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SUMMARY

SUMMARY

Colonizationof the intestine with Fl 8 fimbriated Escherichia coli (ECFI8) bacteria is a

causa! event in the developmentof oedemadisease and post-weaning diarrhoeain pigs.
Susceptibility to colonization depcnds on the presence of a reeeptor structure allowing
adherence of ECF18 to small intestinal brush borders. Expression of the reeeptor is

genetically controlled by the ECF18 reeeptor (ECF18R) locus whereby the allele for

determining the expression (B) is dominant over the allele determining absence (b) of

the reeeptor. The ECF18R locus has been genetically mapped to the halothane linkage
group (BAL) on porcinc chromosome6 (SSC6) in the immediate proximity of blood

group Inhibitor locus S.

Using a positional candidate approach, a( 1.2)fueosyltransferase genes (FUT1, FUT2)
involved in the expression of the ABO blood group system in humans, were chosen as

candidate. genes for the BCF18R gene. Isolation of the FUT1 and FUT2 genes from a

porcine genomic library allowed physical mapping of these genes to chromosomal

region SSC6ql.l by fluorescent in situ hybridization (FISH). Sequence analysis of the

porcine a(l.,2)fticosyltransferasegenes revealed two polymorphismsat bp 307 (M307)
and bp 857 {M.857) of the FUJI coding sequence (CDS). A guanine (G) to adenine (A)
transition at bp 307 (h43()f and \f30~1) cosegregates with ECF18R allel.es for

susceptiblility (13) or resistance (h) to adhesion of small intestinal brush borders,
respectively,by Fl8 fimbriated E. coli. Analysis of the M30? mutation by PCR-RFLP

in Swiss Landrace families, compromizing 221 progeny. showed close linkage with the

ECF18R locus, that controls resistance and susceptibility to ECF18 adhesion and

colonization, as well as with the blood group Inhibitor S locus. A high linkage
disequilibrium of M307-ECF18R in Large White pigs allows the use of the M.307

mutation in this breed as a tool for marker-assisted selection of animals, resistant to

colonization with ECF18 bacteria. A high frequency o( the M307° allele, associated

with ECF18 adhesion. predicts (hat less than 10% of the Duroe, Landrace and

Hampshire populationwill be resistant for oedemadisease.

The a(L2)fncosyltransferasesform blood group antigert structures, present on cell

membranes and in secretions. A Northern blot analysis showed that both FUTJ and

FUT2 RNA is expressed in the poreme small intestine. Fl 77 expression in intestinal

mueosa is present in all resistant and susceptible animals whereas expressionof FUT2 is
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absent in some susceptible animals. However, all animals expressing FUT2 present

erythrocyte antigens of the blood group AO system, an event genetically controlled by
the S locus.

In the Fl/Fl gene, the guanosine to adenosine transition at nucleotide 307 results in an

alanine to threonine Substitution at amino aeid 103. In animals that express FUT1 but

not FUT2 RNA in the intestinal niueosa, o(1.2)fucosyltransferase activity leveis are

associated with ECF18 adhesion. Intestinal scrapings from animals of the Aß()7n
genotype are resistant to adhesion and show a(l,2)fueosyltransferasc activity
comparable to backgroundlevel. Genotypeswith at least one M3070 allele, correlating
to susceptibility, have significantly higher a( l,2)fucosyltransfcrase leveis. Moreover,

when testing lysates of eukaryoticcells transfected with FUT1 construets, transfeetants

with construets encoding threonine at amino aeid position 103 show a >50% decrease in

activity opposed to construets encoding alanine. This suggests that the FUT1 gene, and

speeifieally the \I30~ mutation. may have lünctional consequences for adhesion of

ECF1.8 bacteria in the small intestine.

The expression studies suggest that the FUT2 gene controls A and 0 type I antigen
presence in serum and on erythrocyt.es. However, type I antigens are not converted into

Lewis antigen, as is the case in humans. To understand the absence of Lewis type I

antigen in pig serum, we isolated the a( l,3/4)fucosyltransferase (Lewis) gene. By

comparing the amino aeid sequence to other a(L3) and a(L4)fucosyl(ransferases,it
could be predicted that the porcine Lewis (FUT3) en/yme is unable to use type I

structures for Lewis blood group antigen synthesis. Results of this sequence analysis
and the mapping of FUT3 to SSC2q2.1-2.2 suggest that FUT3 may be the orthologueto
the aneestral gene of the Fl TU FUT5 and FUT6 gene Cluster in human.

The epistatic function of the S locus (Fl1772") and the A-transferase locus was caused by
the requirement of a(L2)fücosylated precursor structures for the action of A-

transferase. We isolated an a( l.3)N-acct>lgalaetosamin\ltransferase cDNA (AO), only
expressed in intestines of animals possessing A-antigen structures. The en/yme was

shown to speeifieallyuse fucosylcd 1.2)galactopyranoside as aeceplor for UDP-GalNAc

transfer whereas unlücosylated phenyt-ß-D-galactopyranoside could not serve as an

aeeeptor. Together with the mapping of the cDNA to the q-arm of chromosome L in the

same segment (SSClq2.1.3) as the erythrocyte antigen A locus, these experiments
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contirm the describcd a(l,3)N-acetylgalactosaminyltransferasecDNA to represent the

A-transferase locus.

This study providesgood data that the Füll gene controls expressionof antigen 0 and

ECE18 reeeptors on enterocytes. Further, presence of type I antigens A and 0 in serum

and on erythrocytes is determined by expression of FUT2 and AO genes (representing
the 5 and EAA loci, respectively), while activity of the FUT3 (Lewis) gene product,
however, seems to be restricted to type II glyeoconjugatestructures.
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Die Besiedlung des Dünndarms mit Escherichia coli Bakterien vom Fi.mbrient.ypFl8
(ECF1.8) ist das Schlüsselereignis bei der Entwicklung der Odemkrankheit und des

Absetzdurchfallsbeim neonatalen Ferkel. Die Empfänglichkeit für eine Besiedlung ist

abhängig von der Ausprägung einer Re/eptorstruktur(ECFI.8R) im Bürstensaum der

Entero/yten des Dünndarms, an die ECF18 binden und sieh unkontrolliert vermehren

können. Die Expression des ECF18R ist vom ECF1.8 Rezeptor-Locus (ECF18R)
genetisch kontrolliert, wobei das Allel für die Bildung des Rezeptors (B) dominantüber

das Allel für dessen Absenz (b) ist. Der ECFFS'/FLocus wurde genetisch in die

Halothan-Ropplungsgruppe(UAL) auf dem Schweinechromosom 6 (SSC6) in der

unmittelbarenNähe des Blutgruppeninhibitor-Locns5 kartiert.

Aufgrund der vergleichenden Genkarte mit dem Mensch und der Tatsache, dass

kohlenbydrathaltige Strukturen sowohl für Blutgruppenanligene (ÄBO-System)als auch

für Rezeptoren für pathogene Keime verantwortlich sein können, erschienen zwei

a(l,2)-Fucosyltransferase-Gene(FÜF1, FI/72) gute Kandidaten für den ECF18R-

Locus zu sein. Wir isolierten die Ff/77- und FITU-Gene aus einer

schweinespezifischen genomischen DNA-Library und kartierten die Gene mittels

Fluoreszenz in situ Hybridizierung physisch auf dem chromosomalen Segment
SSCöql.l, wo zuvor auch ECE18R lokalisiert wurde. Die Sequenzierung der FUEF

und Ft/72-Genezeigte zwei Polymorphismen auf Position 307 (M307) und 857 (M857)
der FUFI kodierenden Sequenz. In beiden Fällen handelte es sich um eine G->A

Nukieotid-Transition. Eine Studie an total 221 Tieren einer Schweizer Landrasse

Familie zeigte, dass eine starke Kopplung zwischen dem FT/77 ¥.307-, dem ECF18R-

und dem cLLocus besteht. Darüber hinaus bestand in der Landrasse, beim Edelschwein

und beim Duroc einer 100-prozentigeAssoziationzwischen dem M307 -Allel und dem

EC7F/8R ß-Allel. Schätzungen über die Allelfrequenz ergaben, dass bei Duroc. der

Landrasse und beim Hampshire weniger als 109? der Tiere über eine genetisch
determinierte Resistenz gegenüber einer F co//-F"18 Besiedlung verfügen.
Die a(L2LFucosyltransferasen sind für die Ausprägung von ßlutgruppcnantigen-
Strukturen auf Zelloberflächen und in Körperflüssigkeiten verantwortlich. Die

funktionelle Relevanz der FF/7- und FF'FJ-Gene für die ECF18R- und rv-Loci wurde

mittels RNA-Analysen und Enzym-Aktivitat-Studien untersucht. Mittels Northern
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Blöding konnten wir FUEF und FF72-Transkripte im Dünndarmepithelnachweisen.
FfF/V-mRNA konnte bei allen Tieren, sowohl den resistenten als auch den

empfänglichen, in gleicher Menge nachgewiesenwerden, während FFT2-m.R.NA nur

bei Tieren mit den Erythrocytenantigenender Blutgruppen A und 0, die vom 5-Locus

kontrolliert werden, vorhanden war. FF72-Exprcssion in Dünndarm war keine

Voraussetzung für eine ECF'1.8-Adhäsion.

Im FUTE-Gcn bewirkt die G->A Transition in Position 307 ein Änderung von Alanin

nach Threonin in Position 103 der erwarteten Aminosäuresequenz.In Lysaten von

Darmepithelgewebevon Tieren, die Fl FF, aber nicht FFF2-mRNA bilden, ist die

a(l,2)-Fucosyltransferase-Aktivität assoziert mit der ECFIR-Adhäsion. Empfängliche
Tiere mit wenigstens einem M30?J-M\e\ zeigten eine significant höhere

Fucosyltransferase-Aktivität als resistente Lere ( \{307M).
In einem ex-vivo Testsystem mit eukaryolisehen Zellen, die entweder FUTl-103lhieonin
oder 1.03' an,n überexprimierten, konnte dieser Trend bestätigt werden. Aus diesen

Ergebnissen schliessen wir, dass das FLU /-Gen. und speziell das M307c'-A\\c\. eine

funktionelle Bedeutungfür die ECFI8 -Adhäsion im Dünndarm hat.

Aus unseren FF72-Expressionsstudicn folgerten wir, dass der 5-Blutgruppenlocus
identisch mit FFT2 sein könnte. In diesem Fall würde man das Typ 1-Lcwis-

Blutgruppenantigen im Serum und auf Erylhrocyten erwarten. Stattdessen ist aber nur

sein Vorläufer, das Typ LAntigen 0 vorhanden. Wir bestimmten die Sequenz des

porcinen Lewis-Gens (cd l,3)-Fucosyltransferase. FUT3) und fanden, dass das porcine
Lewis-Enzym keine Affinitätzu Typ LStrukturen.sondern nur zu Typ II-Strukturen hat.

Diese Charakteristik und die Kartierung von FÜT3 auf SSC2q2.1-2.2lassen vermuten,
dass im Schwein nur das orthologeGegenstückzum Vorläufergen der humanen Ff/77,
FUE5 und FUT6 existiert.

Die epistatische Wirkung des BlutgruppeninhibitorS-Locus (Ff 72) auf die Bildung
von Typ 1 A-Antigenenberuht auf der o( L2)Fueosylierung von Typ LStrukturen und

der Wirkung von der A-Transferase. Durch Überexprimterung der porcinen a(L3)N-
Acetyl-galaetosaminetransferascin eukarvotisehenZellen konnten wir eine spezifische
Affinität für Fucosyl-a( l,2)-galactopyranosid als Akzeptor für einen UDP-N-Acetyl-
galactosamin-TransFei: zeigen, während der nicht iücosyliertc Akzeptor Phenyl-ß-D-
galactopyranosid unverändert blieb. Die Kartierung dieses Gens in die Region des
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Blutgruppenantigen 7-Locus (SSClq.2.13) war ein weiterer Hinweis dafür, dass die

porcinea( 1,3)N-Acetyl-galactosaminyl-Transferaseden 70-Locus repräsentiert.


