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Bakgrund

For nérvarande kastreras ndstan alla hangrisar som anvinds for kottproduktion for att forhindra
att ornelukt utvecklas. Denna obehagliga lukt férekommer endast hos vissa hangrisar och orsakas
av forhojda nivder av framfor allt tva substanser, skatol och androstenon som ansamlas i fettet.
Om okastrerade hangrisar skulle slaktas 1 Sverige 1 dag, skulle andelen slaktkroppar med forhdjda
androstenon- och skatolnivder vara hog. En stor EU-studie (Walstra m.fl., 1999) har visat att
androstenonnivéerna hos svenska grisar var bland de hogsta 1 Europa och 42 % av hangrisarna
14g &ver det rekommenderade grinsvirdet. Aven skatolnivierna var relativt hoga med 12 % &ver
gransvardet. Andelen grisar med bade forhdjda androstenon- och skatolvirden var 9,5 % (P.
Walstra, pers. medd.).

Androstenonnivan i fett r i hog grad arftlig och arvbarhetsskattningar pa ca 0,5 (0,25 - 0,88) har
rapporterats (Jonsson & Andresen, 1979; Willeke m.fl., 1980; Sellier & Bonneau, 1988;
Fouilloux m.fl., 1997). Androstenon bildas i testiklarna tillsammans med de konshormoner som
paverkar produktionsegenskaper sasom tillvixthastighet och muskelanséttning. Dérfor kan avel
for lag androstenonnivd paverka savél produktion som reproduktion. I testiklarna produceras
androstenon och koénshormoner sdsom testosteron i tva olika synteskedjor som bada utgar fran
pregnenolon. Det dr enzymsystemet andien-B-synthase (som inkluderar cytochrom P450C17 och
cytochrome b5) som styr valet mellan de tva synteskedjorna (Davis & Squires, 1999). Om man
identifierar de gener som reglerar bildningen av dessa enzym (eller markorgener som ar kopplade
till dessa gener) skulle det vara mojligt att minska syntesen av androstenon utan att minska
syntesen av testosteron och andra konshormoner. Genom att arbeta med enskilda gener i
avelsprogrammet skulle dirmed problemet med ornelukt troligen kunna losas utan att grisarnas
reproduktion forsdmras.

Man kénner inte till ndgon fysiologisk effekt av skatol, eller varfor skatol huvudsakligen
ansamlas i hoga nivéer i fett hos hangrisar och inte hos sogrisar eller kastrater. P4 grund av att
skatol bildas i tarmen paverkas koncentrationen i fettet i stor utstrdckning av foder och miljo,
men dven av grisarnas gener. Arvbarhetsskattningar pad ca 0,3 for skatolhalt i fettet har
rapporterats 1 bdde en dansk och en svensk undersokning (Pedersen, 1998; N. Lundeheim, pers.
medd.). Resultat frdn en svensk studie tyder pé att en sd kallad "major gene" (en enskild gen med
stor effekt) paverkar skatolnivan (Lundstrom m.fl., 1994). Skatol bryts ned i levern med hjélp av
enzymerna cytochrome P4502E1 och cytochrome P4502A6 och aldehydoxidas (Babol m.fl.,
1998; Diaz & Squires, 2000a, 2000b; Diaz & Squires, 2003). Det tycks inte finnas nagra
ogynnsamma  genetiska  korrelationer mellan  skatolnivd och  reproduktion eller
produktionsegenskaper (Pedersen, 1998). Selektion mot skatol har alltsd troligen inte négon
negativ inverkan pa andra egenskaper. En svérighet ar att identifiera de grisar som har dalig
forméga att bryta ned skatol. Skatol paverkas ndmligen 1 hog grad av miljon och en 14g skatolniva



vid ett tillfdlle innebér inte alltid att grisen har god forméga att bryta ned skatol. Det kan istillet
bero pa en lag skatolbildning i tarmen vid just det tillfallet. Séledes &dr det svart att avelsvirdera
djur med avseende pd skatolnivdn. Dérfor vore det véirdefullt att identifiera de gener som reglerar
bildandet av olika enzym som behdvs for nedbrytningen av skatol i levern (eller markérgener
som dr kopplade till dessa gener). Djuret bér ju dessa gener oavsett vilken miljé det befinner sig i
vid provtillfallet.

Nyligen har en kanadensisk forskargrupp under ledning av professor J. Squires, som vi
samarbetar med, identifierat mutationer inblandade 1 skatolmetabolismen. Mutationer i CYP2A6-
och SULT1Al-generna medforde ldgre enzymaktiviteter 1 lever och hogre skatolnivaer i
fettvdvnad (Lin et al., 2004a, b). Forskargruppen har dven identifierat en SNP (single nucleotide
polymorphism) i1 cytochrom b5-genen (CYBS5-genen), som paverkar androstenonhalten (Lin et
al., 2005). De fann att grisar med mutationen G --> T hade ldgre nivaer av CYBS5-protein i
testiklarna och ldgre androstenonnivd i fettvdvnad. Denna polymorfism i CYBS5-genen skulle
kunna anvindas som en mojlig genetisk markoér for att selektera grisar med l4g
androstenonproduktion. Det &r ddrfér av stort intresse att undersoka genfrekvensen for
ovanstdende mutationer i svenskt djurmaterial.

Det okade intresset for djurskyddsaspekter gor att vi i framtiden kan forvinta forbud mot
kastrering av grisar. Innan dess maste nuvarande problem med hog frekvens av luktande
slaktkroppar minska, eftersom kott med forhdjda vérden upplevs som mycket oaptitligt av minga
manniskor. P4 lang sikt dr malet att avla bort ornelukt, s att hangrisar inte behover kastreras.
Bestimning av genotyp samt halten av androstenon hos hangrisar kan vara av vérde for att
identifiera grisar med avvikande lag formaga att syntetisera androstenon, men med normal
formaga att syntetisera testosteron och andra konshormoner. Syftet med den hér redovisade
studien var att undersoka enskilda geners betydelse for ornelukt och reproduktionsegenskaper.
Vi har fatt medel for att kunna preparera DNA och utféra genetiska studier pa redan insamlat
material frén tidigare forsok med finansiellt stod frdn bl.a. Jordbruksverket och Formas. De
molekyldrgenetiska studierna har gjorts i Guelph, Kanada, av Galia Zamaratskaia, SLU. De
kinetiska studierna och de statistiska analyserna samt arbetet med den vetenskapliga
publiceringen har gjorts 1 Sverige.

Material och metoder

Djurmaterial
Blodprover fran 99 yorkshiregaltar och 74 lantrasgaltar som var presumtiva Al-galtar anvindes
for att bestimma genfrekvenserna av CYBS 1 aktuellt svenskt avelsmaterial.

For att faststdlla genfrekvenserna av CYBS5 i1 djurmaterial frén tidigare studier, analyserades
leverprover fran totalt 245 grisar av badda konen (svensk yorkshire x svensk lantras). Blod- och
fettprover fran 190 hangrisar (svensk yorkshire x svensk lantras) har analyserats for att studera
samband mellan polymorfism i CYBS5-genen, ornelukt, produktions- och reproduktions-
egenskaper. Dessa djur har ingdtt i en tidigare studie pd SLU:s forskningsbeséttning pad Funbo-
Lovsta (Andersson m.fl., 2005; Lundstrom m.fl., 2006) dér grisarna slaktades vid 90 resp. 115 kg
levande vikt.



Leverprover fran hangrisar och sogrisar efter yorkshiresuggor och lantrasgaltar fran tidigare
forsok anvédndes for inhibition och kinetiska studier.

Analys av polymorfism i en gen som paverkar androstenonsyntesen

DNA fran leverprover extraherades med hjélp av ett kommersiellt kit (GenElute Mammalian
Genome DNA miniprep kit, Sigma) enligt den metod som rekommenderas av tillverkaren. Detta
DNA anviéndes for att soka efter polymorfism 1 CYBS5-genen med hjdlp av PCR (polymerase
chain reaction) med efterfoljande agarosgelelektrofores. Denna metod for genotypning har
utvecklats 1 Guelph av J. Squires forskargrupp (Peacock et al., 2007).

Analys av polymorfism i gener involverade i skatolmetabolismen

RNA extraherades fran leverprover med Tri-Reagent (Sigma, St Louis, MO, USA). SuperScriptll
reverse transcriptase (Invitrogen) anvindes for att 6verfora RNA till cDNA. PCR-SSCP-teknik
anvindes for att identifiera prover med polymorfism i de gener som styr enzymerna CYP2EI,
CYP2A6 och SULTI1AL.

Ovriga analyser

Analysmetoder for bestimmning av androstenon- och skatolnivder i plasma och fett, testosteron-
och estronsulfatnivaer 1 plasma samt aktiviteter av de tvd skatol-metaboliserade enzymer
CYP2EI och CYP2AG6 i lever finns beskrivna av Zamaratskaia m.fl. (2005a, b).

Statistisk bearbetning

Effekt av genotyp pé androstenon- och skatolnivéer, reproduktionsegenskaper och hormonnivaer
analyserades med proceduren MIXED i statistikprogrammet SAS (version 9.1, SAS Institute,
Cary, NC, USA). Modellen inkluderade genotyp, levande vikt och genotyp inom levande vikt
som fixa faktorer och box, far, mor inom far och ar (vid behov) som slumpmaissiga faktorer. For
att skatta inverkan av steroider pa aktiviteterna av CYP2E1 och CYP2A i levermikrosomer in
vitro inkluderades kon och steroidkoncentration inom kén 1 modellen.

Resultat och diskussion

Gen involverad i androstenonbiosyntesen — cytochrom b5-genen

Genotypfrekvens

Antalet grisar med G/G-, G/T- och T/T-genotyp och allelfrekvenser for CYBS5 framgar av tabell
1. Frekvensen av T-allelen, som har samband med lag androstenonhalt, var lag i de tre undersokta
djurmaterialen, 7 -13 %. Det fanns endast 2 individer som var homozygota for T-allelen, medan
13 — 26 % var heterozygoter (bdrare). Fordelningen av genotyperna 1 de studerande
grispopulationerna avvek inte frin Hardy—Weinbergs jaimvikt. Genen tycks alltsd inte péverkas
av dagens avelsarbete eller av naturlig selektion.



Tabell 1. Genotyp- (% och antal) och allelfrekvenser (%) av G-T polymorfism i CYB5 genen i
olika svenska populationer

Genotyp Allel
Ras Antal G/G, % G/T, % T/T, % G, % T, %
grisar (n) (n) (n)
Svensk yorkshire
x svensk lantras 245 869(213) 12,7(31)  04(1) 93,3 6,7
Svensk yorkshire 99 87,9 (87) 11,1 (11) 1,0 (1) 93,5 6,5
Svensk lantras 74 74,3 (55) 25,7(19) 0(0) 87,2 12,8

Ornelukt och polymorfism i CYB5-genen

Nivén av androstenon 1 plasma var vid en levande vikt av 90 kg ldgre hos grisar med allel T &n
hos grisar som inte hade denna allel (p = 0,005, Tabell 2). Vid 115 kg fanns déremot ingen
skillnad 1 androstenonniva i plasma mellan genotyperna (p = 0,250). Androstenonnivan i fett
paverkades inte av CYB5-genotyp. Vid en levande vikt av 115 kg fann vi att grisar med allel T
hade en tendens till ldgre skatolniva 1 bade plasma och fett 4n grisar som inte hade denna allel (p
= 0,061 respektive 0,053), medan det hos grisar som véigde 90 kg inte fanns nagon skillnad
mellan genotyperna. Eftersom det bara fanns en individ som var homozygot for T-allelen, kunde
vi endast jimfora djur som var bdrare av denna allel (G/T) med icke-birare (G/G). Lagre
androstenonnivaer hos kanadensiska grisar med allel T i fett hos badde heterozygoter (G/T) och
homozygoter (T/T) har rapporterats av Lin et al. (2005).

Vi har tidigare visat att en eventuell Okning av skatolnivderna kommer efter det att
steroidnivderna dkar i samband med puberteten (Zamaratskaia m.fl., 2005¢). Aven resultaten fran
denna studie styrker detta. Den ndgot hogre skatolhalten i bdde fett och plasma hos grisar med
G/G-genotyp jamfort med G/T-genotyp var markbar forst vid 115 kg och inte vid 90 kg, medan
skillnaden i androstenonhalt i plasma i stéllet fanns vid 90 kg men inte vid 115 kg. Grisar med
G/T-genotyp med ldgre androstenonnivaer vid 90 kg visade inte nagon 6kning av skatol vid 115
kg. Detta bor studeras ytterligare for att kunna anvéndas som en potentiell markor for selektion
mot hdga androstenon- och dven skatolnivaer utan inverkan pa dvriga reproduktionsegenskaper.



Tabell 2. Androstenon- och skatolnivaerna i plasma och fett hos grisar vid 90 och 115 kg hos de
tvd CYBS5-genotyperna (minsta-kvadrat medelvdrden och 95% konfidensintervall inom parantes)

90 kg 115 kg
Genotyp G/G G/T G/G G/T P-vérde,
genotyp
Androstenon i 5,8 (1,21 —28,14) 1,9 (0,34 -10,20) 10,8 (2,29-51,11) 7,6 (1,48 —39,31) 0,005
plasma, ng/ml
N=44 N=38 N =124 N=14
P-virde, genotyp 0,005 0,250
inom levande vikt
Androstenon i fett, 1,2 (0,88 — 1,64) 1,0 (0,58 — 1,68) 1,2 (0,92 - 1,54) 1,0 (0,63 - 1,51) 0,249
ng/g N =44 N=8 N=126 N=14
P-virde, genotyp 0,452 0,329
inom levande vikt
Skatol i plasma, 2,2(1,00 —4,89) 1,7(0,62 — 4,34) 3,6(1,68 —7,30) 1,7 (0,61 —4,79) 0,094
ng/ml N=43 N=8 N=72 N=8
P-vérde, genotyp 0,539 0,061
inom levande vikt
Skatol i fett, ug/g 0,07 (0,046 — 0,108) 0,06 (0,034 — 0,110,078 — 0,07 (0,038 — 0,106
N =44 0,114) 0,174) 0,128)
N=38 N=73 N=8
P-vérde, genotyp 0,624 0,053

inom levande vikt

P-vérde anger sannolikheten att det finns en skillnad mellan genotyperna.

Produktionegenskaper, kdnshormonkoncentrationer och storleken pa reproduktionsorganen
Grisarnas tillvaxt, kottinnehall, testosteron- och estronsulfatnivéer i plasma, estronnivaer i fett,
testikelvikt och langden av bulbourethralkdrteln jamfordes mellan djur av G/G och G/T-genotyp.
Grisarnas dagliga viktokning péaverkades inte av genotyp (p=0,394; Tabell 3), medan
kottinnehéllet var nagot hogre hos grisar av G/T-genotyp (p=0,054). Varken konshormon-
koncentrationer (testosteron i plasma, p = 0,997; estronsulfat i plasma, p = 0,744; estron i fett,
p=0,150) eller storleken pé reproduktionsorganen (testikelvikt och ldngd av bulbourethralkorteln;
Tabell 3) paverkades av genotyp. Resultaten dr intressanta, eftersom polymorfism i CYBS5-genen
tycks kunna péverka androstenonnivan och dven skatolnivdn selektivt utan negativ effekt pa
reproduktionsparametrar.



Tabell 3. Tillvaxt, kottinnehall och storleken péa reproduktionsorganen hos hangrisar med G/G
och G/T genotyp (minsta-kvadratmedelvarden +standard error)

Genotyp P-vérde
G/G G/T Genotyp  Genotyp inom
(Il:158-170) (n:22) levande vikt
Daglig viktokning, g 957 +13 940 + 22 0,394 0,470
Kottinnehall, % 59,5+0,3 60,2 + 0,4 0,054 0,912
Testikelvikt, g 521,8 £16,7 550,2 + 29,5 0,315 0,953
Bulbourethralkortelns 10,0 £0,3 10,3+0,4 0,415 0,895

langd, cm

Enzymaktiviteten hos CYP2E1 och CYP2A
Enzymaktiviteten hos CYP2E1 paverkades inte av genotyp (p = 0,284), medan enzymaktiviteten
hos CYP2A var ndgot hogre hos grisar med G/T genotyp vid en vikt av 90 kg (p = 0,053).

Sambandet mellan polymorfism i CYBS5-genen och lag skatolniva samt hogre enzymaktivitet av
CYP2A ér intressanta resultat. Det dr vélkédnt att variationen i skatolnivd mellan individer kan
bero pa skillnader 1 aktiviteten av de enzymer som metaboliserar skatol i levern. Dessa skillnader
1 enzymaktivitet dr i stor utstrdckning genetiskt betingade (Lin m.fl., 2004a, b), men ir dven
influerade av omgivningsfaktorer, bland annat alder (Zamaratskaia m. fl., 2005b) och troligen
dven av androstenhalten (Doran m.fl., 2002). Det &r troligt att hog androstenonkoncentration
ocksa direkt kan paverka aktiviteten hos de skatolnedbrytande enzymerna. For att kontrollera
denna hypotes studerade vi hur olika koncentrationer av vissa steroider (androstenon, testosteron
och estradiol) paverkar enzymaktiviteten hos CYP2E1 och CYP2A in vitro. I vara studier har vi
anvént inkubation av levermikrosomer i nérvaro av steroider och specifika substrat for CYP2EI
och CYP2A. Enzymaktiviteterna bestdmdes efter inkubationen med olika koncentrationer av
respektive steroid. For att skatta inverkan av steroider pd enzymaktiviteterna testades tva olika
inkuberingar — med och utan pre-inkubation med NADPH. Detta gjordes for att undersoka om
steroidernas inverkan sker direkt eller via NADH-beroende metaboliter.

De undersokta steroiderna péverkade inte enzymaktiviteten hos CYP2A. Ddremot minskade
enzymaktiviteten av CYP2E]1 i ndrvaro av androstenon och estradiol (Tabell 4). Resultaten tyder
pa att bade androstenon och estradiol spelar en viktig roll for att reglera skatolnivéerna i fett.



Aven resultaten frin vara tidigare studier visade att estrogener #r viktigare #én testosteron for
regleringen av skatolnivaerna (Zamaratskaia m.fl., 2005c).

Tabell 4. Effekt av androstenon, testosteron och estradiol pa enzymaktiviteten av CYP2EI i
mikrosomer fran hangrisar samt signifikansnivin for skillnader jimfort med kontrollen (utan
tillsatta steroider)

CYP2E1-aktivitet, %

Icke Preinkuberade 15
preinkuberade min. med NADPH
Tillsatt androstenon, 0,1 104,7 £ 14,1 99,8 £ 6,6
uM 1,0 107,3 + 14,1 92,3+4,6
10 113,5+ 14,5 88,9+73
50 96,0+ 13,9 85,3 +6,5*
Tillsatt estradiol, 0,1 80,7+7,2 99,9 +1,9
uM
1,0 66,4 + 6,3%* 97,7+0,3
10 62,3 +5,6%* 101,5+4,2
50 66,9 + 4 7%* 100,6 + 2,6

Enzymaktiviteten 1 kontrollinkubationen (0 puM tillsatt steroid ) é&r satt till 100%.

Gener involverade i skatolmetabolism — CYP2E1, CYP2A6 och SULT1A1

For att analysera effekten av polymorfism i generna CYP2E1, CYP2A6 och SULTIAI1 pa
skatolnivén i fett, valdes tva grupper djur ut; en med hdg (n=7) och en med lag (n=59) skatolniva.
Polymorfism 1 SULT1A1-genen (A-->G ) fanns i ett prov med lag skatolkoncentration 1 fett (0,03
ppm). Ingen polymorfism for CYP2A6-genen fanns i proverna. En ‘silent mutation’ hos
CYP2E1-genen fanns i tva prover med skatolkoncentrationer i fett pd 0,03 (lag) respektive 0,5
ppm (hdg). Denna mutation har dirfor inget direkt samband med skatolnivan. Aktiviteterna for
enzymet CYP2EI1 1 levern hos dessa prover var 286 respektive 136 pmol/min/mg protein, d.v.s.
hogre enzymaktivitet har samband med lag skatolniva och tvirtom.

Slutsatser

Frekvensen av T-allelen, som har samband med ldg androstenonhalt, var 14g i de tre undersokta
djurmaterialen, 7 -13 %. Det fanns endast 2 individer som var homozygota for T-allelen, medan
13 — 26 % var heterozygoter (bdrare). Vi kunde pavisa ett samband mellan polymorfism i CYBS5-



genen och androstenonnivan i plasma, dir barare av T-allelen hade ldgre androstenonnivd i
plasma vid 90 kg men inte vid 115 kg. Androstenonnivaerna i fett skilde sig ddremot inte mellan
olika genotyper, varken vid 90 eller vid 115 kg levande vikt. En annan intressant observation i
var studie var att skatolnivaerna ocksd paverkades av CYB5-genotypen. Grisarnas tillvéxt,
konshormonkoncentrationer och storleken pa reproduktionsorganen péverkades inte av CYBS5-
genotyp, medan diremot kottinnehallet var nagot hogre hos bdrare av T-allelen. Béttre kunskap
om den genetiska bakgrunden och olika markorgener kan i forlangningen leda till en mdjlighet att
selektera mot  androstenon och troligen &dven skatol utan  fOorsdmring av
reproduktionsegenskaperna. Den laga effekten av T-allelen i1 heterozygot form tillsammans med
den laga allelfrekvensen idag forsvérar utnyttjandet kommersiellt.

Skatolhalten hos grisar kan relativt l4tt minskas genom utfodring med skatolsdnkande foder den
sista perioden fore slakt (Zamaratskaia m.fl., 2005a; Chen m.fl., 2007), men en ldsning av
skatolproblematiken genom att selektera for ldgre skatolhalt &r att foredra pa langre sikt. For
skatolmetabolismen har dock inte nagra gener av intresse kunnat identifieras i vart djurmaterial.

Vetenskapliga publikationer
Projektet har redovisats i foljande vetenskapliga publikationer:

Zamaratskaial G., Lou Y., Peacock J., Rydhmer L., Andersson H.K., Juneja R.K., Chen G.,
Lundstrom K., Squires E.J., 2007. Effect of polymorphism in the porcine cytochrome b5 (CYBS)
gene on androstenone concentrations and reproductive parameters in entire male pigs. (submitted
for publication).

Zamaratskaia G., Gilmore W.J., Lundstrom K., Squires E.J., 2007. Effect of testicular steroids on

catalytic activities of cytochrome P450 enzymes in porcine liver microsomes. Food and Chemical
Toxicology 45, 676-681. doi:10.1016/j.fct.2006.10.023

Ovrig resultatformedling till niringen

Eftersom det nu redovisade projektet dr svart att kommunicera pa ett pedagogiskt sitt, kommer vi
1 stéllet att inkludera resultaten i det FAKTA-blad som vi kommer att skriva om vart pagéende
forsok ”Alternativ till kirurgisk kastrering av gris — effekt av immunokastrering, boxyta och
skatolsdnkande foder pd djurvilfiard och ornelukt” med medel fran Djurskyddsmyndigheten. Vi
kommer givetvis dven att i det sammanhanget ndmna att vi fatt finansiellt stod frdn SLF till
projektet Effekt av enskilda gener pé ornelukt och reproduktionsparametrar”.
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