aktivitat besitzen, wenn sie durch Proteolyse freigesetzt werden. Diese sogenannten
bioaktiven Peptide sind in Lebensmitteln enthalten, werden aber auch vom Korper selbst
produziert. Solange sie ein Teil der Gesamtsequenz des Proteins sind, sind sie inaktiv, werden
jedoch durch Abbauvorgidnge wahrend des Verdauungsprozesses oder der Fermentation
freigesetzt und dadurch in ihre aktive Form Uberfiihrt. Dies geschieht mittels Hydrolyse durch
Verdauungsenzyme, durch proteolytische Mikroorganismen oder durch proteolytische Enzyme
von Pflanzen. Die aktiven Produkte kdnnen positive, wie auch negative Wirkungen auf das
Nerven-, Immun-, Verdauungs- und das kardiovaskulare System haben (KAMINSKI et al.,
2007; KORHONEN & PIHLANTO, 2006; EFSA, 2009).
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Seit Ende der 1990er Jahre wird ein Zusammenhang zwischen dem Konsum von A1-Milch und
dem Entstehen von Diabetes Mellitus Typ 1 (DM-1), kardiovaskul&ren Erkrankungen, Autismus,
Schizophrenie und dem plétzlichem Kindstod diskutiert (ELLIOTT etal., 1999; MCLACHLAN,
2001; SUN et al., 1999; SUN & CADE, 1999; SUN et al., 2003). Es wurden einige wenige
wissenschaftliche Studien durchgefuihrt, welche aber teils widerspriichliche Ergebnisse lieferten
(KAMINSKI et al., 2007).

Bei der Digestion von Milch des Al-Typs entsteht im Dinndarm das bioaktive Peptid
BCM-7, welches sich von Aminosdure 60 bis 66 erstreckt. Das Peptid bindet an
p-Opioidrezeptoren der Zellen des darmassoziierten Immunsystems, der Epithelzellen im
Bereich der Krypten, sowie der enterischen Neuronen, hat dadurch eine morphinartige Wirkung
und kann Ursache von Verdauungsbeschwerden sein (PAL et al., 2015; EFSA, 2009). Die
enzymatische Hydrolyse erfolgt zwischen Position 66 und 67 (Abbildung 3) (CAROLI et al.,
2016; CAROLI et al., 2009; EFSA, 2009). Die Aminosaure Prolin des A2-Typs erschwert die
enzymatische Hydrolyse wahrend des Verdauungsvorganges an dieser Stelle und dadurch wird
das Entstehen von BCM-7 verringert oder gar vollstandig unterdriickt (EFSA, 2009). Bei
Al-Milch kann die Bildung von BCM-7 bis zu 4-mal héher sein, als beim A2-Typ (KAMINSKI
etal., 2007). Grundsétzlich ist die Menge des entstehenden BCM-7 vom Proteingehalt und somit
auch von Rasse, individuellem Status, Fltterung, Gesundheitszustand, Laktationsstatus und
Standardisierungsprozessen abhangig. Auch das Al-/A2-Verhaltnis und die individuelle
Darmgesundheit des Konsumenten haben Auswirkungen (PAL et al., 2015; SMIT, 2003). Des
Weiteren ist zu beachten, dass nicht nur aus Rohmilch, sondern aus jeglichen caseinhaltigen
Milchprodukten, wie auch Joghurt und Kése, BCM-7 freigesetzt werden kann (FITZGERALD
& MEISEL, 2003).
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B-CN A2-Typ

DO EEEEEEE

Hydrolyse
B-CN Al-Typ
66 67
T Hydrolyse T
BCM-7

DOOOOOC

$ erschwerte Hydrolyse

Abbildung 3. Entstehung von BCM-7 nach KAMINSKI et al. (2007)
Die Pfeile zeigen die Positionen, an denen die hydrolytische Spaltung erfolgt. Der

durchgestrichene Pfeil symbolisiert die erschwerte Hydrolyse bei -CN des A2-Typs.
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2.2  A2-Milch

Unter A2-Milch wird Milch mit einem ausschlieBlichen Vorkommen des -CN vom Typ A2
verstanden. Anfang der 1990er Jahre kam das Thema dieser geslinderen ,,Urmilch®, die
ernahrungsphysiologisch vorteilhaft sein und bestimmten Krankheiten vorbeugen solle, auf
(ELLIOTT et al., 1999; MCLACHLAN, 2001). Im Jahr 2000 wurde in Neuseeland die a2 Milk
Company gegrundet, drei Jahre spater kam die A2-Milch dort auf den Markt und das
Unternehmen erreichte im Jahre 2016 einen Borsenwert von einer Milliarde australischer Dollar
(RIESBERG, 2017). Inzwischen gibt es A2-Milch in Australien, GroRbritannien, den
Niederlanden und auch in Deutschland ist dieses Produkt seit dem Jahre 2018 in den Regalen
regionaler Supermarkte zu finden (REIMINK, 2017; LUTKE HOLZ, 2018; FENEBERG, 2018;
REWE, 2018).

Landwirte kommen dem Interesse von Kunden und Lebensmittelindustrie immer mehr nach,
stellen ihre Betriebe auf reine A2-Milchbetriebe um und kdnnen Milch-ab-Hof fiir einen héheren
Preis anbieten (RIESBERG, 2017; REIMINK, 2017).

Zuchtstationen bieten reinerbige A2A2 Bullen an und je nach Zuchtprogramm kann innerhalb
von 4-10 Jahren eine komplette Umstellung einer Herde erfolgen (RIESBERG, 2017;
WOODFORD, 2007).

2.2.1 Kontroverse Diskussion

Spétestens seit Veroffentlichung des Buches ,,.Devil in the milk* von Keith Woodford, in
welchem ein gesundheitlich nachteiliger Effekt durch den Konsum von Milch mit
B-Caseinanteilen vom Typ Al postuliert wird, gibt es eine kontroverse Diskussion (ber die
erndhrungsphysiologische Bedeutung des B-CN (KAMINSKI et al., 2007; WOODFORD, 2009).

Im Auftrag der Fronterra Gruppe, einem der weltgroRten Milchkonzerne Neuseelands, wurde
eine Studie dazu veroffentlicht. Es wurde kein Zusammenhang zwischen Milchkonsum und dem
Entstehen bestimmter Krankheiten gesehen, und es wurde Kritik an den verwendeten Daten (iber
die Al-Verteilung in Rinderbestdnden gelibt, da diese zu begrenzt und moglicherweise
unglaubwurdig seien (KAMINSKI etal., 2007; TRUSWELL, 2005).
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MCLACHLAN (2001) verwendete in seiner Arbeit Daten eines Projekts der World Health
Organisation MONitoring in cardiovascular surveys (WHO MONICA), die nur begrenzt einen
Zusammenhang zwischen dem Konsum von Milchproteinen und Todesféllen durch koronare
Herzerkrankungen (CHD) in 18 verschiedenen Landern (Australien, Island, Irland, Osterreich,
Kanada, Danemark, Finnland, Frankreich, Israel, Japan, Neuseeland, Norwegen, Schottland,
Schweden, Schweiz, GroRbritannien, USA, (West)Deutschland) zeigten. Die Daten brachten
Anstieg und Riickgang der Mortalitat durch diese Erkrankung tber die Zeit zum Ausdruck. Diese
Arbeit sei fehlerhaft, da Kaseverzehr nicht berticksichtigt wurde, wobei drei weitere Arbeiten
das Vorkommen von BCM-7 in Kése bestatigen (NORRIS et al., 2003; MUEHLENKAMP &
WARTHESEN, 1996; JARMOLOWSKA et al., 1999).

TRUSWELL (2005) beurteilte die Hypothese, dass A1-Milchkonsum zu DM-1 und CHD fihrt
als unglaubwirdig, da die untersuchte Landerzahl zu gering sei. Es schlug prospektive, besser
standardisierte und zeitlich ausgedehntere Studien an Individuen vor, da Tiermodelle mit fir
Diabetes anfalligen Nagetieren unpassend seien (KAMINSKI et al., 2007).

Die European Food Safety Authority (EFSA) untersuchte 2009 die Herkunft und Entstehung von
BCM-7, verwandten Peptiden und den Polymorphismus des $-CN. Es folgte die Analyse vor
und nach dem Verdauungsvorgang und Einflisse des Umfelds des Menschen. Betrachtet wurde
auch die Absorption tber die intestinale Schleimhaut, der Abbau, die Aufnahme ins Blut und der
Ubertritt der Blut-Hirn-Schranke. Es konnte zum damaligen Zeitpunkt kein Zusammenhang
zwischen oraler Aufnahme von BCM-7 oder verwandten Peptiden und der Entstehung von
Krankheiten erkannt werden. Gleichzeitig wurde aber die Notwendigkeit von weiteren Studien
und detaillierteren Daten festgestellt (EFSA, 2009).

Im Allgemeinen darf nicht auler Acht gelassen werden, dass Milch eines der &ltesten
Nahrungsmittel weltweit ist und viele Inhaltsstoffe enth&lt, welche der menschlichen Gesundheit
von immensem Nutzen sind. Milchproteine, beziehungsweise ihre Derivate, haben einen hohen
nutritiven, sowie biologischen Wert und ihnen werden antikarzinogene, antihypertensive,
immunmodulatorische,  antimikrobielle,  antikariogene, sowie  hypocholesteramische
Eigenschaften zugeschrieben. Es kommt zu einer Reduktion gesundheitlicher Risiken und
Krankheiten wie zum Beispiel Krebs, sowie kardiovaskulare Erkrankungen wird vorgebeugt
(DAVOODI et al., 2016).
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2.3 Nachweisverfahren

2.3.1 Sequenzierung der Milchproteine

Die erste Studie zur Nomenklatur von Milchproteinen erschien im Jahre 1956 (JENNESS et al.,
1956). In den 1970er Jahren wurde die Primarstruktur analysiert und RIBADEAU et al. (1972),
sowie GROSCLAUDE et al. (1972) beschaftigten sich mit den p-Caseinvarianten und

-sequenzen.

Die Sequenzen und ihre Nomenklatur wurden im Laufe der Zeit standig erweitert, Uberarbeitet
und dienen als Grundlage fiir alle weiteren Analyseverfahren des f-CN (CARLES et al., 1988;
DONG & NG-KWAI-HANG, 1998; HAN et al., 2000; VISSER et al., 1995; YAN & WOLD,
1984).

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.3.2.1 Allgemeines

Kerry Mullis amplifizierte im Jahr 1983 erstmals DNA in vitro und erhielt 10 Jahre spéter daftr
den Nobelpreis fur Chemie. Das Originalprotokoll der PCR wurde im Jahr 1985 veroffentlicht
(SAIKI etal., 1985). Seither entstanden viele Abwandlungen dieses Protokolls und die PCR wird
in der Molekularbiologie, der Forensik, der Zellbiologie, der Medizin, der Immunologie und der
(Gen)Diagnostik verwendet. Es werden kleinste Mengen DNA aus verschiedensten
Untersuchungsmaterialien gewonnen und vervielfaltigt. Die Polymerase-Kettenreaktion erlangt
ihren Namen durch die exponentielle Vermehrungsrate der DNA, ist gunstig, zweckmalig,
schnell, einfach und kann einen hohen Probendurchsatz bewéltigen (MAURER, 2006; MULLER
& PRANGE, 2016).
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2.3.2.2 Prinzip

Die PCR ahmt in vitro die VVorgange nach, die bei der Vervielfdltigung von DNA in vivo
ablaufen. Eine bestimmte Sequenz der DNA, welche von Startermolekdlen (Primern) eingerahmt
ist, wird amplifiziert. Die enzymatisch wirkende DNA-Polymerase ist ein Protein, welches an
den Primern eines Einzelstrangs der Zielsequenz ansetzt und mit den freien im Reaktionsgemisch
vorhandenen Nukleotiden einen komplementéren Strang bildet. Primer sind spezifische,
synthetische Oligonukleotidmolekiile und die Matritze, auch Template genannt, ist die
Zielsequenz der DNA. Nukleotide sind Bausteine der DNA und werden von den Nukleobasen
(Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin), Zucker und Phosphat gebildet. Durch ein zyklisches
Wiederholen der drei unten aufgefiihrten Reaktionsschritte einer PCR im Rahmen eines
definierten Temperaturregimes kommt es zur Vervielfaltigung des Templates (MULLER &
PRANGE, 2016).

Die PCR setzt sich aus drei Schritten zusammen:

Bei 95 °C kommt es zur Denaturierung der komplementaren DNA-Doppelstrange und es

entstehen einzelstrangige DNA-Matrizenmolekiile.

Beim Annealing wird die Temperatur auf circa 55 °C heruntergesetzt und die Primer binden am
3’-und 5"- Ende der Matrize. Dieser VVorgang wird Hybridisierung genannt und funktioniert nur,
wenn die  Primer zur  Matrizensequenz ~ komplementdar  sind  und  sich
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Nukleobasen ausbilden kénnen. Die Polymerase

beginnt freie Nukleotide anzubauen und stérkt somit die VVerbindung.

Bei der Elongation oder Extension verlangert die DNA-abhéngige Polymerase beim erneuten
Temperaturanstieg auf 72 °C weiter den Strang mit freien zur Matrize komplementéren

Desoxynucleosid-Triphosphaten bis sie abféllt.
Ein einziges DNA-Molekil zu Beginn dieser beraus sensitiven Untersuchungsmethode ist

theoretisch ausreichend, um bei 30 Zyklen 10° Kopien der Matrize herzustellen (MULLER &
PRANGE, 2016).
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2.3.2.3 PCR-Techniken

2.3.2.3.1 Konventionelle PCR

Zum Nachweis einer definierten DNA-Sequenz kann eine qualitative PCR durchgefuhrt werden

und zur Mengenbestimmung des Templates greift man auf die quantitative PCR (qQPCR) zurtick.

Bei der konventionellen PCR folgt auf die Polymerase-Kettenreaktion die Darstellung der PCR-
Produkte durch elektrophoretische Auftrennung, Anféarben mit Ethidiumbromid und
Visualisierung mittels UV-Licht (BUSCH, 2010).

2.3.2.3.2 Real-Time-PCR

Eine Real-Time-PCR bietet die Mdglichkeit, die Entstehung des Amplikons online und in
Echtzeit zu detektieren. Weiterhin ist eine Quantifizierung der PCR-Produkte wesentlich exakter
maoglich als in einer konventionellen PCR, was durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen
ermdoglicht wird. Diese kdnnen direkt oder an spezielle Sonden gebunden der Reaktion zugesetzt
werden (MAURER, 2006).

Die Fluoreszenz kann wéhrend der PCR gemessen werden, ist direkt proportional zur
Amplikonmenge und bei graphischer Darstellung bildet die x-Achse die Zeit und die y-Achse
die Fluoreszenz ab. Der Wert des Cycle threshold (Ct) oder Crossing point (Cp) beschreibt die
Zyklenzahl, bei welcher die Hintergrundfluoreszenz uberschritten und das Ergebnis als positiv
definiert wird. Diese Hintergrundfluoreszenz wird von der Negativkontrolle definiert und als
Schwellenwert oder Threshold bezeichnet. Je mehr Template zu Beginn der PCR vorhanden ist,
desto geringer ist die Zyklenanzahl, bei der das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz
uberwindet (MAURER, 2006; MULLER & PRANGE, 2016).

Bei SYBRGreen handelt es sich um einen interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, der sich in
doppelstrangige DNA einlagert. Diese Eigenschaft ist vergleichbar mit Ethidiumbromid, das in
der konventionellen PCR zur Detektion der PCR-Produkte in einem Agarose-Gel eingesetzt
wird. In der ungebundenen Form zeigt SYBRGreen nur eine geringe Grundfluoreszenz. Erst

durch Einlagerung in den DNA-Doppelstrang erlangt es seine volle Strahlkraft (WITTWER et
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al., 2013). Je mehr Amplikon im Laufe der Reaktion gebildet wird, desto starker nimmt die
Fluoreszenz zu. Gemessen wird die Fluoreszenzzunahme am Ende der Elongationsphase eines
jeden Zyklus (BUSCH, 2010). Die Detektion des PCR-Produktes erfolgt im Rahmen einer
Schmelzkurven-Analyse, die sich an die zyklische Phase der Reaktion anschlielt. Das
Reaktionsgemisch wird dazu langsam bis auf 95 °C erwarmt und die Fluoreszenz kontinuierlich
gemessen. Wird die Schmelztemperatur des Produktes, die von seinem G/C(Guanin/Cytosin)-
Gehalt bestimmt wird, erreicht, l6st sich der Doppelstrang. Dadurch wird augenblicklich das
gebundene SYBR-Green freigesetzt und es kommt zu einem massiven Abfall der Fluoreszenz.
Aus diesem Abfall, der innerhalb kurzer Zeit entsteht, wird rechnerisch ein Schmelzpunkt
generiert, der spezifisch fur das PCR-Produkt ist (KUBISTA et al., 2006).

Im Gegensatz zur SYBR-Green-basierten Real-Time-PCR verwenden sondengestitzte Systeme
das spezifischere FRET-Prinzip (Forster Resonance Energy Transfer) zur Detektion und
Quantifizierung des PCR-Produkts. Dieses Prinzip wird sowohl beim Einsatz von
Hybridisierungssonden als auch bei der Verwendung von Hydrolysesonden genutzt. Die
zusétzlich zu den Primern verwendeten Hybridisierungssonden sind dadurch charakterisiert, dass
sie am 3'- bzw. 5"-Ende mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (CAPLIN et al., 1999; JU et
al., 1995; BUSCH, 2010; MULLER & PRANGE, 2016). Binden die Sonden an das DNA-
Template und werden sie durch UV-Licht angeregt, so kommt es zur Energielibertragung
zwischen den beiden Farbstoffen. Dies fuhrt zur Entstehung von langerwelligem UV-Licht,
welches von der optischen Einheit des Cyclers detektiert werden kann. Die Menge der
gebundenen Sonden entspricht der Menge des entstehenden PCR-Produktes und eine
Quantifizierung wird somit ermdglicht (MULLER & PRANGE, 2016). Da die Sonden am Ende
der zyklischen Phase der PCR noch intakt sind, ist anschlieBend die Charakterisierung des PCR-
Produktes uber eine Schmelzkurvenanalyse moglich. Durch langsame Erh6hung der Temperatur
bei kontinuierlicher Detektion der Fluoreszenz wird die Temperatur ermittelt, bei der die Sonden
schlagartig vom Amplikon abschmelzen und die Fluoreszenz somit abfallt. Dieser
Fluoreszenzabfall wird anschlielend rechnerisch als Schmelzpeak dargestellt. Diese Art der
Schmelzkurvenanalytik ermdglicht auch die Detektion von Mutationen im Bereich des
Amplikons. Unterscheiden sich Wildtyp und Mutanten durch einen Basenaustausch, so fuhrt dies
zu einer Erniedrigung des Schmelzpunktes fur die Mutante. Die Sonden sitzen in diesem Fall
nicht mehr passgenau und somit wird weniger Energie in Form von Warme bendtigt, um ein

Abschmelzen zu provozieren und damit den Fluoreszenzabfall zu bedingen (BUSTIN, 2000).
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Dieses System wird in der vorliegenden Arbeit zur Detektion von B-CN B verwendet. Haufig
kommt es aber beispielsweise auch in der Krebsdiagnostik zum Einsatz (SCHOPPER, 2016).

Das FRET-Prinzip wird auch beim Einsatz von Hydrolysesonden wie zum Beispiel beim
TagMan-System verwendet (BUSCH, 2010). Allerdings bedingt hier die rdumliche N&he des
ersten Fluoreszenzfarbstoffes (Quencher) zum zweiten zundchst eine Unterdriickung der
Fluoreszenzemission. Durch die Exonukleaseaktivitat der Taq-Polymerase, wird die Sonde
abgebaut. Der Quencher entfernt sich raumlich vom Fluorophor, das nun seine volle Strahlkraft
erlangt (MULLER & PRANGE, 2016). Die Hydrolyse der Sonden wihrend der
Elongationsphase fuhrt zu einem irreversiblen Abbau der Farbstoffe (WITTWER et al., 2013).
Aus diesem Grund kann das System der Hydrolysesonden zur Detektion und Quantifizierung
jedoch nicht fur eine Schmelzkurvenanalytik genutzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden

Hydrolysesonden verwendet, um eine Al-/A2-Typisierung des 3-CN durchzufiihren.

2.3.2.4 B-Caseintypisierung mittels PCR

Die PCR wird bei der Analyse des B-CN hdufig verwendet und es kommen die verschiedensten
Methoden sowohl zur Bestimmung des Caseintyps als auch zur Bestimmung der zugrunde

liegenden Allele zum Einsatz (Tabelle 2).
Bemerkenswert ist, dass in der verfugbaren Literatur die Begriffe des Caseintyps bzw. der

Allelvarianten nicht sauber definiert verwendet werden, sodass es zum Teil schwierig ist, die

dort getroffenen Aussagen nachzuvollziehen und zu bewerten.
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Tabelle 2. Publizierte PCR-Nachweise des f-CN

PCR-System Nachweis von -CN Referenz
Bidirektionale Allel-spezifische PCR B DAMIANI et al.
(1992)
Allel-spezifische PCR Al, A2, A3, A5,B  LINDERSSON et al.
(1995)

Reverse-Transkriptase(RT)-PCR, Rapid komplette Sequenz
Amplification of Complementary DNA

Real-Time-PCR, Schmelzkurvenanalyse Al, A2, B
TagMan-Real-Time-PCR Al-/A2-Typisierung
Single Strand Confirmation Al, A2, A3,B,C, I
Polymorphism
Amplification Refractory Mutation B, Nicht-B
System PCR
Amplification Created Restriction Site Al, A2
PCR
Restriktionsfragmentlangen- Al, A2, A3,B

polymorphismus
Restriktionsfragmentlangen- Al, A2

polymorphismus

Allel-spezifische PCR Al, A2
Restriktionsfragmentlangen- Al, A2, A3, B, F, H1,
polymorphismus H2, |
hochauflésende Schmelzkurvenanalyse Al, A2

KLOTZ et al. (2000)

EINSPANIER et al.
(2001)
MANGA &
DVORAK (2010)
JANN et al. (2002)

RINCON &
MEDRANO (2003)
MCLACHLAN
(2003)
KUCEROVA et al.
(2006);
MISHRA et al.
(2009); KAMINSKI
et al. (2006)
KEATING et al.
(2008)
MASSELLA et al.
(2017)
SHARMA et al.
(2013)
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2.3.3 Probenmaterial Milch

Die Milch gesunder Kiihe enthalt weniger als 100.000 Zellen/ml, welche sich aus abgestorbenen
Epithelzellen, polymorphkernigen  Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten
zusammensetzen. Bei einer Mastitis kann der Zellgehalt bis tiber 1.000.000/ml steigen. Somit
gilt die Zellzahl als Indikator fur die Eutergesundheit und ist ein Qualitatsfaktor fir die
Weiterverarbeitung der Milch (FEHLINGS & BAUMGARTNER, 2016). Beeinflussende
Faktoren fir die Zellzahl sind Spezies, Zucht, Milchausbeute, Laktationsstatus, Melktechnik,
Stress und individuelle Veranlagung (POKORSKA et al., 2016).

Im Gegensatz zu Blut (4-12 Mio. Leukozyten/ml) (KRAFT, 2005) enthalt Milch — vor allem
wenn sie von eutergesunden Kihen stammt — nur wenige Zellen. Daher wird bei der DNA-
Extraktion hdufig mit groRen Volumina bis zu 250 ml gearbeitet (PLATH et al., 1997).
Erschwerend kommt hinzu, dass Milch verschiedene Inhibitoren enthalt, die zum einen die
DNA-Extraktion negativ beeinflussen kénnen, zum anderen hemmend auf die PCR wirken.
Milch enthalt Inhibitoren wie Fett, Proteinase und Ca?*-lonen, welche die DNA-Ausbeute in
Quantitdt und Qualitat erschweren (WILSON, 1997). Der Vorteil ist, dass Milch als

Probenmaterial tierfreundlich, in der Alltagsroutine und kostengunstig gewonnen werden kann.

2.3.4 Probenvorbereitung

Die Etablierung einer PCR, die eine hohe Spezifitat und Sensitivitat aufweist, beginnt bereits bei
der Probenaufarbeitung und der DNA-Extraktion. Vor allem wenn nur geringe DNA-Mengen in
der zu untersuchenden Matrix erwartet werden kdnnen, ist die VVorbereitung von entscheidender
Bedeutung. Es kommt besonders darauf an, die DNA in einem kleinen VVolumen einzuengen, um
eine fiir die PCR ausreichende Konzentration zu erhalten. Das konkrete VVorgehen kann daher je
nach Lebensmittel variieren (MAURER, 2006; MULLER & PRANGE, 2016).

Es sind kommerzielle Extraktions-Kits erhéltlich, welche aber nicht zwangslaufig fur alle

Probenmatrices passend sind und individuell optimiert werden missen (MAURER, 2006). Fir

die Aufbereitung von Milch wurden bisher folgende VVorgehensweisen beschrieben:
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Nach dem maglichst keimfreien Gewinnen der Milch kann diese bei -20 °C eingefroren oder bei
baldiger Verarbeitung bei 4 °C gelagert werden.

Vor der Extraktion missen die somatischen Zellen der Milch in einem geringen Volumen
eingeengt werden. Die Aufkonzentrierung kann mittels Anreicherung, Immunocapture, und
Zentrifugation erreicht werden (MAURER, 2006; MULLER & PRANGE, 2016). Beim
Probenmaterial Milch werden je nach Studie 10-250 ml bei 4-20 °C und 400-7.000 x g fur
10-30 min 1-2 x zentrifugiert. Die Fettschicht wird mit einer sterilen Impfschlinge entfernt und
der Uberstand abgegossen oder mit der Pipette entnommen. Das Zellpellet wird im GefiR
belassen, beziehungsweise in ein neues Eppendorf Reaktionsgefal tiberfiihrt. Anschlieffend kann
es zur Aufbewahrung eingefroren werden (POKORSKA et al., 2016; USMAN et al., 2014;
PSIFIDI et al., 2010; PLATH et al., 1997).

Die Zelllyse kann mithilfe von Hitze, Chemikalien, Detergenzien, L&sungsmitteln oder
Enzymen wie Lysozym durchgefiihrt werden (MAURER, 2006; MULLER & PRANGE, 2016).
Zur Gewinnung der DNA aus den somatischen Milchzellen wird ein Lysispuffer (TRIS-HCI,
SDS, MgCl,, NaCl, DMSO, Aceton) und/oder Proteinase K zum Pellet gegeben. Es folgt eine
Inkubation bei 42—70 °C fur 15 min bis hin zu mehreren Stunden. In diesem Zeitraum l6sen sich
die DNA-Protein-Aggregate (POKORSKA et al., 2016; PSIFIDI et al., 2010; PLATH et al.,
1997).

Die Trennung der DNA von Proteinen und Inhibitoren wird mithilfe von Waschpuffern
(Guanidin, Ethanol, Isopropanol, Natriumacetat, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
Ethylendiamintetraacetat (TE=TRIS/EDTA) und Ethylendiamintetraacetat (EDTA),
phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), Guanidinium-HCI-Puffer) oder einer Phenol-
Chloroform-Extraktion (1:1) durchgefihrt. Somit wird das Milchcasein gelost und durch
Schwenken resuspendiert. AnschlieBend folgen Zentrifugationsschritte bis der Uberstand,
welcher jeweils abgegossen wird, klar wird. Die Silikagelmembransdulen absorbieren die DNA
und sind damit eine weitere Moéglichkeit, die DNA von Inhibitoren und Proteinen zu separieren
(POKORSKA et al., 2016; PSIFIDI et al., 2010; PLATH et al., 1997; USMAN et al., 2014).

AnschlieBend wird die DNA mit einem (vorgewadrmten) Elutionspuffer (TRIS-HCI) oder

destilliertem Wasser behandelt, bis zu 10 min inkubiert, zentrifugiert und somit eluiert. Der

22



Elutionsschritt kann fiir eine hohere Ausbeute wiederholt oder mit geringerem Puffervolumen
eine hohere Konzentration der gewonnenen DNA erreicht werden. Der DNA-enthaltende
Uberstand kann bei 4 °C gelagert werden (POKORSKA et al., 2016; USMAN et al., 2014;
PSIFIDI et al., 2010; PLATH et al., 1997).

2.3.5 Gelelektrophorese

Neben der Chromatographie, ist die Elektrophorese die am h&ufigsten verwendete Methode zur
Trennung von Nukleinsauren, Glykanen, Proteinen und Peptiden. Elektrophoretische
Trennmethoden werden in die (Zonen)Elektrophorese, Isotachophorese
(Gleichgeschwindigkeitselektrophorese)  und  Isoelektrische  Fokussierung  unterteilt
(WESTERMEIER, 2016).

Bei der Gelelektrophorese wird ein Gel definierter PorengrofRe und Dicke verwendet und zur
Untersuchung von Proteinen werden vorwiegend Agarose- und Polyacrylamidgele benutzt
(WESTERMEIER, 2016).

Das Gesamtprotein weist je nach zugrundeliegendem B-Caseinallel eine variierende Sequenz auf
und bedingt unterschiedliche elektrophoretische Eigenschaften, tber welche sich die B-CN

auftrennen lassen. Bis dato sind in der Literatur folgende Protokolle beschrieben:

HECK et al. (2009) und IGGMAN et al. (2003) verwendeten zur Untersuchung von B-CN in
Milch eine Kapillar(zonen)elektrophorese und analysierten die Varianten A1, A2 und B. Bei der
Kapillargelelektrophorese werden Kapillaren mit Polymeren, zum Beispiel Polyacrylamid,
gefullt. Man erhélt einen erhohten Molekularsiebeffekt und somit eine bessere Trennschérfe als
bei der Elektrophorese (GEY, 2015). Die Kapillarzonenelektrophorese optimiert diese
Eigenschaften noch weiter (CAMILLERI, 1997).

Eine weitere Moglichkeit zur Analyse des 3-CN ist die Isoelektrische Fokussierung, welche eine
hohe Trennleistung durch ihren Bandenscharfungseffekt zeigt (WESTERMEIER, 2016).
EINSPANIER et al. (2001) wies mit dieser Methode die B-Caseinvarianten Al, A2, B und C
nach, ebenso wie KLOTZ et al. (2000), der eine IEF mit immobilisiertem pH-Gradienten (IPG)
mit Milch durchfuhrte. CAROLI et al. (2016) quantifizierte nach einer IEF mit einem System
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zur automatischen Bildanalyse und untersuchte die Varianten A1, A2, A3 und B. Bei einer IPG-
IEF sind die Ampholyten stabil in das Gel eingebunden. Sie zeigt eine hohe Auflésung und
Ladekapazitét, eine einheitliche Leitfahigkeit und Pufferkapazitat, eine definierte lonenstarke
und einen vollstéandig beseitigten kathodischen Drift (BJELLQVIST et al., 1982).

Fur die Gelelektrophorese kann Probenmaterial, wie Milch und Blut, nach Probenvorbereitung
direkt verwendet werden. Der isoelektrische Punkt ist der Bereich auf dem Gel, bei welchem die
Nettoladung des Proteins bei einem Wert von 0 liegt und die Wanderung zum Stillstand kommt.
Die Proteine werden somit je nach Ladung, sowie Masse aufgetrennt und es entstehen durch
Féarbung sichtbare Banden (WESTERMEIER, 2016).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Aceton 99,8 % Chemsolute®
Ammoniumpersulfat (PER)
Anoden-/Kathodenflussigkeit IEF

as-CN Kuhmilch

B-CN Kuhmilch

B-Laktoglobulin (B-LG) Kuhmilch

N, N-Methylen-bis-acrylamid (BIS) 30 % w/v
DNeasy® Blood & Tissue Kit
Dithiothreitol (DTT)

Eisessig 96 %

Ethanol 99,5 %

Glycerol

Harnstoff/Urea 60,06 M

lonenfanger Serdolit MB-2
Kupfersulfatpentahydrat

Methanol 99,8 % Chemsolute®
phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)
Protease-Inhibitor-Cocktail

Repel-Silane

Serva Blue G

Servalyt pH (2-4, 2-9, 4-5, 5-6, 5-8) 40 % w/v

TagMan® Universal Mastermix

Trichloressigsaure (TCE)
N, N, N, N"- Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
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Th. Geyer, Renningen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Fa. Qiagen, Hilden
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
VWR, Belgien, Leuven
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Th. Geyer, Renningen
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
LKB, SWE-Bromma
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Fa. Thermo Fisher Scientific,

US-Waltham
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg



Thermo Scientific Absolute gPCR Mix Fa. Thermo Fisher Scientific,
US-Waltham

3.1.2 Milchproben

Es wurden von insgesamt 488 Milchkiihen aus 10 verschiedenen bayerischen Betrieben
Einzelgemelksproben a 20 ml zu Beginn der Melkzeit gewonnen. Die Rassen verteilten sich wie
folgt: 222 Braunvieh, 96 Fleckvieh, 122 Schwarzbunte Holstein-Friesian, 6 Rotbunte Holstein-

Friesian und 42 Schwarzbunte Holstein-Friesian-Jersey-Kreuzungen.

Des Weiteren wurden Tankmilch, Vorzugsmilch, traditionell hergestellte frische Milch, langer
haltbare frische Milch (ESL), A2-Wohlftihimilch und haltbare fettarme Milch (UHT) aus dem

Handel untersucht.

Rohmilchproben fur die Gelelektrophorese und die Zellpellets fur die DNA-Extraktion wurden

bis zur Weiterverarbeitung eingefroren.

Als Referenzmaterial dienten 94 Proben des Lehr- und Versuchsgutes OberschleiBheim, die von

zwei verschiedenen akkreditierten Laboren auf ihren B-Caseinallelstatus hin geprift wurden.

3.1.3 Gen- und Aminosauresequenzen

Gen GenBank Accession Number M15132.1 (Hereford, mRNA CDS
complete), KC993858.1 (Holstein, mRNA CDS complete),
M16645.1 (MRNA CDS complete, Grundlage fiir Abbildung 4)
Aminoséuren UNIPROT P02666.2 (UNIPROT, 1989)
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3.1.4 PCR-Primer und -Sonden

Primer Fa. TIB MOLBIOL, Berlin
Al-/A2-Typisierung (MANGA & DVORAK, 2010)
Forward Primer 5 -CTTTGCCCAGACACAGTCTCTAGT-3

Reverse Primer 5"-GCACCACCACAGGGGTT-3

B-CN B (EINSPANIER et al., 2001)

Forward Primer 5'-CAGGATAAAATCCACCCCTTT-3’

Reverse Primer 5'-GGGGAACAGGCAGGAC-3’

Sonden Fa. TIB MOLBIOL, Berlin
Al-/A2- Typisierung: TagMan (MANGA & DVORAK, 2010)

A2 5-YAK-TGGACCCATCCCTAACAGCCTCCC-BBQ-3
Al 5-FAM-CTGGACCCATCCATAACAGCCTCCCA-BBQ-3

B-CN B Hybridisierungssonde (EINSPANIER et al., 2001)
5'-LC640-CCTGACTCTCACTGATGTTGAAAATCTGC-PH-3’
5-TTGAGCCCTTTACTGAAAGCCAG-Fluorescein-3’

3.1.5 Losungen und Puffer

Gelelektrophorese

Katalysatoren
PER 65 mg
A. dest 125 ul
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Gelstammldsung

Harnstoff 60,06 M

Glycerin 87 % w/w

Acrylamid + BIS Fertigldsung 30 % w/v
Agqua bidestillata (A. bidest.)

Serdolit

Gel

Gelstammldsung
Ampholyte 40 % w/v
TEMED

PER

Pufferlosung

Glycerin 87 % w/w
Harnstoff 60,06 M

DTT

Aqua destillata (A. dest.)

Probenpraparation
Pufferldsung
Rohmilch

Proteinase-Inhibitor

Pufferldsung
Rohmilch Schaf, Ziege

Proteinase-Inhibitor

Pufferldsung
B-CN

Proteinase-Inhibitor
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Pufferldsung
(ls'CN

Proteinase-Inhibitor

Pufferldsung
B-LG

Proteinase-Inhibitor

Pufferldsung
gefriergetrocknete Neuseeland A2-Milch

Proteinase-Inhibitor
Pufferldsung
acetongetrocknetes Referenzmaterial

Proteinase-Inhibitor

Coomassie-Blau-Farbung

Eisessig 20 %
Eisessig 96 %
A. dest.

Fixierldsung
TCE
A.dest

Entfarbeldsung
Methanol 50 %
Eisessig 20 %
A. dest.
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Farbeltsung 1
Coomassie Blau G 250
Methanol 90 %

Farbeldsung 2
Kupfersulfatpentahydrat
Eisessig 20 %

Farbeldsung
Farbeldsung 1
Farbeldsung 2
Entfarber

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Elektrodenstreifen electrode wicks

300 x 6 x 1 mm

Filterpipettenspitzen filter tips Biosphere®
0,5-20, 2-100, 20-300, 100-1000 pl
Geltrégerfolie Gel Fix for PAG

Handschuhe puderfrei Latex Kolibri
Handschuhe puderfrei Vinyl 2000 PF
Impfschlingen 1 pl steril

PCR 8er Streifen Vertiefungen und Kappen
tube strip, cap strip

Pipettenspitzen Labsolute® dispenser tips 0,5 ml
Pippettenspitzen 20, 200, 1000 pl
Prégerbandstreifen Dymoband
Probenapplikatoren Sample Application Piece
Reaktionsgefal Safe Seal 0,5 und 1,5 ml
Reaktionsgefal’ Safe Lock 1,5 ml

Rdéhrchen 12 mi

Rdéhre 30 ml

30

60 ml
60 mi
60 mi

Serva, Heidelberg

VWR, Ismaning

Serva, Heidelberg

IGEFA, Ahrensfelde
Meditrade, Kiefersfelden
Sarstedt, Nimbrecht
BlOplastics, NL — Landgraaf

Th. Geyer, Renningen

Brand, Wertheim

Dymo, POL — Poznan

GE Healthcare, SWE — Uppsala
Sarstedt, NUmbrecht
Eppendorf, Hamburg

Kuhnle, Karlsruhe

Sarstedt, NUmbrecht



R6hre 50 ml Greiner
R6hre 50 ml

3.1.7 Gerate

Elektrophoresekammer

Multiphor Il Electrophoresis Unit
Gefrierschrank

Gefrierschrank

Glasexsikkator

Heizblock, Aluminiumblock
Kreisschuttler

Kihl- und Gefrierkombination
Kihlschrank

Kihlthermostat 2219 Multitemp 11
thermostatic circulator

Light Cycler 480 11

Magnetrihrer RH basic

PCR Platte

PCR Platten Zentrifuge Plate Spinner
Pipette Rainin Lite XL S 0,5-10 pl
Pipetten Eppendorf

0,5-10, 10-100, 50-200, 100-1000 pl
Gummiwalze

Sicherheitswerkbank Holten LaminAir
HV Mini PCR vertical flow cabinet
Sicherheitswerkbank Secuflow
Spektrophotometer Nanocolor UV/VIS
Stepper HandySteps® 10-50 pl
Stromquelle Electrophoresis

Power supply EPS 3501 XL
Vakuumventil

Vortexer Reax 2000
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Merck, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

LKB, SWE — Bromma

Liebherr, Ochsenhausen
Siemens, Minchen

Glaswerk Wertheim, Wertheim
Grant, Cambridge

GFL, Burgwedel

Bosch, Kempten

Liebherr, Ochsenhausen

LKB, SWE — Bromma

Roche, CH - Basel

IKA, Staufen

BlOplastics, NL — Landgraaf
VWR, Ismaning

Rainin, Mettler Toledo, Giel3en

Eppendorf, Hamburg

Hama, Monheim

Thermo Fisher Scientific,

US — Waltham

Waldner, Wangen
Macherey-Nagel, Diiren
Brand, Wertheim

Amersham pharmacia, biotech,
GB — Amersham

Lenz, Wertheim

Heidolph, Schwabach



Vortex Genie 2

Vortex VF2

Waage AT 200

Waage Monobloc
Wasserwaage
Zentrifuge Mikro 120
Zentrifuge Multifuge 3L
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Scientific Industries, US — New York
IKA, Staufen

Mettler Toledo, GieRen

Mettler Toledo, GieRen

Stabila, Annweiler am Trifels
Hettich, Tuttlingen

Heraeus, Hanau



4 Methodik und Ergebnisse

4.1  Probenvorbereitung und DNA-Extraktion

4.1.1 Optimierung

Als Ausgangsbasis fiir die DNA-Extraktion wurde das DNeasy® Blood & Tissue Kit von Qiagen

und das Aufbereitungsprotokoll fiir Zellkulturen verwendet.

Um der Frage einer fir die PCR ausreichende Menge an DNA nachzugehen, wurden
Milchmengen von 2 ml, 5ml und 10 ml aufbereitet und die PCR-Ergebnisse miteinander
verglichen. Beim Einsatz von 10 ml Rohmilch wurde der niedrigste C-Wert erreicht, welcher
sich bei 5 ml um eine Einheit und bei 2 ml um zwei Einheiten erhéhte. Durch den Einsatz einer

héheren Milchmenge konnten mehr Zellen und somit deren DNA gewonnen werden.

Es wurde zudem der Einfluss der Lagerungsdauer (12 Stunden, 36 Stunden, 9 Tage) von
Rohmilch auf die PCR getestet, wobei sich zeigte, dass eine Lagerung von bis zu neun Tagen

keinen negativen Einfluss auf die DNA-Extraktion und die Ergebnisse der PCR hatte.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Konservierungsarten auf den Cycle threshold untersucht.
Dabei wurde gekiihlte mit eingefrorener Rohmilch, sowie ein eingefrorenes Zellpellet nach
einem Zentrifugationsschritt verglichen. Das eingefrorene Pellet hatte die niedrigsten Ci-Werte
und liegt dabei zwei bis drei Einheiten unter denen der eingefroren und frischen Rohmilch.

Einflisse durch unterschiedliche Einstellungen bei der Zentrifugation auf die DNA-Ausbeute
bei der Extraktion wurden ebenfalls analysiert. Die Milch wurde bei 1.920 x g fir 10 min und
bei 3.420 x g fir 20 min zentrifugiert. Durch eine hohere Zentrifugalbeschleunigung und eine
verlangerte Zeit konnten nicht mehr Zellen pelletiert werden und die in der PCR erzielten

CWerte verbesserten sich nicht.

Es wurde der Einsatz von Einzelpellets, sowie von Poolproben resultierend aus zwei

Einzelpellets und deren Auswirkungen auf den CiWert der PCR gegenubergestellt. Das
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Einzelpellet resultierte hierbei aus der Zentrifugation von 10 ml Milch und durch
Zusammenfihrung von zwei Pellets ergab sich eine Poolprobe. Die Poolprobe erzielte eine

Senkung des Ci-Wertes von rund einer Einheit.

Zuletzt wurde der Einfluss von Ethanol, welches gekuhlt und ungekihlt bei der Extraktion
eingesetzt wurde, verglichen und die PCR-Ergebnisse analysiert. Die Lagerung fand hierbei bei
Raumtemperatur und im Gefrierschrank bei -20 °C statt. Die Verwendung von gekihltem

Ethanol wahrend der Extraktion verringerte den C-Wert um rund eine Einheit.

4.1.2 Protokoll

Das folgende Protokoll wurde basierend auf den Versuchen zur Optimierung der
Probenvorbereitung, sowie der DNA-Extraktion und der Auswertung dieser Ergebnisse
angefertigt. Die Rohmilch wurde bei 1.920 x g 10 min zentrifugiert, die Fettschicht wurde mit
einer sterilen Impfschlinge geldst und mit dem Uberstand dekantiert. Das Zellpellet wurde bei
-20 °C konserviert und fur die Weiterverarbeitung anschlieend wieder aufgetaut. Nach Zugabe
von 200 pl PBS (9,55 g/l) wurde es resuspendiert und in ein 1,5 ml RNA-, DNA- DNase- und
Inhibitor-freies SafeSeal Reaktionsgefal tberfuhrt. Zum Pellet wurden 20 ul Proteinase K und
200 ul Lysis-Puffer (Buffer AL) hinzugegeben und gevortext. Es folgte eine Inkubation auf dem
Heizblock bei 56 °C fur 10 min, anschlieend wurden 200 ul gekihltes Ethanol 99,8 %
hinzugegen und erneut gevortext. Mittels Pipette wurde die Probe in eine DNeasy mini spin
column, einer silikabasierten Séule, gegeben und bei > 6.000 x g 1 min zentrifugiert. Das
Sammelréhrchen mit Durchfluss wurde entfernt, die Sdule in einem neuen Sammelréhrchen
platziert und 500 ul Waschpuffer 1 (Buffer AW1) hinzugegeben. Es wurde abermals bei
> 6.000 x g 1 min zentrifugiert, der Durchfluss entfernt und die S&ule in ein neues Rohrchen
gegeben. Dann wurden 500 pl Waschpuffer 2 (Buffer AW2) beigefiigt und bei 20.000 x g 3 min
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen, die Saule in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal
gegeben und 100 ul Elutionspuffer (Buffer AE) zentral auf die Saule hinzugefugt. Es folgte ein
letzter Zentrifugationsschritt bei > 6.000 x g 1 min, nach welchem die S&ule entfernt und das
gewonnene Eluat bis zu einer Woche bei 4 °C gelagert oder fiir langere Konservierung bei

-20 °C eingefroren wurde.
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Zeigten sich in der Real-Time-PCR Fluoreszenzsignale, die sich nicht von der Negativkontrolle
eindeutig differenzieren lieBen, wurden zwei Einzelpellets gepoolt.

4.2  Messung der DNA-Konzentration und -Reinheit

Die Eigenschaft der Nukleinséure, Licht mit einer Wellenldange von 260 nm (Azs0) maximal zu
adsorbieren, ermdglicht eine Konzentrationsbestimmung mithilfe eines Spektralphotometers.
Fur die Messung wurde eine Quarzkivette verwendet, welche selbst kein Licht adsorbiert.
Doppelstrangige DNA erreicht bei einem Gehalt von 50 pg/ml einen Adsorptionswert, die
sogenannte optische Dichte (OD), von 1. Mit der Messung bei einer Wellenldange von 280 nm
(A2s0) werden Proteinriickstande ermittelt und der Quotient aus Azso/Azso gibt die Reinheit der
Losung wieder. Der Reinheitsgrad sollte bei DNA uber einem Wert von 1,9 liegen und Werte
unter 1,5 sprechen fur Verunreinigungen (BUSCH, 2010).

DNA-Konzentration [pug/pl]: (Azs0 x V x U) / 1000
V: Verdunnungsfaktor (100), U: Umrechnungsfaktor (50 bei doppelstrangiger DNA)

DNA-Qualitat: A2s0/A2s0

Es wurden 30 Proben aus Einzelpellets und 3 gepoolte Proben nach der Extraktion des
Referenzmaterials mit einem Verdinnungsfaktor von 100 auf ihre DNA-Konzentration und

-Qualitét hin untersucht.

4.2.1 Ergebnisse

Bei der Messung der Adsorption der Proben bei einer Wellenldnge von 260 nm ergaben sich
Werte zwischen 0,002 und 0,028 und fir Azgo lagen diese in einem Intervall von 0,001-0,031.
Aus diesen Werten wurde die DNA-Qualitat berechnet (Azeo/A2g0), welche zwischen 0,9 und 2
lag. Zuletzt wurde der DNA-Gehalt ermittelt, welcher sich im Bereich von 0,01 und 0,14 pg/ul
befand.
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Die Extrakte aus gepoolten Einzelpellets zeigten nur bei einer Einzelgemelksprobe den
doppelten DNA-Gehalt und keine der 3 Proben lag Uber den durchschnittlichen Werten der
Einzelpellets. Die Qualitat von 21 Einzelgemelksproben lag unter einem Wert von 1,5 — dies

spricht fir eine Verunreinigung durch Protein (Anhang (9) Tabelle 19).

4.3 PCR-Kontrollen

Als Negativkontrolle wurde zum Reaktionsgemisch anstelle von Template Wasser hinzugeflgt.
Dadurch konnte eine Verunreinigung des Reaktionsgemisches mit DNA und daraus folgendes

falsch positives Ergebnis ausgeschlossen werden.

Als Positivkontrolle wurde Referenzmaterial des Lehr- und Versuchsgutes Oberschlei3heim
verwendet. Diese Milchproben wurden zur Uberpriifung der Funktion des Reaktionsgemisches

und der PCR eingesetzt.

4.4  Primer- und Sondendesign

Zur Al-/A2-Typisierung wird das TagMan-System mit Hydrolysesonden verwendet. Diese
Sonden tiberlappen den Nukleotidaustausch und weisen je nach Typ das zugehorige Basentriplet
in ihrer Sequenz auf (Al: cat, A2: cct). Es werden das Fluorophor FAM fir den A1-Typ bzw.
YAK fiur den A2-Typ und BBQ Quencher als Akzeptorfarbstoffe eingesetzt. Die Signalemission
kann am Ende jedes Zyklus detektiert werden. Ein positives Signal wird somit beim A1A1-Typ
bei der FAM-Detektion (465-510 nm) und beim A2A2-Typ bei der YAK-Detektion
(533-580 nm) generiert. Beim ALA2-Typ entsteht bei beiden Kanélen eine Fluoreszenzkurve,
welche die Hintergrundfluoreszenz tiberwindet. Das TagMan-System schlie3t keine gesonderte

Schmelzkurvenanalytik an die PCR an.

Zur Differenzierung des -CN B von Al und A2 wird in dieser Arbeit eine Real-Time-PCR mit
Hybridisierungssonden durchgefiihrt. Es wird der Farbstoff Fluorescein an der Donorsonde und
LC Red 640 an der Akzeptorsonde verwendet. Lediglich die Akzeptorsonde erstreckt sich tiber
den Nukleotidaustausch (Allel B: agg, Allel Al, A2: agc). Bei der angeflgten

Schmelzkurvenanalyse entsteht durch die jeweilige Nukleotidzusammensetzung eine typische
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Schmelzkurve mit einem Peak bei rund 57 °C fiir das B-CN B und bei rund 66 °C fur die Allele
Al und A2. Graphisch wird di