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Zusammenfassung

Ein 21-jahriges Fjordpferd wurde mit chronischem Ikterus zur weiteren Diagnostik Uberwiesen. Klinische und serumbiochemische Parame-
ter waren abgesehen vom lkterus und dem erhéhten unkonjugierten Bilirubinwert normal. Die Bilirubinkonzentration konnte durch die ora-
le Gabe von Phenobarbital gesenkt werden. Ein beim Menschen vergleichbares Krankheitsbild mit chronischem Ikterus sind sowohl das
Gilbert-Meulengracht- als auch das Arias-Syndrom, die durch einen identischen Enzymdefekt hervorgerufen werden. Das hier untersuchte
Pferd zeigte entsprechend dem Gilbert-Meulengracht-Syndrom eine unkonjugierte Hyperbilirubinémie und ansonsten normale Leberpara-
meter. Fir das Kandidatengen UGT1AT wurden auf genomischer DNA des erkrankten Fjordpferdes und eines Vergleichspferdes sémtliche
Exons mit Exon-Intron Ubergéingen und untranslatierten Bereichen sequenziert. Polymorphismen wurden identifiziert. Einer erscheint rasse-
spezifisch. Die Kausalitét des anderen fir das Krankheitsbild konnte nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen durch
RNA-konservierende Gewebeproben fir cONA Analysen sind daher notwendig, um die genetischen Ursachen des chronischen Ikterus zu
klgren.
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Gilbert’s-, Arias’- or a still unknown syndrome - chronic icterus in a Norwegian Fjord Horse

A 21-year-old Norwegian Fjord Horse was presented due to chronic icterus. A complete clinical examination and serum biochemical eva-
luation was performed. Only icterus with unconjugated hyperbilirubinemia was present. The serum concentration of bilirubin could be
decreased by oral induction therapy with phenobarbital. In human, a similar clinical picture is caused by Gilbert-Meulengracht- and Ari-
as-syndrome, which both originate from the same enzyme deficiency. The presented horse showed an unconjugated hyperbilirubinemia
and otherwise normal parameters of hepatic function, according to the Gilbert-Meulengracht-syndrome, where the enzyme deficiency is
only partial. All exons, exon-intron boundaries and untranslated regions of the candidate gene UGT1A1 were sequenced on genomic DNA
of the affected horse and an unaffected control horse. One of the identified polymorphisms seems to be specific to the breed. The causa-
lity of another identified polymorphism for the presented disease could not be proven for sure. Therefore, further cDNA analyses with RNA

preserving tissue samples are necessary to completely understand the genetic cause of chronic jaundice in horses.
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Einleitung

Der lkterus ist ein bei verschieden Erkrankungen auftretendes
Symptom. Als chronisches Geschehen beim Pferd wurde der
Ikterus von Divers (1983) und Schusser et al. (2007)
beschrieben. Die zundchst offensichtlichen Verfarbungen der
Schleimhéute werden durch eine erhéhte Konzentration von
Bilirubin verursacht, einem Abbauprodukt des roten Blutfarb-
stoffs Hamoglobin.

Die Lebenszeit der zirkulierenden Erythrozyten betrdagt etwa
150 Tage (Sellon 2004). Danach werden sie in der Milz
abgebaut. Aus dem Hamoglobin, welches beim Abbau
anfallt, wird Uber Zwischenstufen Bilirubin, eine gelbliche
Substanz, gebildet. Dieses ist als unkonjugiertes Bilirubin
(indirektes Bilirubin) gut in Fett (lipophil), aber sehr schlecht in
Wasser 18slich. Zum Transport im Blut muss es deshalb an
Albumin gebunden sein. Unkonjugiertes Bilirubin wird
danach in der Leber durch das Enzym UDP-Glucuronosyl-
transferase an Glucuronsdure gekoppelt (konjugiert). In die-
ser wasserldslichen Form wird es als ,direktes Bilirubin”
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bezeichnet, da es nicht mehr an Albumin gekoppelt und
direkt ohne Lésungsvermitiler in wéssrigem Medium 18slich
ist. Es kann mit der Galle in den Darm ausgeschieden wer-
den. Im Darm wird Bilirubin Uber Urobilinogen (Mesobilirubi-
nogen und Stercobilinogen, lat. stercus = Stuhl) zu Urobilin
und Stercobilin Uberfihrt. Etwa 10% des in den Darm abge-
gebenen Bilirubins werden im lleum reabsorbiert und unter-
liegen einem enterohepatischen Kreislauf (Barfon 2005). Der
Hauptanteil wird mit dem Kot ausgeschieden und nur ein
geringer Teil wird als Urobilinogen Gber die Harnwege elimi-
niert. Bei Leberfunktionsstérungen werden diese Produkte ver-
mehrt Gber den Urin ausgeschieden.

Der Normalwert des Gesamtbilirubins im Serum liegt beim
Pferd unter 2,8 mg/dl (47,9 umol/l, Bilirubin direkt < 0,6
mg/dl, Synlab. Vet, Augsburg). Bei einer Hyperbilirubingmie
kommt es zum lkterus, wobei sich ab einem doppelten Nor-
malwert zuerst die Skleren und spéter die Haut gelb verfér-
ben. Bei ausgeprdgter Hyperbilirubingmie verférben sich
durch die massive Einlagerung ins Gewebe nahezu alle
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Organe gelb. Der lkterus kann sowohl hepatischen als auch
prd- oder posthepatischen Ursprungs sein. Beim hepatischen
Ikterus kédnnen folgende drei Stoffwechselabléufe gestort sein:
1) Die Bilirubinaufnahme in die Leberzelle, 2) die Bilirubin-
konjugation, Ausléser sind hier héufig Gendefekte der betei-
ligten Enzyme, vor allem der UDP-Glucuronosyliransferase
(Crigler-Najjar-Syndrom Typ Il = Arias-Syndrom, Gilbert-
Meulengracht-Syndrom), 3) der Transport von konjugiertem
Bilirubin aus der Leberzelle.

Die humanen Syndrome Gilbert-Meulengracht sowie Crigler-
Najjar Typ | und Typ Il werden durch verschiedene Mutationen
innerhalb der UDP-Glucuronosyliransferase Genfamilie
(UGT1A) verursacht (Kadakol et al. 2000). Diese Enzyme sind
Bestandteile des Glucuronidierungsstoffwechsels, durch den
kleine lipophile Molekile wie Bilirubin in wasserlésliche, aus-
scheidbare Metaboliten transformiert werden. UGT1A ist eine
komplexe Genfamilie, die verschiedene UDP-Glucuronosyl-
transferasen kodiert. Die zugehérigen Gene bestehen aus
ieweils funf Exons, wobei 13 unferschiedliche erste Exons
jeweils alternativ mit den gemeinsamen Exons 2-5 verbunden
werden (UGTTA1 - UGTTA13) und somit unterschiedliche
Enzyme produzieren. Von diesen 13 Varianten sind neun
akfiv. Jedes der aktiven ersten Exons wird von einem eigenen
Promotor reguliert. Mutationen, die jeweils zum Crigler-Naj-
jar-Syndrom fihren, wurden in allen Exons von UGT1A1l
beschrieben. Als Ausléser fur das Gilbert-Meulengracht-Syn-
drom sind bisher nur expressionsverédndernde Promotormuta-
tionen bekannt. Beim Pferd wurde das UGT1AT Gen noch
nicht néher beschrieben. Ein zu diesem Gen syntdner
Sequenzbereich wurde auf Pferdechromosom 6 annotiert
(LOC100065342, EquCab?2.0). Neben den Syndromen, die
auf Mutationen des UGT1AT Gens beruhen, gibt es zwei wei-
tere, sehr seltene und rezessiv vererbte humane Erbkrankhei-
ten, die eine konjugierte Hyperbilirubindmie auslésen kon-
nen: das Rotor-Syndrom und das Dubin-Johnson-Syndrom.
Letzteres wird durch Mutationen innerhalb des Canalicular
multispecific organic anion transporter Gens (cMOAT) her-
vorgerufen (Wada et al. 1998). Das Rotor Syndrom konnte
genetisch noch nicht aufgekléart werden.

Fallbericht

Anamnese und Indikationsstellung

Der in der Klinik vorgestellte 21-jshrige Fjordpferd-Wallach
wurde vom Haustierarzt Gberwiesen. Vorberichtlich hatte der
Wallach seit einigen Wochen auffallend gelbe Konjunktiven,
eine wechselnde Kotfarbe und zeigte sich vom Allgemeinbe-
finden geringgradig matt. Die angefertigte Serumbiochemie
ergab einen erhdhten Bilirubin-Gesamt-Wert (9,24 mg/dl),

Tab. 1
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bei ansonsten auch in der Hématologie unverénderten Para-
metern. Der Patient wurde in der Klinik einige Tage beobach-
tet. Bei scheinbar ungestértem Allgemeinbefinden blieben die
Schleimhéute ikterisch.

Diagnostik

Bei rassespezifischer Futterung mit viel Rau- und wenig Kraft-
futter sowie Offenstallhaltung wurden 3 Tage nach stationé-
rer Aufnahme die Werte fur Bilirubin gesamt (7,50 mg/dl)
und Bilirubin indirekt/direkt (6,56/0,94 mg/dl) erneut
bestimmt. Zwei Tage spdter erfolgte eine Null-Probe mit
anschlieBender oraler Gabe von 1,5 g Phenobarbital. In der
Folge wurden Gber einen Zeitraum von 45 Stunden Blutpro-
ben entnommen und ausgewertet (Tabelle 1).

Vier Wochen nach der Entlassung wurde im heimischen Lauf-
stall eine EDTA-Blutprobe entnommen und an das Institut for
Tierzucht und Vererbungsforschung, Stiftung Tierdrztliche
Hochschule Hannover zur weiteren Analytik geschickt.
Gleichzeitig wurden die Bilirubinwerte bestimmt (Bilirubin
gesamt 9,18 mg/dl, Bilirubin indirekt/direkt 8,01/1,17
mg/dl), die weitere Futteraufnahme durch einen Maulkorb
unterbunden und 24 Stunden spdter eine erneute Probe ent-
nommen (Bilirubin gesamt 8,83 mg/dl, Bilirubin
indirekt/direkt 7,89/0,94 mg/dl). Weitere 9 Monate spdter
ergab die Blutuntersuchung folgende Werte: Bilirubin gesamt
8,96 mg/dl und Bilirubin indirekt/direkt 8,08/0,88 mg/dl bei

unverdndert gutem Allgemeinbefinden.

Molekulargenetische Untersuchung
Material und Methoden

Der Pedigree des erkrankten Norwegischen Fjordpferdes lag
bis in die siebte Generation vor. Fir die genetischen Analysen
wurde genomische DNA aus EDTA-Blutproben des erkrankten
Pferdes sowie eines gesunden Kontrollpferdes derselben Ras-
se unter Verwendung des NucleoSpin Kit (Macherey-Nagel,
Diren, Germany) isoliert. Durch eine BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) Analyse wurden die humanen Exons
1-5 von UGT1A1 innerhalb des auf Chromosom 6 lokali-
sierten LOC100065342 in der 6ffentlichen Genomsequenz
des Pferdes (EquCab2.0) identifiziert (Abbildung 1). In den
umliegenden Genomregionen wurden Primersequenzen mit
Hilfe der Software PRIMER3 (http://frodo.wi.mit.edu/pri-
mer3/) fur die Sequenzierung aller Exons, der Exon-Intron-
Ubergénge und der untranslatierten Bereiche erstellt (Tabelle
2). Mit diesen wurden Uber Polymerasekettenreaktionen
(PCRs) alle identifizierten, kodierenden Regionen fur jeweils
das erkrankte Tier und das Kontrolltier auf TProfessional Basic

Bilirubinkonzentration (gesamt, indirekt und direkt) im Serum Uber einen Zeitraum von 45 Stunden nach einmaliger oraler Gabe von

1,5 g Phenobarbital. / Bilirubin concentration (total, indirect and direct) in the serum over a period of 45 hours after a non-recurring oral appli-

cation of 1.5 g phenobarbital.

Probe 0 1 2 3 4 5 6 7

Uhrzeit 13:00 18:00 23:00 4:00 9:00 14:00 19:00 10:00
Bilirubin gesamt mg/d| 7,63 7,90 7,92 7,94 7,60 7,69 5,76 7,52
Bilirubin indirekt mg/dI 6,65 6,91 6,96 6,99 6,67 6,71 4,77 6,36
Bilirubin direkt mg/dl 0,98 0,99 0,96 0,95 0,93 0,98 0,99 1,16
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Tab. 2 Primersequenzen fir die Amplifizierung der kodierenden Bereiche von UGT1AT auf genomischer DNA.
Primer sequences for amplification of the UGTIAIT coding regions based on genomic DNA.

Region Vorwaértsprimer (5'>3’) Ruckwértsprimer (5'>3’) AT P

Promotor, Exon 1 GGGCAAACTTCTGGCTAGT GCCAAAGTATTCACAAGATAAGC 60 942
Exon 2 CAGCTTAATGTATGCAGTCACCA TGAGACCTCCAAGGGAAGTG 60 408
Exon 3-4 ACCCCTGCCAAGATTAGGTT TGAATGCAATGGCCAAAATA 60 757
Exon 5 GCGAGCATAGAGAGGGGATA GATATTGGAAGAAGCAGAAAGCA 60 553

AT: Annealingtemperatur (°C) fir die Amplifizierung, P: ProduktgréBe (Basenpaare, bp)

Thermocycler Gerdten (Biometra, Gottingen, Germany)
amplifiziert. Um die Basenabfolge bei beiden Tieren in den
entsprechenden Genomregionen zu ermitteln, wurden ver-
gleichende Sequenzierungen auf einem MegaBACE 1000
Kapillarsequenzierer (GE Healthcare, Freiburg, Germany)
durchgefiohrt. Fir die Analyse der Sequenzdaten kam die
Sequencher 4.7 Software (GeneCodes, Ann Arbor, USA) zum
Einsatz. AnschlieBend erfolgten Mutationsanalysen zwischen
Fall- und Kontrolltier sowie zu der von einer Englischen Voll-
blutstute stammenden Referenzsequenz (EquCab2.0).
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Abb. T Genmodell fir das UGT1AT Gen auf Pferdechromosom 6,
Position von 20.531.900 bis 20.543.100 bp.

Gene model of the UGTIAT gene located on equine chromosome 6,
positioned between 20,531,900 and 20,543,100 bp.

Ergebnisse

Der Pedigree des erkrankten Pferdes belegt eine mehrfache
Inzucht auf eine gemeinsame Vaterlinie, die mutterlicherseits
siebenmal und véterlicherseits zweimal vorkommt. Da der
Einsatz dieses Vorfahren jedoch mehrere Generationen
zuriickliegt, betréigt der Inzuchtkoeffizient des erkrankten Pfer-

des nur 0,3%.

In der kodierenden Sequenz des erkrankten Pferdes konnte
eine heterozygote Mutation identifiziert werden (Abbildung 2).
Dieser Polymorphismus war innerhalb des ersten Exons von
UGT1AT lokalisiert und fihrt zu einem synonymen Austausch
der in der Referenzsequenz vorliegenden Base Cytosin durch
Thymin (C/C > C/T). Diese Mutation veréndert somit die
Aminoséuresequenz nicht (Basentriplett GCC > GCT). Beide
Tripletts kodieren die Aminosdure Alanin. Das Triplett GCT
kam in den vorliegenden Analysen nur bei dem erkrankten
Pferd vor, nicht bei dem Kontrollpferd oder in der Referenzse-
quenz (Tabelle 3).

Ein zweiter Polymorphismus wurde in der nicht kodierenden
Sequenz des vierten Introns von UGT1A1 identifiziert (Abbil-
dung 2). Bei dieser Mutation erfolgt ein homozygoter Basen-
austausch von Guanosin nach Adenosin (G/G > A/A) bei
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beiden Fjordpferden im Vergleich zur Referenzsequenz
(Tabelle 3). Der offene Leserahmen (ORF) des UGT1A1 Gens
wurde fir das Pferd anhand der Genmodelle fir den Men-
schen und andere Sdugetiere sowie der SpleiB-Erkennungs-
stellen innerhalb der in dieser Studie sequenzierten genomi-
schen Bereiche abgeleitet und auf eine Gréfle von 1.602
Basenpaaren bestimmt, bestehend aus dem kodierenden
Bereich von Exon 1 (864 bp), Exon 2 (132 bp), Exon 3 (88
bp), Exon 4 (220 bp) und dem kodierenden Bereich von Exon
5 (298 bp).
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Abb. 2 Sequenzchromatogramme der Polymorphismen fir die

Referenzsequenz, das erkrankte Pferd und das Kontrollpferd gleicher
Rasse (Norwegisches Fjordpferd). Die Referenzsequenz ist die ffent-
lich verfigbare Sequenz der Englischen Vollblutstute ,Twilight” (Equ-
Cab2.0). Bild A zeigt den Sequenzbereich des nur beim erkrankten
Pferd vorhandenen Basenaustauschs in Exon 1. Bild B zeigt den
Bereich des Polymorphismus in Intron 4. Introns eines Gens tragen
nicht zur Proteinsynthese bei und werden daher als nicht-kodierend
bezeichnet. Da dieser intronische Polymorphismus auBerdem sowohl
beim erkrankten Pferd als auch beim gesunden Kontrollpferd vor-
kommt, ist von einer rassetypischen Mutation auszugehen, die in kei-
nem Zusammenhang mit der Krankheit steht.

Sequence chromatograms of the polymorphisms for the reference
sequence, the affected horse and the unaffected control horse of the
same breed (Norwegian Fjord Horse). The reference sequence pre-
sents the openly available genetic sequence of the Thoroughbred
mare “Twilight” (Equ-Cab2.0). Image A shows a sequence section
including the base exchange within exon 1 of UGTIAI. This polymor-
phism was only found in the affected horse. Image B shows a sequen-
ce section including the base exchange within infron 4. Introns of
genes do not contribute fo the protein sequence and therefore are
regarded as non-coding. In addition, this polymorphism was present
in the affected and the unaffected Norwegian Fjord Horse as well,
indicating a breed specific mutation rather than a disease specific one.

Pferdeheilkunde 26



Gilbert-Meulengracht-, Arias- oder ein noch unbekanntes Syndrom - chronischer Ikterus bei einem Norwegischen Fjordpferd

Tab. 3 Identifizierte Mutationen im UGTTA1 Gen. Die Region innerhalb des UGT1AT Gens, die offizielle Polymorphismennomenklatur, die Aus-
wirkungen auf Proteinebene und die Genotypen der Polymorphismen fur das erkrankte Pferd, das gesunde Kontrollpferd gleicher Rasse und die
dffentliche Referenzsequenz sind dargestellt. Da intronische Sequenzen im Kérper nicht zur Proteinsynthese genutzt werden, sondern allenfalls regu-
latorische Elemente enthalten veréindert der Polymorphismus in Intron 4 von UGT1AT1 das zugehdrige Protein nicht. Da auBBerdem sowohl der
gesunde als auch der erkrankte Norweger dasselbe Allel zeigen und damit von der Referenzsequenz (Englisches Vollblut) abweichen, ist davon
auszugehen, dass es sich lediglich um einen rassetypischen Polymorphismus handelt, der keine Relevanz fir das Auftreten der Erkrankung hat.

Mutations identified within the UGT1AT gene. The regions within UGT1AI, the official polymorphism nomenclature, and the impact on the ami-
no acid sequence are given, as well as the polymorphism genotypes for the affected horse, the unaffected control horse of the same breed and
the reference sequence. Intronic sequences are not used for protein synthesis, but may contain regulatory elements. The polymorphism within
intron 4 of UGTIAI therefore does not change the protein structure. Furthermore, the affected as well as the unaffected Norwegian Fjord Hor-
se show the same alleles at this position, but differ from the reference sequence (Thoroughbred). Therefore it can be assumed that this lymor-

phism is a breed specific one without any relevance for the examined disease.

Region Polymorphismus Protein Erkranktes Pferd (N)  Kontrollpferd (N) Referenzsequenz (EV)
Exon 1 FN665649:9.118C>T Ala -> Ala c/T c/C c/C
Intron 4 FN665650:9.55G>A A/A A/A G/G

N: Norweger, EV: Englisches Vollblut

Diskussion

Innerhalb des Kandidatengens UGTTA1 wurden zwei Poly-
morphismen identifiziert, wovon ein intronischer Polymor-
phismus rassespezifisch zu sein scheint, da er sowohl bei dem
erkrankten Pferd als auch bei dem gesunden Kontrolltier
gleicher Rasse homozygot vorkommt. Es ist somit davon aus-
zugehen, dass dieser Basenaustausch keinen Einfluss auf die
Erkrankung hat. Der zweite Polymorphismus ist in der kodie-
renden Sequenz des ersten Exons von UGT1A1 lokalisiert und
nur beim erkrankten Pferd vorhanden. Obwohl dieser Basen-
austausch synonym ist und beide Basen den Einbau der Ami-
nosdure Alanin in das von UGTTA1 kodierte Protein bewir-
ken, kénnte er dennoch einen Einfluss auf das Krankheitsge-
schehen haben. Dies wére der Fall, wenn durch den Basen-
austausch ,Codon usage biases”, also eine translationelle
Instabilitét hervorgerufen wirde. Des Weiteren wéren Defek-
te beim Spleifvorgang oder bei der Transkriptionskontrolle
méglich (Chao et al. 2001, Kimchi-Sarfaty et al. 2007, Mon-
fera et al. 2001).

Neuere Forschungsergebnisse belegen sogar, dass synonyme
Mutationen durchaus Effekte auf Proteinstruktur und Protein-
aktivitét haben kénnen (Komar 2007). Um dies fir die vorlie-
gende Erkrankung nachzuweisen, wirde jedoch ein umfang-
reicheres Probenmaterial aus verschiedenen Pferdefamilien
mit Merkmalstréigern benétigt. Da das Pferd zum Zeitpunkt der
Erkrankung bereits 21 Jahre alt war, ist jedoch davon auszu-
gehen, dass der gréfte Teil der Vorfahren bereits verstorben
ist. Weitere erkrankte Tiere in der Familie sind nicht bekannt.
Allerdings handelt es sich auch bei dem in der Verdffentli-
chung von Schusser et al. (2007) erwéhnten Pferd mit chroni-
schem lkterus um ein Norwegisches Fjordpferd, das ebenfalls
eine Inzucht auf dieselbe Vaterlinie aufweist (véterlicherseits
zweifach, mutterlicherseits mindestens zweifach). Der Einsatz
des gemeinsamen Vorfahren liegt weit zuriick und es besteht
keine direkte Verwandtschaft zwischen beiden Tieren. Da in
den Pedigrees beider Pferde jedoch derselbe Vorfahre sowohl
auf motterlicher als auch auf vaterlicher Seite mehrfach vor-
kommt, ist eine rezessive Vererbung der vorliegenden Krank-
heit méglich. Ebenfalls kénnte es sich jedoch um eine domi-
nante Neu- oder Keimbahnmutation in der DNA des erkrank-
ten Pferdes handeln. Diese wiirde im Gegensatz zur rezessiven
Mutation auch im heterozygoten Zustand zur Erkrankung fih-
ren. Im Falle einer Kausalitét des bei dem erkrankten Pferd in
Exon 1 von UGT1A1 gefundenen Basenaustauschs wére somit
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nur eine dominante Vererbung und damit eine Neumutation
méglich. Die genetische Analyse konnte lediglich auf genomi-
scher DNA durchgefihrt werden, da keine RNA-konservieren-
den Gewebeproben fir cDNA Analysen zur Verfigung stan-
den. Es ist somit nicht auszuschliefen, dass weitere Mutatio-
nen innerhalb der nicht kodierenden Sequenz vorliegen, die
regulatorische Elemente betreffen und zu einem Verlust eines
oder mehrerer Exons, zu Expressionsunterschieden oder feh-
lerhafter Prozessierung fuhren.

Obwohl das UGTTA1 Gen sowohl beim Gilbert-Meulen-
gracht-Syndrom als auch bei den Crigler-Najjar-Syndromen
Typ | und Typ Il des Menschen betroffen ist, gibt es Unter-
schiede in der Vererbung dieser Erkrankungen. Das Gilbert-
Meulengracht-Syndrom wird generell als eine autosomal
rezessiv vererbte Erkrankung angesehen (Chowdhury et al.
2001). Aber auch Félle von heterozygoten und zusammen-
gesetzt heterozygoten Merkmalstréigern und dominante Erb-
génge wurden beschrieben (Foulk et al. 1959, Powell et al.
1967, Sleisenger et al. 1967). Mutationen, die als Ausléser
fur das Gilbert-Meulengracht-Syndrom beschrieben wurden,
betreffen in der Regel die sogenannte ,TATA Box” (Bosma et
al. 1995), eine regulative Sequenz innerhalb des Promotors
von UGTTAT1 und veréndern somit die Expressionshdhe der
mRNA. Beim Pferd konnten in dieser Studie keinerlei Poly-
morphismen innerhalb der berechneten Promotorregion
gefunden werden, und die Struktur der ,TATA Box” als solche
kommt bei Pferden im UGT1AT-Promotor nicht vor. Aller-
dings kénnen auch Mutationen auBerhalb des Promotors
eines Gens Auswirkungen auf die Expressionshéhe haben.
Fur das Crigler-Najjar-Syndrom des Menschen sind vor allem
rezessive Vererbungsmuster bekannt (Chowdhury et al.
2001), aber auch dominante Erbgdnge (Powell et al. 1967)
und rezessive Erbgénge mit Pseudodominanz (Guldutuna et
al. 1995). Mutationen, die beide Typen dieses Syndroms aus-
|6sen kdnnen, wurden in allen Exons von UGT1AT1 beschrie-
ben. Das Dubin-Johnson-Syndrom wird durch Deletionen
und Missense Mutationen innerhalb des cMOAT Gens her-
vorgerufen (Wada et al. 1998). Fir das Rotor-Syndrom ist bis-
her keine ursdchliche Mutation bekannt. Allerdings kénnen
sowohl das Dubin-Johnson- als auch das Rotor-Syndrom aus-
geschlossen werden, da das direkte Bilirubin beim Patienten
nicht erhéht war. Gegen das Vorkommen des Crigler-Naijjar-
Syndrom Typ | spricht das Ansprechen auf den Phenobarbi-
taltest sowie das nicht mehr juvenile Alter des Tieres. Letzteres
spricht auch gegen den Typ Il, bei welchem die Induktions-
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therapie mit Phenobarbital zu einer weniger starken Reduk-
tion der Bilirubinkonzentration fGhrt als beim Gilbert-Meulen-
gracht-Syndrom. Da die Diagnose des Gilbert-Meulen-
gracht-Syndroms in der Humanmedizin meistens als Aus-
chlussverfahren gestellt wird, kommen hier die Dinn-
schichtchromatographie (TLC), die intravendse Injektion von
Nikotinséiure sowie das Fasten, welches zu einer zwei- bis
dreifachen Zunahme des unkonjugierten Bilirubins im Blut
innerhalb von 48 Stunden fihrt, eben so selten zum Einsatz
wie der neuerdings beschriebene Rifampicin Test (Hallal et al.
2006). Beim diskutierten Patienten fihrte das Fasten nach 24
Stunden zu nahezu keiner Zunahme des unkonjugierten Bili-
rubins im Blut. Méglicherweise ist der Zeitraum des Fastens
und der Probenentnahme bei dem Patienten zu kurz gewdhlt,
um einen Anstieg des unkonjugierten Bilirubins zu beobach-
ten. Trotz des positiven Phenobarbital Induktionstests mit einer
signifikanten Reduktion des indirekten Bilirubin nach 30 Stun-
den (Tab. 1, Probe 6) und der durchgefihrten molekularge-
nefischen Untersuchungen, welche zur Identifizierung zweier
Polymorphismen innerhalb des Kandidatengens UGT1A fihr-
ten, kann das Vorkommen des Gilbert-Meulengracht-Syn-
droms als hereditdre Krankheit weder eindeutig bestatigt
noch ausgeschlossen werden.

Drei Jahre nach der letzten Kontrolluntersuchung verstarb der
Patient, ohne dass eine Entnahme der Leber méglich war.
WeiterfGhrende genetische Untersuchungen sind durch RNA-
konservierende Gewebebiopsien, méglichst aus der Leber,
und durch zusétzliches Probenmaterial weiterer erkrankter
Pferde und deren Familien mit Merkmalstréigern notwendig.
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