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Zusammenfassung

Atemwegserkrankungen beim Schwein stellen aufgrund hoher Kosten für
Antibiotikabehandlungen und einer erhöhten Mortalität der Ferkel ein enormes
wirtschaftliches Problem für Landwirte in Europa dar. Die Hauptpathogene (z.B.
����������		
�� 	�
����
������) sind in den Schweinepopulationen weit verbreitet und
werden hauptsächlich durch asymptomatische Trägertiere über Aerosole verbreitet. Zur Zeit
stehen keine Impfstoffe zur Verfügung, die nicht nur die Symptome einer Infektion
reduzieren, sondern auch die Kolonisation mit den Pathogenen verhindern. Aus diesem
Grund besteht ein großes Interesse an der Identifizierung von Genen, die die Suszeptibilität
von Schweinen gegenüber Atemwegserkrankungen modulieren.
Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des vom BMBF geförderten Verbundprojektes
IRAS (Infektabwehr und Resistenz im Atemtrakt des Schweines) angefertigt, dessen Ziel die
Entwicklung von genetischen Markern ist, mit deren Hilfe langfristig in Zuchtprogrammen
eine Selektion von Tieren ermöglicht werden soll, die resistent oder weniger suszeptibel
gegenüber Atemwegserkrankungen sind.
Für die Entwicklung hochinformativer Mikrosatellitenmarker wurde eine nach Priorität
sortierte Liste von 102 Kandidatengenen erstellt. Die Gene hoher Priorität gehören
größtenteils zum angeborenen Immunsystem (z.B. TollAlike Rezeptoren). Weiterhin wurden
Gene untersucht, für die bereits gezeigt werden konnte, dass sie in Zusammenhang mit
einer ���	�
����
������ Infektion beim Schwein stehen (z.B. PR39).   Zur Identifizierung
geeigneter Mikrosatellitenmotive innerhalb oder nahe bei den gewünschten Genen wurden
falls verfügbar genomische DNA Sequenzen aus der NCBI Datenbank verwendet oder
shotgunASequenzen porciner BACAKlone. Für jeden Locus wurden mehrere OligonucleotidA
Motive getestet. Insgesamt konnten im Verlauf dieser Arbeit 36 Marker für 35
Kandidatengene etabliert werden. Mit Hilfe dieser Marker wurden 2 Hauptziele verfolgt. Zum
einen die Ermittlung des derzeitigen Genpools unterschiedlicher Schweinepopulationen in
Deutschland und zum anderen die vergleichende Genotypisierung von Schweinen aus vier
verschiedenen Rassen mit  mildem und schwerem Krankheitsverlauf nach
��	�
����
������ Infektion, um Loci zu identifizieren, die die Suszeptibilität der Tiere
gegenüber Atemwegsinfektionen modulieren. Für die Diversitätsstudie standen 74 Proben
seltener und / oder alter Schweinerassen, 53 Proben von Herdlinientieren eines deutschen
Zuchtverbandes und 69 Proben einer Verbraucherstudie (Fleischproben aus Supermärkten
und Schlachtereien aus 30 deutschen Städten) zur Verfügung. Für die Assoziationsstudie
wurden 100 Tiere mit definiertem Phänotyp nach Infektion genotypisiert (ein standardisiertes
Infektionsmodell wurde an der Tierärztlichen Hochschule Hannover entwickelt).
Die Ergebnisse der Diversitätsstudie zeigen, dass der Allelpool an den untersuchten
Resistenzloci in der Verbraucherstudie die größte Vielfalt aufweist und der Allelpool aller
untersuchten Rassen im Vergleich dazu verarmt ist. Außerdem wurden signifikante
Unterschiede in den  Allelverteilungen bei dem Vergleich der Kohorten untereinander
beobachtet. Besondere Auffälligkeiten zeigten die untersuchten Hampshire Tiere, da ihr
Genpool neben einer Verarmung zusätzlich Allele aufwies, die in der Verbraucherstudie nicht
beobachtet wurden. Diese Andersartigkeit scheint assoziiert zu sein mit einer reduzierten
Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit ���	�
����
������, da die Hampshire Tiere in
den Infektionsversuchen den mildesten Krankheitsverlauf zeigten. Die untersuchten Tiere
der Rassen Deutsche Landrasse, Deutsches Edelschwein (Large White) und Pietrain wiesen
im Vergleich zu den Hampshire Tieren eine höhere Suszeptibilität auf.
Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen die Grundhypothese, dass die beobachtete
unterschiedliche Suszeptibilität der Rassen genetisch bedingt ist. Durch zukünftige Arbeiten
wird es möglich sein, diejenigen Gene und funktionellen Mutationen zu identifizieren, die  für
diese Unterschiede verantwortlich sind.

Schwein, Atemwegsinfektion, Infektionsresistenz, genetische Diversität



Summary

Respiratory tract infections in pigs pose a severe economic problem to farmers in Europe
due to immense costs for antibiotic treatments and increased mortality rate among piglets.
The main pathogens (e.g. ����������		
�� 	�
����
������) are widely distributed in pig
populations and they are mainly spread by asymptomic carriers and via aerosol. Vaccines
developed so far only alleviate clinical symptoms but do not prevent colonisation by the
pathogens.
Therefore there is a strong interest in the identification of genes which modulate the
susceptibility of pigs to respiratory tract infections.
This work was performed under the auspices of the project IRAS (Infektabwehr und
Resistenz im Atemtrakt des Schweines / Immundefence and Resistance in the respiratory
tract of pigs) funded by the BMBF. The aim of the project is the development of genetic
markers to predict resistance. By means of these markers a preAselection of animals with
reduced susceptibility to respiratory tract infections shall be enabled in breeding programs.

For the development of highly informative microsatellite markers 102 candidate genes were
chosen and sorted by priority. The genes with high priority belong either to the innate
immune system (e.g. tollAlike receptors) or are supposed to be directly related to an infection
with ��� 	�
����
������� (e.g. PR39). For identification of suitable microsatellite motifs
within or in proximity of the target gene genomic porcine sequences available in the NCBI
database or shotgun genomic sequences from porcine BACs have been used. For each
locus several oligonucleotidAmotifs have been tested. During this work 36 markers covering
35 candidate genes could be established. By means of these markers two different
objectives were pursued. The first aim was the investigation of the current gene pool in
different pig populations in Germany. The second aim was the comparative genotyping of
pigs from four different breeds with a mild or severe course of disease after infection with ��
	�
����
������ in order to identify loci which modulate the susceptibility of the animals to
respiratory tract infections. For the diversity study 74 samples from rare and / or old pig
breeds were taken, 53 samples from herdbook animals from a German breeding
organisation and 69 samples from a consumer study (meat samples bought in supermarkets
and butcheries in 30 cities all over Germany). For the association study 100 animals with
defined phenotype after infection have been genotyped (infection model standardized by the
Tierärztliche Hochschule Hannover).

The results of the diversity study revealed the highest variety of the gene pool at the
analysed marker loci for resistance in the consumer study samples whereas the gene pool of
the examined breeds was found to be less diverse in comparison to the consumer study.
Furthermore the allele distributions of the analysed breeds differ significantly when compared
to each other.
Surprising results were found for the Hampshire animals as their gene pool was not only
reduced but additional alleles appeared which were not detected among the animals
genotyped for the consumer study.
This genomic distinctivness seems to be associated with a reduced susceptibility to an
infection with ���	�
����
������ as the Hampshire animals showed the mildest course of
disease after infection with ���	�
����
������. For the examined animals of the breeds
German Landrace, German Large White and Pietrain a higher susceptibility compared to the
Hampshire pigs was found.
By the results of this work the hypothesis that different susceptibility of pig breeds is due to
genetic factors could be confirmed. Future work will allow an identification of genes and
causative variants which are responsible for these differences.

Pig, respiratory tract infections, resistance to infectious diseases, genetic diversity
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1 Einleitung

1.1 Domestikation von Schweinen und Rassenbildung

Durch archäologische Funde konnte belegt werden, dass bereits während des

Neolithikums ca. 9000 v. Chr. die Domestikation des Schweins in Europa begonnen

hat. Die Analyse von mitochondrialer DNA rezenter Populationen (wild und

domestiziert) und von DNAAProben, die aus archäologischen Funden aus Europa

und dem Nahen Osten gewonnen wurden, ergab, dass die Domestikation von lokal

angesiedelten Europäischen Wildschweinen und von Wildschweinen aus dem

asiatischen Raum parallel verlief. Vermutlich gaben die von Bauern aus dem Nahen

Osten mitgebrachten Schweine den Anstoß dazu, dass auch die europäischen

Bauern anfingen, die heimischen Wildschweine als Haustiere zu halten. Innerhalb

von ca. 500 Jahren wurden die aus dem Nahen Osten stammenden Wildschweine

jedoch bei der Domestikation in Europa von den einheimischen Schweinen

verdrängt. Außerdem verbreiteten sich die europäischen Schweine nach Osten,

nachweislich mindestens bis Armenien. Eine gezielte Rassenzucht wurde erst ab der

Neuzeit und zunächst vor allem in England betrieben. Um 1770 entstand hier die

erste moderne Schweinerasse namens Leicester. Mitte des 19. Jh. folgten zwei

Rassen namens Large White und Middle White, die in Deutschland zu Beginn des

20. Jh. zur Veredelung der Landrassen dienten. Laut einer Erhebung im Jahre 1936

in Deutschland machten die Deutschen veredelten Landschweine und die Deutschen

weißen Edelschweine mit 71,6 bzw. 19,5% zu dieser Zeit den größten Teil der

eingetragenen Rassen aus. Die Züchtung von SchwäbischAHällischen Schweinen,

Angler Sattelschweinen und Bunten Bentheimer Schweinen spielte nur eine

untergeordnete Rolle für die Fleischindustrie. Ab dem Ende der fünfziger Jahre, als

alle Zuchtverbände ausschließlich die Züchtung eines „Fleischschweins“ anstrebten,

ging die Rassenvielfalt in Deutschland stark zurück. Die Züchtung des

„Fleischschweins“ gelang durch Weiterzüchtung des veredelten Landschweins. 1968

gehörten 95% aller Herdbuchtiere der Deutschen veredelten Landrasse an. Erst seit

Mitte der achtziger Jahre gibt es vermehrt Programme zur Erhaltung alter Rassen

wie z.B. der Bunten Bentheimer Schweine.
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Zurzeit werden für die konventionelle Schweinezucht in der Regel Hybridtiere

verwendet, die aus der Kreuzung unterschiedlicher Rassen wie z.B. Deutsche

Landrasse, Deutsches Edelschwein, Pietrain, Hampshire und Duroc hervorgehen

(Larson et al., 2007; Gesellschaft zur Erhaltung alter und gefährdeter Rassen).

1.2 FUGATO�Verbundprojekt IRAS

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des FUGATO (Funktionelle Genomanalyse

im Tierischen Organismus) –Verbundprojektes IRAS (Infektabwehr und Resistenz im

Atemtrakts des Schweins) erstellt. Bei FUGATO handelt es sich um ein seit 2005

vom BMBF gefördertes Projekt, das sich disziplinübergreifend mit der Entwicklung

von genetischen Markern zur Infektabwehr und Resistenz im Atemtrakts des

Schweins beschäftigt.

Atemwegsinfektionen gehören zu den häufigsten Erkrankungen beim Schwein und

stellen somit aufgrund hoher Kosten für Antibiotikabehandlungen ein großes

wirtschaftliches Problem für Landwirte in Deutschland und Europa dar (Schoder et al.

1993; Straw et al. 1983; Van Reeth und Pensaert 1994).

Hauptpathogene sind ����������		
�� 	�
����
������, �������	
�� ����
��,

����	����������
������ und Influenzaviren. Alle Erreger sind in den derzeitigen

Mastschweinpopulationen weit verbreitet, da sie über asymptomatisch infizierte

Trägertiere in den Beständen verschleppt werden und bislang keine Impfstoffe zur

Verfügung stehen, die nicht nur die klinischen Symptome mildern, sondern auch eine

Kolonisation verhindern. Des weiteren stellt auch die zunehmende bakterielle

Antibiotikaresistenz im Hinblick auf gesundheitlichen Verbraucherschutz ein

wachsendes Problem dar.

Bislang ist eine züchterische Selektion auf verminderte Suszeptibilität gegenüber

Atemwegsinfektionen hauptsächlich aufgrund fehlender genetischer Marker nicht

möglich. Deshalb ist es Ziel des IRASAKonsortiums, Kandidatengene zu identifizieren

und Marker zu entwickeln, die eine solche Selektion in Zukunft ermöglichen, um

langfristig einen Beitrag sowohl zur Schweinegesundheit als auch zur

Konsumentengesundheit zu leisten (Ungemach et al. 2004; Gerlach et al. 2007).
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Durch ähnliche Versuchsansätze im Bereich der Humanmedizin wurden bereits

erfolgreich Gene identifiziert, die die Suszeptibilität gegenüber Infektionskrankheiten

beeinflussen. So konnten beispielsweise nach einer genomweiten Assoziationsstudie

Studie (GWAS) des Wellcome Trust Case Control Consortiums (WTCCC), die mit

Hilfe von SNPAChipAAnalysen durchgeführt wurde, für 7 verbreitete Krankheiten (z.B.

Arthritis und Diabetes) Genloci benannt werden, die die Suszeptibilität gegenüber

diesen Krankheiten beeinflussen (WTCCC 2007). Auch für HIV und Malaria konnten

bereits Gene identifiziert werden, die die Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit

dem Virus beeinflussen (European Centre for Disease Prevention and Control,

Stockholm, Sweden, 2008; Jlizi et al. 2007; Leoratti et al. 2007).

Aufgrund der hohen Homologie zwischen Mensch und Schwein kann davon

ausgegangen werden, dass in Bezug auf Infektionskrankheiten auch ähnliche

Resistenzmechanismen  zum Tragen kommen bzw. dieselben Gene eine Rolle bei

der natürlichen Resistenz gegenüber Infektionskrankheiten spielen, so dass die

Ergebnisse dieser Arbeit eventuell auch genutzt werden können, um weitere

Modulatoren für humane Infektionskrankheiten zu identifizieren bzw. Erkrankungen

besser verstehen zu können.

Das Projekt steht unter der Leitung von Herrn Prof. G. Gerlach (Institut für

Mikrobiologie; Tierärztliche Hochschule Hannover). An dem IRASAKonsortium

beteiligt sind Arbeitsgruppen der Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover, der

Medizinischen Hochschule Hannover, des Helmholtz Zentrums für

Infektionsforschung, der OttoAvonAGuerickeAUniversität Magdeburg und dem MaxA

PlanckAInstitut für Molekulargenetik. Als assoziierte Firmen sind die IVDAGmbH

Hannover, LIONEX GmbH Braunschweig und  die Atlas Biolabs GmbH beteiligt.

Finanziell unterstützt wird das Projekt vom BMBF und von dem Förderverein für

Biotechnologieforschung e.V. (FBF).
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1.3 Mikrosatelliten als genetische Marker

Um zu überprüfen, ob ausgewählte Kandidatengene eine Rolle bei der

unterschiedlichen Suszeptibilität der Schweine gegenüber einer ����������		
�

	�
����
������ Infektion spielen, werden eng mit dem Kandidatengen gekoppelte

polymorphe DNA Marker, in diesem Fall Mikrosatellitenmarker, verwendet, um eine

eventuelle Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und der

Allelverteilung an dem entsprechenden Markerlocus nachweisen zu können.

Als Mikrosatelliten oder „short tandem repeats“ (STRs) werden DNAASequenzen

bezeichnet, in denen sich einfache Basenmotive tandemartig wiederholen. Bereits

1984 wurde das Vorkommen solcher repetitiven Elemente in den meisten

Säugergenomen beschrieben (Tautz und Renz 1984). Häufig handelt es sich um DiA,

TriA oder Tetranukleotidwiederholungen von weniger als 60bp in variabler

Basenzusammensetzung. Besonders häufig sind allerdings CA bzw. GTArepeats im

humanen Genom zu finden (Kruglyak et al. 1998).

Die Mikrosatelliten finden sich normalerweise in nicht codierenden Bereichen

(Introns, intergenische Bereiche) über das gesamte Genom verteilt. Jüngere

Untersuchungen haben allerdings ergeben, dass die Basenkomposition der DNAA

Sequenz die Dichte von Mikrosatelliten beeinflusst. Bei Menschen und Mäusen

kommen Mikrosatelliten häufig am Ende von Chromosomenarmen vor. Außerdem

wurde auch in der Nähe von LINE und SINEAElementen (Long bzw. Short

interspersed nuclear element) und auf dem XAChromosom ein gehäuftes Vorkommen

von Mikrosatelliten beobachtet (Ellegren 2004).

Vier Klassen von Mikrosatelliten werden unterschieden (Weber 1990):

1. einfache, perfekte Wiederholungen, z.B. (CA)10

2. einfache, nicht perfekte Wiederholungen, z.B. (CA)10GT(CA)6

3. zusammengesetzte, perfekte Wiederholungen, z.B. (CA)8(TC)10

4. zusammengesetzte, nicht perfekte Wiederholungen, z.B. (CA)10T(GT)8G(AC)6

1989 fanden drei Arbeitsgruppen (Litt und Luty, Weber und May, Tautz und Renz)

heraus, dass die Anzahl der Wiederholungseinheiten eines Mikrosatelliten bei

unterschiedlichen Individuen variieren kann und Mikrosatelliten nach den
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Mendelschen Regeln vererbt werden. Daher eignen sie sich als genetische Marker

und finden heutzutage u.a. Anwendung bei der genetischen Kartierung (Roberts et

al. 1999), in der Populationsgenetik (Taylor et al. 1994), in der Forensik (Sacchetti et

al.) und bei Kopplungsanalysen bzw. Assoziationsstudien (Georges et al. 1993;

Luikard et al. 2008).

Eine Hypothese besagt, dass Mikrosatelliten durch Insertionen bzw. Deletionen

(InDels) während der DNAA Replikation entstehen, sogenannte „Slippage“

Ereignisse.

Zu „Slippage“AEreignissen kann es kommen, wenn der DNAAPolymeraseAKomplex

während der Replikation von dem zu replizierenden Strang dissoziiert. Das terminale

Ende des neu synthetisierten Stranges löst sich von dem zu replizierenden Strang

und lagert sich an einer anderen Stelle wieder an, von wo aus die Replikation

fortgeführt wird. Während dieses Vorgangs kann es sowohl bei dem neu

synthetisierten Strang als auch auf dem Ausgangsstrang zur Formung sogenannter

„Loops“ kommen. Nach Abschluss der Replikation korrigiert das „Mismatch“A

Reparatursystem die Fehler durch Hinzufügen bzw. Herausschneiden von

Wiederholungseinheiten. Im Laufe der Evolution kommt es zu wiederholten „InDel“

Ereignissen, die zusammen mit Punktmutationsereignissen zu der Alleldiversität bzw.

den Längenpolymorphismen von Mikrosatelliten führen (Primmer CR, Ellegren H

1998; Ellegren 2004). Vielen Studien zufolge haben Dinukleotidrepeats die höchste

Mutationsrate, gefolgt von TriA und Tetranukleotidmotiven (Edwards et al. 1992;

Valdes et al. 1993; Chakraborty et al. 1997; Kruglyak et al. 1998).

Seit 1993 ist das Phänomen der „Microsatellite Instability (MSI)“ bekannt (Thibodeau

et al.). In Krebszellen wurde beobachtet, dass es durch ein mangelhaftes DNA

„Mismatch“AReparatursystem zu einer systematischen Anhäufung von unkorrekten

Insertionen / Deletionen im Bereich repetitiver DNA kommt. Die fehlerhafte

Replikation eines Mikrosatellitenmotivs in der Nähe eines Tumorsuppressorgens

führt zu einer „Frameshift“AMutation in diesem, was wiederum zu unkontrollierter

Zellteilung und Tumorwachstum führt.

Über die ursprüngliche biologische Funktion der Mikrosatelliten ist allerdings wenig

bekannt. Es wird vermutet, dass sie eventuell an der Genregulation beteiligt sind, da

alternierende PurinA / Pyrimidinbasen (TG bzw. CA) in vitro in der Lage sind, ZA
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Konformation anzunehmen, d.h. sie bilden eine linksgewundene DNAAHelix (Hamada

und Kakunaga 1982). Da Antikörper linksgewundene DNA erkennen können (Stryer

1992), wäre auch eine Erkennung durch regulatorische Proteine in vivo denkbar.

1.4 Das Schweinegenomprojekt

Das Schweinegenom umfasst 18 Autosomen + 2 Geschlechtschromosomen und hat

eine Größe von ungefähr 2,7 x 109 bp. Seit Beginn der 1990er Jahre wird von

verschiedenen Forschergruppen an der Sequenzierung bzw. der Charakterisierung

des Schweinegenoms gearbeitet. Zur Koordination der Arbeiten wurden zunächst

das PiGMAP Programm des Roslin Institutes (Edingburgh) und das CSREES

(Cooperative State Research, Education and Extension Service) Programm der

USDA (United States Department of Agriculture) gegründet.

Seit 2003 bemüht sich das Swine Genome Sequencing Consortium (SGSC) unter

Beteiligung von Vertretern aus Forschung, Industrie und Regierung um die

Koordination der Sequenzierungsarbeiten (Lawrence et al. 2005).

Das SangerAInstitut (http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scrofa/) hat im Juli 2008 die

neueste Version des partiell assemblierten porcinen Genoms veröffentlicht. Sie

beinhaltet die Assemblierungen der Chromosomen 1, 2, 4A8, 10A15, 17 und X. Alle

bisher zur Organisation des Schweinegenoms verfügbaren Daten sind auch über die

NCBI oder die PigAPreAEnsembl Internetseite abrufbar

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9823 bzw.

http://pre.ensembl.org/Sus_scrofa/index.html). Zu Beginn dieser Arbeit im Oktober

2005 gab es allerdings noch keine assemblierten Rohsequenzen des

Schweinegenoms und auch die PigAPreAEnsembl Internetseite stand noch nicht zur

Verfügung. Trotz des enormen Fortschritts der Sequenzierungsarbeiten in den

letzten Jahren konnten bis zum jetzigen Zeitpunkt nur relativ wenig Gene annotiert

werden. Diese Tatsache erschwerte das Vorankommen des IRASAProjektes enorm,

da für einen Großteil der Kandidatengene keine Sequenzinformationen in den

Datenbanken zur Verfügung standen.
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1.5 Kandidatengene

Zu Beginn dieser Arbeit bestand die Aufgabe darin, geeignete Kandidatengene zu

benennen, die möglicherweise die Suszeptibilität von Schweinen gegenüber

Atemwegserkrankungen modulieren. Erarbeitet wurde eine Liste von Genen, die sich

im wesentlichen in drei Kategorien einteilen lässt:

Der erste Block beinhaltet Gene, für die bereits gezeigt werden konnte, dass sie in

Zusammenhang mit einer����	�
����
������ Infektion bei Schweinen stehen. Z.B.

konnten HennigAPauka et al. 2006 zeigen, dass die Konzentration des Cathelicidins

PR39 in der BroncheoAAlveolarALavageAFlüssigkeit  (BALF) 21 Tage nach einer ��

	�
����
�������Infektion signifikant erhöht ist. Der zweite Block beinhaltet Gene,

die im Verlauf anderer Projekte der Arbeitsgruppe Tümmler als Modulatoren für

Cystische Fibrose identifiziert werden konnten, und somit auch als geeignete

Kandidaten erachtet wurden, um eventuell den Krankheitsverlauf von Schweinen

nach einer ��� 	�
����
������ Infektion zu modulieren. Als Beispiel seien zu

nennen CD95 (Kumar et al. 2008) und TNFRSF1A (Stanke et al. 2006). Der dritte

und umfangreichste Block umfasst Gene des angeborenen Immunsystems, die beim

Menschen Einfluss auf die natürliche Krankheitsresistenz haben, z.B. TollAlikeA

Rezeptoren, InterferonARezeptoren und TumornekrosefaktorARezeptoren.

Bei der Erarbeitung der Kandidatengenliste wurde vorausgesetzt, dass die

Sequenzen der humanen und porcinen Gene untereinander sehr konserviert sind.

Bereits 1988 haben Baldwin et al. gezeigt, dass das humane Transferrin und das

porcine Transferrin zu 70% identisch sind. Außerdem wurde eine hohe Zahl von

syntenischen Genombereichen zwischen Mensch und Schwein zugrundegelegt, d.h.

die Reihenfolge der Gene auf den unterschiedlichen Chromosomen bei Mensch und

Schwein ist in vielen Bereichen gleich. Diese Tatsache bildete die Grundlage dafür,

mit Hilfe von bereits sequenzierten BACAEndsequenzen, die auf dem menschlichen

Genom abgebildet werden, porcine BACAKlone mit dem gewünschten

Kandidatengen identifizieren zu können, d.h. es wurde davon ausgegangen, dass auf

der Länge von 100A300 kb (Größe eines BACAInserts) kein Bruch zwischen

humanem und porcinem Genom stattfand.
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Eine Übersichtskarte der bislang identifizierten syntenischen Bereiche zwischen

Mensch und Schwein findet sich z.B. Yasue et al. (2008), bei Humphray et al. (2007)

und auf der INRAAInternetseite

(http://wwwAlgc.toulouse.inra.fr/pig/compare/compare.htm).
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1.6 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit verfolgt drei Ziele, die im Folgenden beschrieben werden.

1.6.1 Markerentwicklung

Im Rahmen der vom BMBF ins Leben gerufenen Fördermaßnahme FUGATO

(Funktionelle Genomanalyse im Tierischen Organismus)  beschäftigt sich das

Teilprojekt IRAS mit der Entwicklung von genetischen Markern zur Infektabwehr und

Resistenz im Atemtrakt des Schweins. Atemwegserkrankungen bei Schweinen

stellen ein großes wirtschaftliches Problem für Landwirte in Deutschland und Europa

dar. Aufgrund fehlender Impfstoffe, die eine Kolonisation der Schweine mit den

Hauptpathogenen ����������		
�� 	�
����
�������� �������	
�� ����
���

����	����� �����
������ und Infuenza Virus verhindern, ist es von großem

Interesse, genetische Marker zu identifizieren, die potentiell die Suszeptibilität von

Schweinen gegenüber Atemwegsinfektionen modulieren.

Zu diesem Zweck werden zunächst für ausgewählte Kandidatengene informative

Mikrosatellitenmarker entwickelt. Hohe Priorität kommt hierbei hauptsächlich Genen

des angeborenen Immunsystems zu, aber auch Genen, die in direktem

Zusammenhang mit einer ���	�
����
������ Infektion stehen und solchen, die in

unserer Arbeitsgruppe bereits als Modulatoren für Cystische Fibrose identifiziert

werden konnten.

1.6.2 Assoziationsstudie

Mit Hilfe dieser Marker wird eine Assoziationsstudie durchgeführt. Ein Vergleich der

Allelverteilungen an den Markerloci von mild und schwer erkrankten Tieren

(Deutsche Landrasse, Deutsches Edelschwein, Hampshire, Pietrain) nach �.

	�
����
������ Infektion soll Aufschluss darüber geben, welche Gene bzw. Allele

für die unterschiedliche Suszeptibilität der Tiere  verantwortlich sind. Der Vorteil

dieser Methode liegt darin, dass für diese Art der Untersuchung keine

Familienanalyse notwendig ist, da im Sinne einer „FallAKontrollAStudie“ lediglich mild

mit schwer erkrankten Tieren verglichen werden. Die Auswertung der Daten erfolgt
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mit Hilfe geeigneter Statistikprogramme. Für die Praxis könnte in der Zukunft auf

Basis der Ergebnisse dieser Arbeit ein Gentest entwickelt werden, der eine gezielte

Auswahl von unempfänglichen Herdlinientieren zur Zucht ermöglicht.

Die Infektionsversuche für diesen Teil der Studie und die anschließende Entwicklung

eines Scoresystems zur Beurteilung des Schweregrades der Erkrankung eines

Tieres werden an der Tierärztlichen Hochschule Hannover durchgeführt. In

Vorarbeiten für dieses Projekt wurde bereits ein standardisiertes Infektionsmodell für

��� 	�
����
������ entwickelt. Außerdem konnte bereits gezeigt werden, dass

Rasseunterschiede in der Empfänglichkeit gegenüber einer Infektion bestehen.

1.6.3 Diversitätsstudie

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Bestimmung des derzeitigen Genpools

unterschiedlicher Schweinepopulationen an den entwickelten Markerloci und der

anschließende Vergleich der Allelverteilungen zwischen den verschiedenen

Kohorten, um eventuell bereits bestehende Unterschiede in der Allelvielfalt an den

Markerloci verschiedener Rassen zu identifizieren, ohne dass bisher bewusst auf

Resistenz gezüchtet wurde.

Verglichen werden die Allelverteilungen von seltenen und/oder alten Schweinerassen

(z.B. Leicoma und SchwäbischAHällische Schweine), Wildschweinen, Herdlinientieren

eines Zuchtbetriebes, die derzeit zur Mastschweinzucht eingesetzt werden, und von

Schweinefleischproben, die derzeit in Schlachtereien und Supermärkten

deutschlandweit verkauft werden (Verbraucherstudie). Außerdem werden auch die

Allelverteilungen der Tiere aus den Infektionsversuchen für den Vergleich

herangezogen.
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2 Methoden und Probenmaterial

Das folgende Schema gibt einen chronologischen Überblick über die einzelnen im

Verlauf dieser Arbeit durchgeführten Arbeitsschritte. Zu jedem Schritt ist das Kapitel

angegeben, in dem detaillierte Informationen zu dem entsprechenden Punkt zu

finden sind.

Abbildung 1: Überblick über den Projektablauf

Aus dem Schema geht hervor, dass sich die einzelnen Arbeitsschritte in vier Kategorien einteilen
lassen. Vor Beginn des praktischen Teils der Arbeit war es zunächst notwendig, Kandidatengene und

Kandidatengenauswahl
2.1

Beschaffung der porcinen Sequenzen
(NCBI / BACAKlone)

2.1.1

Identifizierung geeigneter
Mikrosatellitenmotive

(Tandem Repeat Finder), Primerentwicklung
2.3

Tierauswahl für die Genotypisierung und
Probenbeschaffung

2.5

DNA Isolierung
2.6.1

PCR, Direct Blotting,
Membranentwicklung

2.6.3, 2.8, 2.9

Auswertung 1
Informativitätsbestimmung:

PICAWert
2.10.1

Definition klinischer
Phänotyp

Mild / schwer erkrankt
2.4

Auswertung 2
Diversitätsanalysen;

CLUMPASoftware
2.10.3

Infektionsversuche
2.4

Auswertung 3
Assoziationsstudie;
FAMHAPAAnalyse

3.5.1
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die zugehörige porcine Sequenz zu ermitteln, innerhalb der Sequenz Mikrosatellitenmotive zu
identifizieren, geeignete Tiere für die nachfolgende Genotypisierung auszuwählen und die Proben zu
beschaffen (gelb hinterlegt). Darauf folgte die Laborarbeit (blau hinterlegt), d.h. die Amplifikation der
Mikrosatelliten und anschließende Analyse mittels DirectABlotting Elektrophorese und
Chemilumineszenzdetektion. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe verschiedener
statistischer Verfahren (grün hinterlegt). Die Infektionsversuche und die anschließende
Phänotypisierung zur Diskriminierung von mild bzw. schwer erkrankten Tieren wurden an der
Tierärztlichen Hochschule Hannover durchgeführt; die Auswertung erfolgte durch Frau Doris Höltig.

2.1 Kandidatengene

Wie eingangs bereits erwähnt, wurde zu Beginn des IRASAProjektes in

Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Tosso Leeb eine 102 Gene umfassende, nach

Priorität sortierte Liste mit Kandidatengenen erarbeitet, die potentiell die

Suszeptibilität von Schweinen gegenüber einer ��� 	�
����
������ Infektion

modulieren. Ziel dieser Arbeit war es, für die ersten 48 Gene der Liste

Mikrosatellitenmotive zu identifizieren und entsprechend als Marker zu etablieren.

Tabelle 1: Kandidatengenübersicht
Nr. Genname Kurzbeschreibung

1

TNFRSF1A;
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 1A

Das codierte Protein ist einer der Hauptrezeptoren für den
Tumornekrosefaktor alpha. Der Rezeptor aktiviert den

Transkritionsfaktor NFAkB, vermittelt Apoptose und ist ein
Regulator für Inflammation.

2
Tyk2;

Tyrosine kinase 2

Die TyrosinAKinase2 gehört zur Familie der JanusAKinasen und
ist Teil der JAK/STAT Signalkaskade. Das Protein ist assoziiert

mit der cytoplasmatischen Domäne von Typ I und Typ II
Cytokinrezeptoren und leitet durch Phosphorylierung der

Rezeptoruntereinheiten Cytokinsignale weiter.

3
CD14;

Cluster of differentiation
antigen 14

CD14 ist ein membranassoziiertes Protein, das speziell auf der
Oberfläche von Makrophagen exprimiert wird. Zusammen mit
MD2 und TLR4 ist es ein CoARezeptor für die Erkennung von

bakteriellen Lipopolysacchariden („pattern recognition receptor“)

4

CD95 (FAS;TNFRSF6);
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 6

CD95 spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation von
Apoptose. Zusammen mit seinen Liganden formt der Rezeptor
den sogenannten „death inducing signalling complex“. CD95 ist

beteiligt an der Pathogenese von Immunkrankheiten.

5
BPI;

Bactericidal/permeabilityA
increasing protein

Das codierte Protein bindet Lipopolysaccharide. Es ist assoziiert
mit humanen neutrophilen Granulozyten, hat eine bakterizide

Wirkung auf gramAnegative Organismen und neutralisiert
Endotoxine.

6
TF

Transferrin

Das im Blutplasma vorkommende Glykoprotein Transferrin
bindet pH abhängig reversibel Eisen IIIAIonen und versorgt damit

alle proliferierenden Zellen des Körpers.

7
TFR1

Transferrinrezeptor1

Die mit EisenAIonen beladenen Transferrinproteine binden an
den Transferrinrezeptor1 (Transmembranprotein) an der

Zelloberfläche und werden so in Vesikeln in die Zelle
transportiert.
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Nr. Genname Kurzbeschreibung

8
TFR2

Transferrinrezeptor2

Der humane Transferrinrezeptor 2 ist ein Typ II Membranprotein
und reguliert ebenfalls die Eisenaufnahme in die Zelle. Bei
Schweinen ist bislang nur ein Transferrinrezeptor bekannt.

9
pBD�1

porcines BetaADefensinA1

Das porcine BetaADefensinA1 ist ortholog zu dem humanen BetaA
Defensin 2. Defensine bilden eine Familie antimikrobiell und

cytotoxisch wirkender Peptide, die von Neutrophilen produziert
werden.

10
PR39 (FALL39;CAMP)

Cathelicidin antimicrobial
peptide

Cathelicidine bilden eine Familie antimikrobisch wirkender
Polypeptide. CAMP wurde in speziellen Granula von
polymorphonuklearen Leukozyten (PMNs) gefunden.

11
PG�1

Protegrin 1
ProtegrinA1 ist ein antimikrobiell wirkendes Protein, das aus

porcinen Leukozyten isoliert wurde.

12
TLR1

TollAlike receptor 1

13
TLR2

TollAlike receptor 2

14
TLR3

TollAlike receptor 3

15
TLR4

TollAlike receptor 4

16
TLR5

TollAlike receptor 5

17
TLR6

TollAlike receptor 6

18
TLR7

TollAlike receptor 7

19
TLR8

TollAlike receptor 8

20
TLR9

TollAlike receptor 9

21
TLR10

TollAlike receptor 10

Das Proteine TLR1A10 gehören zur Familie der TollAlikeA
Rezeptoren, die eine wesentliche Rolle bei der Erkennung von

Pathogenen und der anschließenden Aktivierung des
angeborenen Immunsystems spielen. Sie erkennen sog.
„pathogenAassociated molecular patterns“ (PAMPs) und

vermitteln dadurch die Produktion von Cytokinen. TLR1 wird auf
Makrophagen und Neutrophilen exprimiert und erkennt

zusammen mit TLR2 als Heterodimer Peptidoglykan und
Lipoproteine gramApositiver Bakterien. TLR3 erkennt

doppelsträngige RNA viralen Ursprungs. TLR4 erkennt über die
CoARezeptoren CD14 und MD2 Lipopolysaccharide (LPS) gramA

negativer Bakterien. TLR5 erkennt bakterielles Flagellin
(Bestandteilt der Flagellen und Virulenzfaktor). Die TLR5
Aktivierung stimuliert den Transkriptionsfaktor NFAkB und

stimuliert die Produktion von TNFAalpha. TLR6 interagiert mit
TLR2 und stimuliert die zelluläre Immunantwort auf Lipoproteine
von Mycoplasmen. TLR7 und TLR8 erkennen u.a. Einzelstrang

RNA. TLR9 erkennt unmethylierte CpGADinukleotide in
bakterieller DNA. Der Ligand für TLR10 ist bislang unbekannt.

22
SARM1

Sterile alpha and TIR motif
containing 1

SARM1 gehört zu einer Gruppe von 5 Adaptorproteinen, die an
den TLRASignalkaskaden beteiligt sind. Alle diese Proteine

tragen eine TIR (tollAinterleukin 1Areceptor) Domäne. SARM ist
ein negativer Regulator des TLRASignalwegs (Carty et al. 2006).

23

TNFRSF1B
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 1B

Das Protein TNFRSF1B bildet zusammen mit TNFRSF1A einen
Heterokomplex, der die Rekrutierung von zwei antiA

apoptotischen Proteinen (cAIAP1 und cAIAP2) vermittelt. Über die
Bindung von TNF und der nachfolgenden Signalkaskade

induziert es Apoptose.

24
IFNGR1

Interferon gamma receptor 1

Der humane InterferonAgammaARezeptor ist ein Heterodimer aus
INFGR1 und IFNGR2. IFNGR1 bildet dabei die LigandA

Bindedomäne. Mutationen im humanen INFGR1 Gene sind
assoziiert mit veränderter Suszeptibilität gegenüber bakteriellen

Infektionen.

25
IFNAR1

Interferon alpha receptor 1

IFNAR1 ist ein Typ I Membranprotein und bildet zusammen mit
IFNAR2 Rezeptors für Interferon alpha und beta. Die Aktivierung

des Rezeptors bewirkt die Auslösung der JAK/STAT
Signalkaskade.

26
IFNGR2

Interferon gamma receptor 2
Siehe IFNGR1

27
IL12RB1

Interleukin 12 receptor,
beta 1

Das codierte Protein ist ein Typ I Membranprotein und bildet
wahrscheinlich zusammen mit IL12RB2 Proteinen einen

Rezeptorkomplex zur effektiven Bindung von IL12. Zusammen
mit IL23R bindet es außerdem IL23.
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Nr. Genname Kurzbeschreibung

28
CXCR2 (IL8RB)

Interleukin 8 receptor beta

Das Protein bindet zum einen IL8 und aktiviert die
anschließende Signaltransduktionskaskade, zum anderen bindet

es den Chemokinliganden 1 (CXCL1), ein Zytokin, das das
Wachstum von Melanomzellen aktiviert. Der Rezeptor vermittelt

außerdem die Migration von Neutrophilen zu
Inflammationsherden.

29
IL12RB2

Interleukin 12 receptor
beta 2

Siehe IL12RB1

30
IL18R1

Interleukin 18 receptor 1

Das Protein gehört zu einem Zytokinrezeptorkomplex der
Interleukin 1 Rezeptorfamilie. Es bindet spezifisch Interleukin 18

und vermittelt die nachfolgende Signaltransduktion.

31
IL23R

Interleukin 23 receptor

Das Protein bildet eine Untereinheit des Rezeptors für IL23A.
Zusammen mit IL12RB1 ist es verantwortlich für die durch IL23A

aktivierte Signalkaskade. Außerdem ist es konstitutiv mit der
Januskinase 2 (JAK2) assoziiert und bindet an den

Transkriptionsfaktor STAT3.

32

TNFRSF4
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 4

Das Protein aktiviert durch Interaktion mit Adaptorproteinen den
Transkriptionsfaktor NFAkB. Außerdem wird vermutet, dass er

die Expression von Apoptoseinhibitoren aktiviert und so
Apoptose unterdrückt.

33
CD40 (TNFRSF5)

Cluster of differentiation
antigen 40

Das Protein der TNFARezeptorASuperfamilie ist ein
costimulatorisches Protein exprimiert auf Makrophagen. Diese
werden durch die Bindung von den auf TAZellen exprimierten

Liganden CD40L aktiviert.

34

TNFRSF6B
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 6B

Das Protein hat eine regulatorische Funktion bei der
Unterdrückung von Apoptose, indem es bezüglich der

Ligandenbindung in Konkurrenz mit „Todesrezeptoren“ tritt.

35

TNFRSF7
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 7

Das Protein bindet den Liganden CD70 und spielt eine wichtige
Rolle bei der BAZellAAktivierung und Immunglobulinsynthese.
Außerdem kann das proapoptotische Protein SIVA an den

Rezeptor binden und so Apoptose induzieren.

36

TNFRSF8
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 8

Das Protein wird von aktivierten T und BAZellen exprimiert und
ist ein positiver Regulator der Apoptose.

37

TNFRSF9
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 9

Das Protein trägt zur klonalen Expansion, dem Überleben und
der Entwicklung von TAZellen bei und kann über die Bindung von

Adapterproteinen NFAkB aktivieren.

38

TNFRSF10A
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 10A

39

TNFRSF10B
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 10B

Beide Proteine binden den Apoptose induzierenden Liganden
TNFSF10. Die so induzierte Signalkaskade induziert Apoptose.

40

TNFRSF10C
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 10C

Das Protein besitzt eine extrazelluläre und eine
Transmembrandomäne aber keine cytoplasmatische Domäne,

über die Apoptose induziert werden könnte. Daher wird
vermutet, dass dieser Rezeptor antagonistisch wirkt und die

Zelle vor Apoptose schützt.
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Nr. Genname Kurzbeschreibung

41

TNFRSF10D
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 10D

Das Protein besitzt zwar eine verkürzte cytoplasmatische
Domäne, die keine Apoptose induzieren kann. Daher hat auch

dieser Rezeptor eine inhibitorische Funktion in Bezug auf
Apoptose.

42

TNFRSF11A
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 11A

Dieser Rezeptor und seine Liganden spielen eine wichtige Rolle
bei der Regulierung der Interaktionen zwischen TAZellen und
Dendritischen Zellen. Außerdem spielt er eine Rolle bei der

Osteoclasten (Knochen resorbierende Zellen) und
Lymphknotenentwicklung.

43

TNFRSF11B
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 11B

Das Protein wird von Osteoblasten segregiert und wirkt als
negativer Regulator bei der KnochenAResorption.

44

TNFRSF12A (TWEAKR)
tumor necrosis factor
receptor superfamily

member 12A

Das Protein ist der Rezeptor für das Protein „TNFAlike weak
inducer of apoptosis“ (TWEAK)

45 TNFRSF18
Der Rezeptor wird verstärkt exprimiert nach TAZell Aktivierung

und spielt eine Rolle bei der Apoptose.

46
TNF alpha;

Tumor necrosis factor alpha

Das Protein ist ein multifunktionales, proinflammatorische
Zytokin, das hauptsächlich von Makrophagen abgesondert wird.

Es bindet an die Rezeptoren TNFRSF1A und 1B.

47
TNF beta (LTA);

Tumor necrosis factor beta;
Lymphotoxin alpha

Das Protein ist ein von Lymphozyten produziertes Zytokin und
liegt als homotrimerisches Molekül vor.

48

NRAMP1;
natural resistanceA

associated macrophage
protein 1

Das Protein reguliert die intrazelluläre Proliferation von
Pathogenen und die Immunantwort von Makrophagen bei

Infektion (Barton et al. 1999). Außerdem fungiert es als Eisen
und Mangantransporter.

Die grau hinterlegten Gene wurden ausgewählt, da sie im Rahmen von Studien

unserer Arbeitsgruppe bereits als Modulatoren für Mukoviszidose identifiziert werden

konnten (Stanke et al. 2006; Kumar et al. 2008; Dissertation V. Kumar 2007).

Die Tyrosinkinase2 wurde aufgrund des Vorschlags von Herrn Prof. T. Leeb als

Kandidatengen hoher Priorität ausgewählt, da seine Arbeitsgruppe seit mehreren

Jahren intensiv das porcine Tyk2 Protein untersucht und das entsprechende porcine

Gen sequenziert hat (Leeb et al. 2004).

Für die grün hinterlegten Gene wird aus folgenden Gründen vermutet, dass sie eine

Rolle für die unterschiedliche Suszeptibilität von Schweinen gegenüber

Atemwegsinfektionen spielen:
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1. Transferrin / Transferrinrezeptoren

Im Verlauf früherer Studien der Arbeitsgruppe Gerlach (Baltes et al. 2002) konnte

gezeigt werden, dass beide von ��� 	�
����
������ produzierten

Transferrinrezeptoren eine entscheidende Rolle für die Virulenz der Bakterien

spielen. Die Rezeptoren haben eine hohe Affinität zu porcinem Transferrin und die

Bakterien sichern ihre Eisenversorgung, indem sie es das mit Eisen beladene

porcine Transferrin an ihre eigenen Rezeptoren binden. Die Vermutung ist nun, dass

eventuelle Mutationen im porcinen Transferrin bzw. des porcinen

Transferrinrezeptors dazu führen, dass die Bakterien nicht mehr oder in geringerem

Maße in der Lage sind, das porcine Transferrin für ihre Eisenversorgung zu nutzen.

2. PR39

Für das Cathelicidin PR39, ein antimikrobiell wirkendes Protein, konnte bereits

gezeigt werden, dass es in der BALF (bronchoAalveolarAfluid) von chronisch mit ��

	�
����
������ infizierten Schweinen in erhöhten Konzentrationen vorkommt

(HennigAPauka et al. 2005).

3. pBD�1

Elahi et al. haben 2006 gezeigt, dass der Schutz von älteren Ferkeln (älter als vier

Wochen) gegenüber einer Infektion mit �������		�� ���
���� in direktem

Zusammenhang mit der Expression von pBDA1 im oberen Respirationstrakt steht.

Neugeborene Ferkel exprimieren noch kein pBDA1 und waren in den durchgeführten

Infektionsversuchen voll suszeptibel, während ältere Ferkel mit pBDA1 Expression

keine Krankheitssymptome zeigten. Durch die Behandlung neugeborener Ferkel mit

pBDA1 zum Zeitpunkt der Infektion konnte ebenfalls ein Schutz erreicht werden.

4. PG�1

Für das ProtegrinA1 aus porcinen Lymphozyten konnte in vitro bereits eine

antimikrobielle Wirkung gegenüber einer Reihe von Mikroorganismen (u.a.

���
�����������
������) nachgewiesen werden (Steinberg et al. 1997). Außerdem

konnte mit Hilfe von PGA1 die Kolonisation von ��� ���
������ in Hautwunden bei

Schweinen verhindert werden (Ceccarelli et al. 2001).
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Die meisten Kandidatengene jedoch wurden ausgewählt, da sie zum angeborenen

Immunsystem gehören und damit generell eine entscheidende Rolle bei der ersten

Abwehr gegen eindringende Pathogene spielen (gelb hinterlegt).

2.1.1 Sequenzbeschaffung zu Kandidatengenen

Voraussetzung für die Identifizierung geeigneter Mikrosatellitenmotive war die

Verfügbarkeit der porcinen Sequenz des jeweiligen Kandidatengens. Für 12 der 48

Gene waren in der NCBI Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) porcine

Sequenzen verfügbar, die als Marker etablierbare Repeatmotive enthalten. Für die

übrigen Gene wurden in Zusammenarbeit mit dem HZI Braunschweig mit Hilfe der

EnsemblADatenbank (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/index.html) porcine

BACAKlone identifiziert, die wahrscheinlich das gewünschte Gen enthielten. Die

EnsemblADatenbank nutzt hierfür einen BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)A

Algorithmus, der bereits sequenzierte BACAEndsequenzen auf dem menschlichen

Genom abbildet. Die im menschlichen Genom bekannte Position des jeweiligen

Kandidatengens ermöglichte es, sich für jedes Gen die BACAEndsequenzen

anzeigen zu lassen, für die innerhalb bzw. in der Nähe des Gens mit Hilfe der

BLASTAAnalysen eine Übereinstimmung mit der humanen Sequenz gefunden wurde.

Durch die große Homologie zwischen Mensch und Schwein konnte davon

ausgegangen werden, dass auch die porcine Sequenz des BACs zwischen den

Endsequenzen das Gen enthält, das im humanen Genom an dieser Position liegt.

Die auf diese Weise identifizierten BACAKlone (siehe 3.1.1) wurden bei

entsprechenden Anbietern bestellt (siehe 6.1.7 im Anhang) oder von Herrn Prof. T.

Leeb zur Verfügung gestellt und anschließend am HZI Braunschweig sequenziert

(alle Sequenzen werden der Arbeit auf CDARom beigefügt). Dazu wurden die BACA

Klone zunächst subkloniert und einige der Subklone anschließend nach dem

Zufallsprinzip sequenziert. Bei den für die Markerentwicklung verwendeten

Sequenzen handelte es sich folglich um unassemblierte Sequenzstücke (ca. 100.000

bp pro Klon) der ursprünglichen BACAKlone. Mit Hilfe von Ähnlichkeitsvergleichen

(BLAST) wurde sichergestellt, dass die porcinen BACASequenzen tatsächlich das

gewünschte Gen enthalten. Hierfür wurde die mRNAASequenz des homologen

humanen Gens bzw. falls verfügbar des porcinen Gens als Vergleichssequenz
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eingesetzt. Als positives Ergebnis wurde gewertet, wenn für mindestens fünf ca. 200

bp große Sequenzstücke eine Sequenzidentität > 80% gefunden wurde. Zusätzlich

wurden von Herrn Prof. T. Leeb an der Universität Bern freundlicherweise weitere

BLASTAAnalysen durchgeführt, wobei die am HZI generierten Sequenzen der

porcinen BACs mit dem gesamten menschlichen Genom verglichen wurden. Falls die

Contigs der porcinen BACASequenzen in der genomischen Region beim Menschen

wiederzufinden waren, auf der das gewünschte humane Homolog zu dem

gewünschten Kandidatengen liegt, und es keine weiteren Übereinstimmungen über

das gesamte humane Genom verteilt gab, wurde als bestätigt angenommen, dass

der ausgewählte BACAKlon die Sequenz des gewünschten Kandidatengens enthielt.

2.2 BAC�Kultivierung

Alle verwendeten porcinen Klone waren in den BACAVektor pBeloBAC 11 von

Invitrogen kloniert worden und wurden als Stabkulturen in LBAAgar mit 12,5 Wg/ml

Chloramphenicol als Selektionsantibiotikum geliefert.

Abbildung 2: Karte des pBeloBAC 11A Vektors
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CMr: ChloramphenicolAacetylATransferase; vermittelt Chloramphenicolresistenz (rot)
Par A, par B, par C: Sequenzen, die die Kopienzahl der Vektor DNA kontrollieren
Rep E: kontrolliert die Plasmidreplikation
Ori S: Replikationsstartpunkt
Sal1; cosN; loxP; Not 1; lacZ, Not 1: Polylinker; Abschnitt des Vektors, der neben verschiedenen
Schnittstellen für Restriktionsenzyme auch das lacZ Gen als Markergen enthält; innerhalb dieses
Abschnittes kann nach Wahl des geeigneten Restriktionsenzyms das gewünschte Insert einkloniert
werden.

Der Vektor inklusive Insert wiederum war in den �����	� Stamm DH10 einkloniert.

Zur langfristigen Lagerung der Klone wurde zunächst Bakterienmaterial aus den

Stabkulturen mit einer Impföse auf frisch hergestellte LBAAgarplatten mit 12,5 Wg/ml

Chloramphenicol ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert. Das

Bakterienmaterial einer halben Platte wurde anschließend mit Hilfe eines sterilen

Wattestäbchens in ein vorher vorbereitetes Kryoröhrchen mit Einfriermedium (LBA

Medium mit 10 A15% Glycerin) überführt und bei –80°C eingefroren.

2.3 Identifizierung geeigneter Mikrosatellitenmotive

Potentiell als Mikrosatellitenmarker geeignete Repeatmotive in den Sequenzen der

Kandidatengene wurden mit Hilfe des Programms „Tandem Repeat Finder“ detektiert

(Benson 1999). Für jedes Gen wurden aus der erhaltenen Liste alle nicht

unterbrochenen Motive  mit mindestens sechs Wiederholungseinheiten ausgewählt

und Primer (siehe 6.4 im Anhang) entwickelt. Anschließend wurden die Motive

nacheinander dem PCRAOptimierungsprozess (siehe 2.6.3) unterzogen, um sie als

Marker zu etablieren. Die parallele Optimierung mehrerer Primerpaare führte dazu,

dass für einige Kandidatengene mehrere Marker etabliert werden konnten. Der

Marker mit dem höchsten PICAWert wurde anschließend für die Genotypisierungen

verwendet.

Da die Erfahrungen in unserem Labor gezeigt haben, dass einer Primärsequenz im

Vorfeld nicht angesehen werden kann, ob sie als Marker etablierbar ist, konnte keine

Vorauswahl der identifizierten Mikrosatellitenmotive für den Optimierungsprozess

getroffen werden.

In nur fünf Fällen konnte gleich die erste geteste Sequenz für ein Gen als Marker

etabliert werden, während für andere Gene alle verfügbaren Repeatmotive (bis zu
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acht) getestet wurden, ohne einen geeigneten Marker  für eine HochdurchsatzA

Genotypisierung etablieren zu können (siehe 3.1.1).

2.4 Infektionsversuche und Phänotypisierung

Um mit Hilfe von polymorphen Mikrosatellitenmarkern Gene identifizieren zu können,

die den Schweregrad der Pneumonieerkrankung nach einer Atemwegsinfektion

modulieren, war es zunächst notwendig, mit Hilfe eines standardisierten

Aerosolinfektionsmodells (Baltes et al. 2001) einen detaillierten Phänotyp

lungenkranker Bestände zu definieren.� Als Modellorganismus für die

Infektionsversuche diente der gut charakterisierte Serotyp 7 Stamm AP76 von ��

	�
����
������, der bereits in vorangehenden Studien zu BakterienAWirtA

Interaktionen verwendet wurde (z.B. HennigAPauka et al. 2006). Er zeichnet sich

durch eine geringe Pathogenität aus und verursacht vor allem chronische

Erkrankungsbilder.

Bei ��� 	�
����
������ handelt es sich um ein gramAnegatives Stäbchen. Er

gehört zur Familie der �����
��		������ und ist ein obligater Parasit des porcinen

Respirationstraktes. Bislang wurden 18 verschiedene Serotypen identifiziert, die sich

sowohl in der Struktur ihrer oberflächlichen Kapselantigene unterscheiden als auch in

der Zusammensetzung des in der Bakterienwand lokalisierten Lipopolysacchharids

(LPS). Die Kapselantigene und die Lipopolysaccharide stellen wesentliche

Virulenzfaktoren dar. Hinzu kommen von den Bakterien produzierte Exotoxine.

Prinzipiell sind alle Serotypen in der Lage, eine Pleuropneumonie beim Schwein

auszulösen (Bosse et al. 2002). Für den Serotyp 7 konnte gezeigt werden, dass

beide transferrinbindenden Proteine eine wesentliche Rolle für die Virulenz spielen

(Baltes et al. 2002).

Im Rahmen eines Teilprojektes von IRAS wurde an der Klinik für kleine Klauentiere

und forensische Medizin und Ambulatorische Klinik (Tierärztlichen Hochschule

Hannover; Prof. Waldmann) von Frau Doris Höltig ein RankingASystem entwickelt,

das es ermöglicht, die unterschiedlichen Ausprägungen einer Pneumonieerkrankung

am lebenden Tier beurteilen zu können. Hierfür wurden die

Untersuchungsergebnisse der bildgebenden Verfahren Ultraschall und Röntgen und
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die Ergebnisse des sogenannten „Klinischen Scores“, in den 11 täglich erhobene

Untersuchungsparameter wie z.B. Verhaltensauffälligkeiten und Atemfrequenz

eingehen, rechnerisch zusammengefasst. Dieses Rankingverfahren ermöglichte eine

individuelle Einordnung jedes untersuchten Tieres in eine Schweregradreihenfolge,

wobei eine höherer Rankingwert gleichbedeutend ist mit einem höheren

Erkrankungsgrad des Tieres. Insgesamt wurden 100 Tiere aus den

Infektionsversuchen mit diesem Rankingverfahren beurteilt. Das Ranking ermöglicht

die Einteilung der Tiere in mild bzw. schwer erkrankt (siehe 2.4) und bildet damit die

Grundlage für die angestrebte Assoziationsstudie mit Hilfe der entwickelten

Mikrosatellitenmarker, bei der untersucht werden soll, ob ein bestimmter Genotyp

bzw. ein bestimmtes Allel an einem Markerlocus assoziiert ist mit dem Phänotyp mild

bzw. schwer erkrankt nach ��	�
����
������� Infektion.

Voraussetzung für die Etablierung dieses Lebendscores war der Befund, dass die

Rankingwerte signifikant korrelierten mit den Ergebnissen des am Ende der

Versuche erhobenen Lungenssektionsscores, d.h. Tiere die nach Lebendscore als

mild erkrankt eingestuft worden waren, zeigten auch keine wesentlichen

Lungenveränderungen, während als schwer erkrankt eingestufte Tiere stark

veränderte Lungen aufwiesen.

Genauere Informationen zur Berechnung der Rankingwerte und der Versuchsabläufe

sind der Dissertation „Vergleichende klinische Untersuchungen an Ferkeln der

Rassen Deutsche Landrasse, Hampshire, Pietrain und Large White hinsichtlich

unterschiedlicher Erkrankungsgrade nach einer Aerosolinfektion mit �.

	�
����
������“�von Frau Doris Höltig zu entnehmen.

2.5 Probenmaterial für die Genotypisierung

Dieses Kapitel enthält sowohl eine Übersicht über alle für die Genotypisierung

verwendeten Schweinerassen als auch Informationen über die Zusammensetzung

der einzelnen Kohorten für die verschiedenen Fragestellungen dieser Arbeit.
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2.5.1 Die Schweinerassen

Die  folgenden Unterkapitel enthalten jeweils Kurzinformationen zu allen

verwendeten Schweinerassen.

Weiterführende Informationen sind u.a. auf folgenden Internetseiten verfügbar:

Gesellschaft zur Erhaltung alter und gefährdeter Haustierrassen e.V.

(http://www.gAeAh.de/)

Schweinefreunde e.V. (http://www.schweinefreunde.de/)

Vieh e.V. (http://www.viehAev.de/Rassen/schweine.html)

2.5.1.1 Angler�Sattelschwein

(http://www.gAeAh.de/gehAraku/schweine/schwhang.htm)

Das AnglerASattelschwein stammt aus Angeln in SchleswigAHolstein und geht zurück

auf ein unveredeltes, schwarzbuntes Landschwein, das durch die Einkreuzung von

englischen Ebern veredelt wurde. Das Sattelschwein wird seit 1929 im Herdbuch

geführt und ist seit 1937 als Rasse anerkannt. Da es sich um ein sogenanntes

Fettschwein handelt, ging seine Bedeutung ab den 1960er Jahren aufgrund der

zunehmenden Nachfrage nach fettarmem Schweinefleisch zurück. Heute gilt die

Rasse als extrem gefährdet und steht auf der Roten Liste der Gesellschaft alter und

gefährdeter Hausstierrassen (Benecke 1994)



Methoden und Probenmaterial                                                                                    23

2.5.1.2 Bunte�Bentheimer

(http://www.gAeAh.de/gehAschweine/BILDER/S41.jpg )

Das Bunte BentheimerASchwein stammt aus der Grafschaft Bentheim und dem

Emsland. Es entstand durch die Einkreuzung von BerkshireAEbern und

Cornwallschweinen aus England Mitte des 19. Jahrhunderts in das Europäische

Landschwein. Wie auch das AnglerASattelschwein verlor es Mitte der 1960er Jahre

seine Bedeutung aufgrund seines hohen Fettanteils im Fleisch. Das Überleben der

Rasse wurde durch einen einzigen Züchter in der Grafschaft Bentheim gesichert.

Trotzdem zählt es heute immer noch zu einer der extrem gefährdeten Rassen.

2.5.1.3 Deutsches Edelschwein (Large White)

(http://www.aid.de/landwirtschaft/tierspecial/schweinerassen/images/deutschesedelschwein.jpg)

Das Deutsche Edelschwein ist seit 1904 offiziell als Rasse anerkannt und geht

zurück auf eine Kreuzung von englischen Yorkshire (Large White) und Middle Whites

in das Europäische Landschwein in der zweiten Hälfte des 19. Jahrhunderts. Die

Sauen werden aufgrund der guten Fleischbeschaffenheit der Rasse häufig

eingesetzt für die Züchtung von Hybridschweinen und zur Mastferkelzucht.
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2.5.1.4 Deutsche Landrasse

(http://www.everinghoff.de/glandeb.jpg)

Die Deutsche Landrasse wurde 1969 als offizielle Rasse anerkannt. Vorläufer des

Rasse waren Ende des 19. Jahrhunderts Kreuzungen aus Europäischen

Landschweinen mit englischen Yorkshire Schweinen, die durch Einkreuzung von

dänischen Schweinerassen weiter veredelt wurden zur heutigen Deutschen

Landrasse. Die Deutsche Landrasse wird heute wie das Deutsche Edelschwein

hauptsächlich eingesetzt zur Erzeugung von Hybridschweinen in der

Mastschweinzucht.

2.5.1.5 Hampshire

(http://www.schweinefreunde.de/schweine/schweineArassen/bilder/hampshire.jpg)

Die Hampshire Schweine stammen von britischen Sattelschweinen aus der

Grafschaft Hampshire ab, die 1825 in die USA importiert wurden. 1904 wurde sie als

offizielle Rasse anerkannt und ist in Nordamerika die häufigste Schweinerasse. In

Europa kommt sie hauptsächlich zum Einsatz zur Erzeugung von Hybridebern

(häufig Kreuzung mit Pietrain) für die Mastschweinproduktion.
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2.5.1.6 Leicoma

(http://www.tihoAhannover.de/einricht/zucht/eaap/photos/965_2l.jpg)

Bei den Leicoma Schweinen handelt es sich um eine synthetische Linie, die

urprünglich ab ca. 1971 in der ehemaligen DDR im Rahmen des

Hybridschweinezuchtprogamms gezüchtet wurde. Erst 1985 wurden die Leicoma

Schweine als Rasse anerkannt. Der Name stammt von den drei Bezirken LeipzigA

CottbusAMagedeburg. Für die Rasse wurden die Deutsche und Niederländische

Landrasse, Duroc, Estnisches Speckschwein und Deutsches Sattelschwein gekreuzt.

Die Rasse wird heute noch von Zuchtverbänden in Brandenburg, Mecklenburg,

SachsenAAnhalt und Thüringen eingesetzt und dient der Erzeugung von

Hybridmuttersauen (durch Kreuzung mit Deutscher Landrasse oder Deutschem

Edelschwein) für die Mastschweinzucht.

2.5.1.7 Mangalitza (Wollschwein)

(http://blog.zeit.de/schwein_und_co/wpAcontent/uploads/2006/05/RotesMangalitza05.JPG)

Die MangalitzaASchweine entstanden Anfang des 20. Jahrhunderts ursprünglich in

Ungarn durch Kreuzung von serbischen SumadiaASchweinen mit SzalantaiA

Schweinen, einer damals in Ungarn weit verbreiteten Rasse. Sie wurden 1927 als
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Rasse anerkannt und waren bis in die 1960er Jahre die vorherrschende Rasse in

Ungarn. In den 1970iger Jahren wurden sie von englischen, magerfleischigen

Schweinerassen verdrängt, da ihr fettreiches Fleisch nicht mehr den

Verbraucheransprüchen entsprach. Heute werden sie nur noch von wenigen

Kleinzüchtern u.a. in Ungarn und Deutschland gehalten und gelten als extrem

gefährdete Rasse.

2.5.1.8 Mini�Lewe

(http://edoc.huAberlin.de/dissertationen/agrar/ottoAgrit/HTML/objct13.gif)

Das MiniALewe wurde in den 1970er Jahren an der Sektion Tierproduktion und

Veterinärmedizin der HumboldtAUniversität in Berlin gezüchtet. Dazu wurden das

Vietnamesische Hängebauchschwein, das Deutsche Sattelschwein und das

Deutsche veredelte Landschwein gekreuzt (Gregor et al. 1976). Nach dem Göttinger

Miniaturschwein ist es das zweitkleinste der Miniaturschweinrassen (Leucht et al.

1982). Für die Fleischproduktion spielt die Rasse keine Rolle.

2.5.1.9 Pietrain

(http://www.pigsonline.org.uk/images/Pietrain%20gilt.JPG)
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Die PietrainASchweine stammen ursprünglich aus der Gemeinde Pietrain in Belgien

und stammen wahrscheinlich von französischen BayeuxASchweinen ab, die um 1920

in den Ort gelangten. Die Rasse zeichnet sich durch mageres Fleisch aus, weshalb

sie sich ab den 1950er Jahren in ganz Europa durchsetzte. Seit ca. 1970 sind die

PietrainASchweine die bedeutendste Rasse für die Erzeugung von Hybridzuchtebern

in der Mastschweinzucht.

2.5.1.10 Schwäbisch�Hällisch

(www.gAeAh.de/gehAraku/schweine/schwhael.htm)

Die SchwäbischAHällischen Schweine entstanden um 1820 im Nordosten BadenA

Württembergs durch die Kreuzung von chinesischen Maskenschweinen mit

einheimischen Rassen. Auch diese alte Haustierrasse verlor Mitte der 1950er Jahre

wegen des hohen Fettgehalts ihres Fleisches im Zuge neuer

Ernährungsgewohnheiten an Bedeutung und galt Anfang der 80er Jahre schon als

ausgestorben. Mitte der 80er Jahre wurde mit sehr wenigen Tieren, die überlebt

hatten, eine neue Zucht aufgebaut. Heute werden die Tiere wieder in ca. 1000

kleinen Zuchtbetrieben gehalten und das Fleisch der Tiere wird wegen seiner sehr

hohen Qualität geschätzt. Im Unterschied zu der Mastschweinproduktion wird das

Fleisch in diesen Betrieben direkt für den Endverbraucher produziert.
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2.5.1.11 Wildschwein

(http://www.tierpark.ch/tiere/pix/wildschwein.jpg)

Wie eingangs bereits erwähnt stammen alle heutigen Schweinerassen von

Wildschweinen ab. Heute kommen Wildschweine in ganz Eurasien sowie Japan und

teilweise in Südasien vor, wobei sich ihr Verbreitungsgebiet im Verlauf der letzten

Jahrtausende zum einen aufgrund veränderter Witterungsbedingungen und zum

anderen aufgrund menschlicher Eingriffe mehrfach verändert hat. Derzeit sind ca. 20

Unterarten bekannt.

2.5.2 Kohortenzusammensetzung

2.5.2.1 Kontrollkohorte

Als Kontrollkohorte zur initialen Beurteilung der Informativität neu entwickelter Marker

dienten jeweils 51 Proben einer Schlachthofkohorte und drei Proben von MeishanA

Schweinen, die von der Tierärztlichen Hochschule zur Verfügung gestellt wurden.

Die Proben (Leber) wurden im Verlauf einer Hausschlachtung an einem Nienburger

Schlachthof gewonnen. Detaillierte Informationen über die Rassenzugehörigkeit und

den Verwandtschaftsgrad der Tiere liegen nicht vor, aber da die Tiere von

mindestens 7 unterschiedlichen Höfen stammten und starke Unterschiede im

Aussehen aufwiesen, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um mehrere

Familien unterschiedlicher Rassezugehörigkeit handelt und die Proben somit

geeignet sind, um die Informativität eines neuen Markers beurteilen zu können.
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2.5.2.2 Vergleichende Genotypisierung

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels vergleichender Genotypisierung den

Genpool rezenter Schweinepopulationen an Markerloci für Infektionsresistenz zu

bestimmen. Zu diesem Zweck standen die folgenden drei Probensets zur Verfügung:

2.5.2.2.1 Alte / seltene Schweinerassen und Wildschweine

Rasse Probenanzahl
AnglerASattelschwein 4

Bunte Bentheimer 2
Europäisches Wildschwein 20

Leicoma 12
Mangalitza 16
MiniALewe 4

SchwäbischAHällisches Schwein 16

Herkunft der Proben:

Europäisches Wildschwein:

Von den 20 Proben wurden 16 Proben als fertige DNA von Herrn Prof. T. Leeb zur

Verfügung gestellt. Die DNA stammt aus den Tonsillen von Bachen bzw.

Frischlingen, wobei die genaue Herkunft und der Verwandtschaftsgrad der Tiere

unbekannt ist. Die anderen vier Proben stammen von unverwandten Tieren aus dem

Raum Nienburg und wurden von Herrn Dr. Lutz Wiehlmann zur Verfügung gestellt.

Leicoma:

Alle 12 Proben stammen von unverwandten Tieren und wurden von der

Agrargenossenschaft Ilmtal (Thüringen) über den FBF zur Verfügung gestellt.
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Schwäbisch�Hällisches�Schwein:

Alle 16 Proben stammen von unverwandten Tieren und wurden von der

Agrargenossenschaft Ilmtal über den FBF zur Verfügung gestellt. Jeweils acht

Proben stammen aus dem Bestand des Zuchtbetriebs von Herrn Eberhardt bzw. aus

dem Bestand von Herrn Reber.

Bunte Bentheimer

Es handelt sich um privat organisierte Proben einer Sau und eines Ebers

(unverwandt) aus dem Betrieb des Landwirts Herrn H. Hellwig aus Hardegsen.

Angler�Sattelschwein:

Es handelt sich um privat organisierte Proben von vier unverwandten Tieren aus dem

Betrieb des Landwirts Herrn H. Hellwig aus Hardegsen.

Mini�Lewe:

Die vier Proben der MiniALewe Schweine wurden von der Arbeitsgruppe Waldmann

der Tierärztlichen Hochschule Hannover zur Verfügung gestellt. Über den

Verwandtschaftsgrad der Tiere liegen keine Informationen vor.

Mangalitza (Wollschweine):

Die Proben stammen aus fünf unterschiedlichen WollschweinAFamilien und wurden

von vier verschiedenen Wollschweinzüchtern privat zur Verfügung gestellt (siehe

Anhang).

Die Beprobung einiger MangalitzaATiere wurde freundlicherweise von Frau Doris

Höltig aus der Arbeitsgruppe Waldmann (Tierärztliche Hochschule Hannover)

durchgeführt.

2.5.2.2.2 Verbraucherstudie

Um die Proben für die sogenannte Verbraucherstudie zu beschaffen, wurden

deutschlandweit in 30 Städten insgesamt 69 Schweinefleischproben in Supermärkten

und Fleischereien eingekauft. Der Großteil der Proben wurde von mir im Verlauf von

fünf ganztägigen Zugreisen beschafft. Aus rein pragmatischen Gründen war das

Hauptkriterium für den Einkaufsort der Fleischproben hierbei die geographische
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Nähe zum jeweiligen Bahnhof, damit mit angemessenem Zeitaufwand möglichst

viele Städte in die Studie einbezogen werden konnten. Die Genotypisierung der

Proben gibt einen repräsentativen Überblick über den Genpool an den

ImmunresistenzAMarkerloci der derzeitig von den Verbrauchern verzehrten

Mastschweinpopulation.
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Abbildung 3: Übersicht über die Herkunft der Proben der Verbraucherstudie

Legende:
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Jedes Symbol unter einer Stadt steht für ein dort gekauftes Fleischprodukt.
Für detaillierte Informationen zu den Verbraucherstudienproben siehe Tabelle 19 im Anhang .
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2.5.2.2.3 Herdlinientiere

Die Züchtungszentrale Deutsches Hybridschwein GmbH

(http://www.bhzp.de/index.php) führt als staatlich anerkanntes

Schweinezuchtunternehmen das Bundeshybridzuchtprogramm durch. Alle zur Zucht

verwendeten Tiere sind in sogenannten Herdbüchern eingetragen, in denen die

Abstammungsnachweise der Tiere zusammengefasst sind.

Für das IRASAProjekt wurden freundlicherweise 99 Proben verschiedener Sauen und

Eber der Rassen Pietrain, Hampshire, Deutsche Landrasse und von Kreuzungstieren

aus Deutsche Landrasse mit Deutschem Edelschwein zur Verfügung gestellt, die

derzeit in dem Betrieb zur Mastschweinzucht eingesetzt werden. Aufgrund von

patentrechtlichen Auflagen der Projektträger liegen keine Informationen über den

Verwandtschaftsgrad der Tiere vor. Aus Zeitgründen konnten für die vorliegende

Arbeit bislang nur die folgenden 53 Proben analysiert werden:

Rasse Anzahl Sauen Anzahl Eber
Deutsche Landrasse 14 4

Pietrain 11 1
Hampshire 12 2

Deutsche Landrasse x
Deutsches Edelschwein

4 A

Keine Rasseninformation 1 4

Bis auf acht Proben der Landrassesauen, der Sau ohne Rasseninformation und der

Kreuzungstiere sind alle Sauen gleichzeitig auch Mütter der Ferkel aus den im

Rahmen von IRAS an der Tierärztlichen Hochschule Hannover durchgeführten

Infektionsversuchen. Ebenso sind alle Eber außer denen ohne Rasseninformation

auch Väter der Tiere aus den Infektionsversuchen.
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2.5.2.3 Assoziationsstudie

Für den Vergleich der Genotypen an den Resistenzmarkerloci von mild und schwer

erkrankten Schweinen nach ���	�
����
������ Infektion standen aus den an der

Tierärztlichen Hochschule Hannover durchgeführten Infektionsexperimenten

insgesamt 100 Proben zur Verfügung. Zusätzlich wurden (falls verfügbar) die

zugehörigen Elterntiere genotypisiert. Alle Tiere für die Infektionsversuche wurden

von der BHZP zur Verfügung gestellt.

Für die Assoziationsstudie wurden die nachfolgenden Rassen gewählt, da im Verlauf

von Infektionsversuchen mit ��� 	�
����
������ im Zuge vorangegangener

Studien der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Gerlach (Tierärztliche Hochschule

Hannover) bereits Unterschiede in der Suszeptibilität dieser Rassen festgestellt

werden konnten.

Tabelle 2: Übersicht über alle Proben aus den Infektionsversuchen

Anzahl Familien Ferkel pro Familie Eltern verfügbar
Deutsche Landrasse

1 9 Ja
1 6 Ja
2 3 Ja
7 2 Ja

Pietrain
9 2 Ja
1 2 Nur Vater
5 1 Ja
3 1 Nur Vater

Hampshire
9 2 Ja
3 1 Ja

Deutsches Edelschwein
1 3 Ja
2 2 Nur Vater
9 1 Ja
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2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Isolierung hochmolekularer DNA aus Blut oder Gewebeproben

Aus allen unter 2.5.2 angegebenen Proben wurde gemäß GrossABellard et al. 1973

DNA isoliert, um sie für die Genotypisierung an den entwickelten Markerloci zu

verwenden (siehe 3.1.1).

Die Zusammensetzung aller verwendeter Puffer ist unter 6.1.1 im Anhang aufgeführt.

Zunächst wurden 3 – 10 ml KAEDTA Blut bzw. ca. 150 mg Gewebe (frisch oder frisch

aufgetaut) in 50 ml Reaktionsgefäßen mit ca. 40 ml LysisAPuffer für 30 Minuten auf

Eis inkubiert und anschließend bei 3600 rpm für 15 Minuten zentrifugiert.

Der Überstand wurde verworfen, das Pellet erneut mit 25 ml LysisAPuffer

überschichtet, gemischt, für 10 Minuten auf Eis inkubiert, 15 Minuten bei 3600 rpm

zentrifugiert und der Überstand anschließend verworfen. Im Falle von

Gewebeproben folgte ein dritter InkubationsA / Zentrifugationsschritt mit 15 ml LysisA

Puffer.

Das zuletzt erhaltene Pellet sollte nun ausschließlich die Zellkerne enthalten. Um die

an die DNA gebundenen Histone mittels enzymatischem Verdaus zu entfernen,

wurde das Pellet mit 4 ml STE Puffer, 400 Wl 5% SDS und 50Wl ProteinaseAK (50

mg/ml) gemischt und über Nacht bei 56°C im Wasserbad unter Schütteln inkubiert.

Um die DNA von den Proteinen zu trennen, wurde eine Phenol/Chloroform Extraktion

durchgeführt. Dafür wurden dem ProteinaseAK Verdauansatz jeweils 3 ml Chloroform

und 3 ml Isoamylalkohol/ChloroformAGemisch (1:25) zugesetzt. Nach 10 Minuten

Inkubation auf einem Schüttler und anschließender Zentrifugation für 10 Minuten bei

3600 rpm, wurde die untere, organische Phase, die eventuelle Reste von

Zelltrümmern, Zuckern und Proteinen enthält, vorsichtig mit einer Glaspasteurpipette

entfernt. Dieser Extraktionsschritt wurde im Falle von Blut einmal, im Falle von

Gewebe zweimal wiederholt. Die letzte Extraktion erfolgte anschließend mit 6 ml

Chloroform/IsoamylalkoholAGemisch, um Reste von Phenol aus der oberen

wässrigen Phase zu entfernen. Zuletzt wurden der die DNA enthaltenden wässrigen

Phase 1% des Volumens 3 M Natriumacetat zugegeben, ad 40 ml mit eiskaltem

96%igen Ethanol aufgefüllt und auf Eis inkubiert, um die DNA zu fällen.
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Die DNA Fäden wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 1 ml eiskaltem 70% Ethanol

überführt und für 5 Minuten bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand

wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet zweimal mit 500 Wl 70%igem Ethanol

gewaschen. Zwischen den Waschschritten erfolgte eine Zentrifugation für 1 Minute.

Die Trocknung des Pellets erfolgte für ca. 1 Stunde bei 37°C. Anschließend wurde

die DNA in 200 – 700 Wl 1 x TE Puffer aufgenommen und für vier Wochen zum Lösen

bei 4°C gelagert.

2.6.2 Quantifizierung von DNA

Die DNAAKonzentration wurde photometrisch mit dem Spektrophotometer 3000

(Hitachi) gemessen. Die Proben wurden nach Bedarf mit Wasser verdünnt und in

einer Quarzküvette ein Extinktionsspektrum von 190 bis 320 nm aufgenommen. Als

Leerwert diente 1 x TEAPuffer.

E260nm = Extinktionsmaximum von DNA

E280nm = Extinktionsmaximum von Proteinen

E320nm = Leerwert

Die Berechnung der DNAAKonzentration erfolgte nach folgender Formel:

(E260nmAE320) x 50 x Konzentrationsfaktor = DNAAKonzentration [Wg / ml]

Der spezifische Extinktionskoeffizient von doppelsträngiger DNA ist 50, d.h. eine

Extinktion von 1 entspricht einer Konzentration von ca. 50 Wg / ml DNA.

Um eventuelle Verunreinigungen mit Proteinen zu detektieren, wurde zusätzlich der

Quotient E260nm/E280nm berechnet.

Dieser sollte für DNA idealerweise bei 2 liegen (Sambrook 1989).

Von allen DNAAProben wurde anschließend eine Arbeitslösung von 10 ng / Wl mit 1 x

TEAPuffer hergestellt und bei 4°C gelagert.
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2.6.3 PCR basierte Methoden

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine ��������ATechnik, bei

der ein definierter DNAAAbschnitt enzymatisch vermehrt wird. Voraussetzung hierfür

ist, dass dieser Abschnitt von bekannten NukleotidASequenzen flankiert wird, an die

zwei synthetische OligonukleotidAPrimer in gegenläufiger Orientierung binden

können. Um die Längenpolymorphismen der Mikrosatellitenmotive darzustellen, wird

der entsprechende DNA–Abschnitt PCR) unter Einsatz von biotinylierten Primern

amplifiziert (Mullis und Faloona, 1987).

Die Primersequenzen sollten möglichst selten im untersuchten Genom vorkommen

und zur Gewährleistung ihrer Spezifität mindestens 20 bp umfassen (Erlich et al.

1992). Alle für diese Arbeit verwendeten Primer wurden mit Hilfe des „Primer 3“A

Programmes des Whitehead Instituts entwickelt

(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Für jedes Primerpaar wurden die

optimalen Arbeitsbedingungen für die verwendeten Thermozykler durch Variierung

der MagnesiumchloridAKonzentrationen (CoAFaktor für die Polymerase) im

Reaktionsansatz, des Mengenverhältnisses beider Primer zueinander und der

Annealingtemperatur ermittelt, um eine möglichst hohe Spezifität und Ausbeute der

PCR zu gewährleisten.

Jeder Zyklus eines PCRAProgrammes besteht aus einem Denaturierungsschritt, bei

dem die beiden Stränge der TemplateADNA getrennt werden, einem

Anlagerungsschritt, bei dem die im Überschuss eingesetzten Primer mit der

einzelsträngigen DNA hybridisieren können, und einem Elongationsschritt, bei dem

mittels einer DNAAPolymerase ein neuer DNAADoppelstrang von 5‘ in 3‘ Richtung

synthetisiert wird. In dieser Arbeit wurde zur Amplifikation rekombinante ����DNAA

Polymerase von Invitek eingesetzt. Der Vorteil der ���APolymerase liegt in ihrer

hohen Hitzebeständigkeit (die EnzymAHalbwertszeit beträgt bei 97,5°C ca. 9

Minuten), allerdings fehlt ihr eine 3‘A>5‘ Exonukleaseaktivität, die sogenannte „proof

reading“ Funktion, so dass es zu Mutationen auf dem neu synthetisierten DNAA

Strang kommen kann (Lawyer et a. 1993).



Methoden und Probenmaterial                                                                                    38

2.6.3.1 Multiwell�PCR

Während der letzten Jahre wurde in unserem Labor ein standardisiertes PCRA

Verfahren erarbeitet, das eine HochdurchsatzAGenotypisierung von

Mikrosatellitenmarkern durch verlässliche Amplifikation der unterschiedlichen Allele

ermöglicht. Hierfür werden 96ALochAPlatten und Mehrkanalpipetten verwendet, um

möglichst viele Proben gleichzeitig und unter denselben Bedingungen bearbeiten zu

können. Alle während dieser Arbeit untersuchten Proben wurden mit Hilfe dieses

Verfahrens genotypisiert. Für detaillierte Informationen zu allen verwendeten Primern

bzw. untersuchten Mikrosatellitenmotiven siehe 6.4 im Anhang. Die äußeren Reihen

wurden nicht zur Probenamplifikation verwendet, sondern mit jeweils 50 Wl bidest.

Wasser gefüllt, um eine Verdunstung der Reaktionsansätze während der

Amplifikation zu verhindern. Zusätzlich wurden alle Reaktionsansätze mit jeweils 15

Wl Paraffinöl überschichtet und die Platte mit Hilfe von PCRAFolie versiegelt. Auf

diese Weise konnten jeweils 60 Proben gleichzeitig amplifiziert werden.

2.6.3.2 Etablierung der Konditionen für die Hochdurchsatz�Genotypisierung

von Mikrosatellitenmotiven

Um bei der Amplifikation neu identifizierter Mikrosatellitenmotive optimale Ergebnisse

zu erzielen, wurden die entwickelten Primerpaare zunächst standardmäßig unter 12

verschiedenen PCRABedingungen im 96AWellAPlattenformat getestet.

Zwei unterschiedliche Annealingtemperaturen (60°C und 65°C) wurden kombiniert

mit jeweils drei unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen (3,3 – 6,6 – 10

mM) und Variation der Primermengenverhältnisse zueinander, d.h. es wurde eine

asymmetrische PCR durchgeführt, wobei jeweils ein Primer im 5fach Überschuss in

dem Reaktionsansatz vorhanden war. Dies bewirkte, dass nach ca. 20 Zyklen keine

logarithmische PCR, sondern eine lineare stattfand, bei der nur noch ein Strang der

AusgangsADNA amplifiziert wurde. Als Kontrollen dienten fünf DNAAProben

unverwandter Schweine aus der Kontrollkohorte (siehe 2.5.2.1). Die Auswertung der

Optimierung erfolgte nach Durchführung einer DirectABlottingAGelelektrophorese und

anschließender Chemilumineszenzdetektion (siehe 2.8 und 2.9).
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Pro Reaktion wurden die PCRAReagenzien in folgenden Konzentrationen eingesetzt

(siehe auch 6.1.5 im Anhang)

Reagenz Konzentration
FAPrimer (biotinyliert) 0,16 WM oder 0,83 WM

RAPrimer 0,16 WM oder 0,83 WM
10 x PCRAPuffer :

500 mM TrisAHCl pH 8,8; 160 mM
(NH4)SO4; 0,1% Tween 20

1 x PCRAPuffer :
50 mM TrisAHCl pH 8,8; 16 mM
(NH4)SO4; 0,01% Tween 20

Magnesiumchlorid 3,3 / 6,6 oder 10 mM*
���APolymerase 0,25 U

DNA 50 ng
*für zwei Marker wurden Magnesiumchloridkonzentrationen von 1,5 bzw. 1,6 mM verwendet

Zur weiteren Verbesserung der Ergebnisse  wurde für 8 Marker Betain (0,8 M – 1,2

M) und für vier Marker DMSO (1 : 15 verdünnt) als PCRAEnhancer eingesetzt.

Alle während dieser Arbeit durchgeführten Amplifikationen zur Genotypisierung von

Mikrosatellitenmotiven folgten dem in Abbildung 4 gezeigten Verlaufsschema.

Lediglich die Annealingtemperatur wurde variiert.

Abbildung 4: PCRAVerlaufsschema

Vor Beginn des eigentlichen Programms wurde die Deckelheizung des Thermozyklers auf 95°C und

der Thermoblock auf 50°C vorgeheizt. Nach einem initialen Denaturierungsschritt für 3 Minuten folgten

35 Zyklen mit jeweils 30 s Denaturierung bei 92°C, 1 Minute Annealing bei der für das jeweilige

Primerpaar optimalen Temperatur und ein einminütiger Elongationsschritt bei 72°C. Nach Vollendung

der Zyklen folgte ein finaler Elongationsschritt für 3 Minuten und anschließende Abkühlung auf 20°C.
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2.6.3.3 Vorgehen zur Überprüfung der DNA�Qualität

Um die Qualität der isolierten, hochmolekularen DNA zu überprüfen, wurde für alle

Proben eine symmetrische PCR im 96AWell Format mit dem unter 2.6.3.2

angegebenen Reaktionsverlauf durchgeführt. Zur Amplifikation wurde ein Primerpaar

verwendet, für das zuvor die optimalen Arbeitsbedingungen ermittelt wurden, d.h. mit

anderen DNA–Proben konnte bereits ein sauberes PCRAProdukt nachgewiesen

werden. Das verwendete Primerpaar amplifiziert ein 175 bp großes Produkt und

arbeitet optimal bei einer Annealingtemperatur von 65°C und mit einer

Magnesiumchloridkonzentration von 1,6 mM.

Pro Reaktion wurden die PCRAReagenzien in folgenden Konzentrationen eingesetzt:

Reagenz Konzentration
FAPrimer (biotinyliert) 0,5 WM

RAPrimer 0,5 WM
10 x PCRAPuffer :

500 mM TrisAHCl pH 8,8; 160 mM
(NH4)SO4; 0,1% Tween 20

1 x PCRAPuffer :
50 mM TrisAHCl pH 8,8; 16 mM
(NH4)SO4; 0,01% Tween 20

Magnesiumchlorid 1,6 mM
���APolymerase 0,4 U

DNA 50 ng

2.6.3.4 GenomiPhi�Amplifikation

Das GenomiPhiAAmplifikationskit von GE Healthcare ermöglicht die Amplifikation

ganzer Genome mit Hilfe Phi29 DNA Polymerase aus Bakteriophagen. In der

vorliegenden Arbeit wurde das Kit verwendet, um die DNA Menge von Proben, bei

denen die DNA Isolierung nur eine geringe Ausbeute brachte, zu erhöhen, bzw. DNA

Resourcen zu erneuern, von denen keine weiteren Blut oder Gewebeproben zur

Verfügung standen.

Gemäß der Modifikationen von Frau Silke Hedtfeld wurden jeweils 1 Wl der zu

amplifizierenden DNA Probe mit 9 Wl Probenpuffer, der „RandomAPrimer“AHexamere

enthält, gemischt und für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend

wurden dem Ansatz 9 Wl Reaktionspuffer, der u.a. die dNTPs enthält, und 1 Wl

Polymerase zugefügt. Der gesamte Reaktionsmix wurde für 22 Stunden bei 30°C
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inkubiert, anschließend für 10 Minuten auf 65°C erhitzt und am Ende auf 10°C

gekühlt.

Zur Überprüfung des Amplifikationsergebnisses wurde wie unter 2.7 beschrieben

eine horizontale Agarosegelelektrophorese durchgeführt und die Proben

anschließend jeweils zunächst  mit 50 Wl 1x TEAPuffer verdünnt.

Anschließend wurde die DNA Qualität mittels PCR und anschließender

Gelelektrophorese überprüft, wobei jeweils 5 Wl einer 1:2,5 und einer 1:10

Verdünnung des bereits vorverdünnten GenomiPhiAProduktes in die PCR eingesetzt

wurde, um zu überprüfen, bei welcher Konzentration noch ein Produkt nachweisbar

ist.

Entsprechend der Ergebnisse wurde das gesamte GenomiPhiAProdukt nun mit 1X

TEAPuffer verdünnt und konnte für die HochdurchsatzATypisierung der

Mikrosatellitenmarker verwendet werden (5 Wl pro Reaktion).

2.7 Horizontale Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese können DNAAFragmente in einem

elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die negativ geladene DNA bewegt sich dabei

von der Kathode zur Anode, wobei ihre Beweglichkeit weitgehend von der

Molekülgröße abhängt. Während dieser Arbeit wurde die Agarosegelelektrophorese

ausschließlich zu analytischen Zwecken verwendet, um zum einen die Qualität der

isolierten, hochmolekularen DNAAProben zu beurteilen und zum anderen die

GenomiAPhiAAmplifikationen zu überprüfen. Dazu wurden Gele mit einer

Konzentration von 1% Agarose zur Überprüfung der GenomiAPhiAAmplifikationen

bzw. 2% Agarose zur Überprüfung der DNA Qualität verwendet. Die Agarose wurde

in einem Erlenmeyerkolben abgewogen, zusammen mit 1xTBE bei 200°C auf einem

Heizrührer aufgekocht und anschließend in einen Gelschlitten mit eingesetzten

Kämmen gegossen. Nach Erstarren der Agarose wurde der Kamm entfernt und das

Gel mit 1x TBEAPuffer übergossen. Für die Elektrophorese wurden die PCRAProdukte

zur Überprüfung der DNA Qualität ca. 1:1 mit Probenpuffer versetzt und die Produkte

der GenomiPhiAAmplifikation ca. 1:10 mit Probenpuffer verdünnt und mit Hilfe einer

Mehrkanalpipette aufgetragen.
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Die Auftrennung erfolgte bei 120 V für ca. 5 Stunden (GenomiPhi) bzw. bei 150 V für

ca. 60 Minuten (DNA Überprüfung) und wurde in einem Kühlraum bei 4°C

durchgeführt. Anschließend wurde das Gel im Ethidiumbromidbad (ca. 30 Wl einer

0,2%igen Stammlösung auf 500 ml Wasser) für ca. 30 Minuten gefärbt und danach

zweimal für ca. 10 Minuten im Wasserbad entfärbt. Der Nachweis der DNAABanden

bzw. im Falle der GenomiPhiAAmplifikationsprodukte des für hochmolekulare DNA

typischen Musters gescherter DNA, konnte nun unter UVALicht bei 302 nm erfolgen,

das das Ethidiumbromid zur Fluoreszenz anregt. Zur Dokumentation wurden

Fotografien der fluoreszierenden DNAABanden angefertigt.

2.8 Direct Blotting

Die Analyse der Mikrosatellitenmarker erfolgte durch die DirectABlottingA

GelelektrophoreseATechnik gemäß Beck et al. (1984) und Mekus et al. (1995).

Bei dieser Technik wird ein denaturierendes Polyacrylamidgel und eine „HighA

Voltage“AGelelektrophorese (1900 V) eingesetzt, um kleine DNAAFragmente

hochauflösend zu trennen. Die während dieser Arbeit aufgetrennten Produkte hatten

eine Größe von ca. 150 – 210 bp. Am Ende des vertikalen Gels wurden die negativ

geladenen Produkte auf eine positiv geladene Nylonmembran „geblottet“, die mittels

eines Förderbandes unter dem Gel entlang transportiert wurde. Um eine optimale

Trennung der einzelnen Allele zu erzielen,  wurde die Laufgeschwindigkeit des

Förderbandes individuell für jeden Marker ermittelt. Diese Methode ist geeignet für

HochdurchsatzAGenotypisierungen, da auf ein Gel nacheinander mehrere

Probenläufe mit jeweils 32 Proben aufgetragen werden konnten.

Abbildung 5: Darstellung der DirectABlottingAApparatur
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2.8.1 Gelpreparation

Das Gel wurde gemäß den Angaben des Herstellers vorbereitet. Für die

Mikrosatellitenanalyse wurde ein 4% Polyacrylamidgel (Acrylamid/ Bisacrylamid 37,5

: 1) mit 8,3 M Harnstoff in 1x TBEAPuffer mit einer Dicke von 0,19 cm verwendet.

Nach der Polymerisation und dem Einbau in die Elektrophoresevorrichtung wurde

zunächst zur Equilibration des Gels eine Elektrophorese mit 1500 V für 30‘

durchgeführt. Anschließend wurde das Gel mit 1900 V für eine Stunde auf eine

Temperatur von ca. 50°C gebracht, bevor die Proben aufgetragen wurden. Der 1x

TBEAPuffer für die untere Pufferkammer wurde vor der Benutzung für ca. eine

Stunde unter Vakuum entgast.

2.8.2 Probenvorbereitung

Für die standardisierte HochdurchsatzAGenotypisierung der Mikrosatellitenmarker

unter optimalen PCRABedingungen wurden 96AWell Platten pro Well mit 5 Wl DNAA

Arbeitslösung (10 ng/Wl) bestückt und bis zum vollständigen Trocknen bei 4°C

gelagert. Vor Durchführung einer PCR gemäß 2.6.3.1 wurden die Proben in jeweils 5

Wl bidest. Wasser gelöst. Die Erfahrungen in unserem Labor haben gezeigt, dass

auch über mehrere Jahre gelagerte Platten noch reproduzierbare Ergebnisse liefern.

Anschließend wurden jeweils 5 – 8 Wl des PCRAProduktes in PCRAEinzelkettenA

Gefäße überführt, für zwei Tage bei 37°C getrocknet und anschließend mit 5 – 9 Wl

FormamidAProbenpuffer (siehe 6.1.3) versetzt, der als Farbstoffe Bromphenolblau

und Xylencyanol enthielt. Die jeweils eingesetzten Volumina hingen ab von dem

getesteten Motiv und wurde individuell variiert.  Die Farbstoffe dienten zum einen als

Orientierungshilfe beim Probenauftrag und zum anderen als Größenstandard in

einem 4 % Polyacrylamidgel (Acrylamid/ Bisacrylamid 37,5 : 1). Bromphenolblau läuft

ungefähr auf derselben Höhe wie ein 120 bp großes Produkt und Xylencyanol auf

der Höhe eines 200 bp Produktes. Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die Proben 5

Minuten bei 95°C denaturiert und anschließend bei –20°C schockAgekühlt. Das

Auftragsvolumen betrug jeweils 1,5 Wl. Für jeden Marker wurde individuell aus den

fünf für die Optimierung verwendeten DNAAProben Kontrollen ausgewählt, die bei

jedem Lauf mitgeführt wurden. Sie dienten als Orientierungshilfe für die

Längenkalibrierung der Allele aller nachfolgend untersuchten Proben. Pro Gel
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wurden im Regelfall vier Läufe aufgetragen, was der Analyse von zwei kompletten

96AWellAPlatten entspricht.

2.8.3 Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde bei 1900 V durchgeführt, nachdem die Proben 1A2

Minuten bei 500 V in das Gel eingelaufen waren. Im Falle der Analyse einer

OptimierungsAPCR wurden die Läufe im Abstand von 65 Minuten aufgetragen, um zu

gewährleisten, dass sich die Proben nicht überschneiden. Zum Blotten wurde eine 30

cm lange Membran für jeweils zwei Läufe verwendet. Sobald der erste BromphenolA

Marker auf die Membran auftraf, wurde diese gestartet. Aus Vorerfahrungen wurde

eine Transportgeschwindigkeit von 20 cm/h bei DinukleotidARepeatmotiven und 17

cm/h bei allen Motiven mit längeren Repeats gewählt, um eine scharfe Trennung der

Allele zu bekommen. Nach Auswertung der Optimierungsläufe konnte für jeden

Marker exakt errechnet werden, nach welcher Zeit die Proben auf die Membran

treffen. Im Falle von Markern, bei denen im Verlauf der PCR keine Nebenprodukte

gebildet werden bzw. die Allele keine weite Streuung aufweisen, konnten die

folgenden Läufe der PCRAProdukte für jeden Marker verschachtelt aufgetragen

werden. Diese Verschachtelungstechnik brachte eine enorme Zeitersparnis bei der

nachfolgenden standardisierten Genotypisierung aller Proben für jeden Marker. Im

besten Fall konnte die benötigte Arbeitszeit für vier Läufe (Durchschnitt pro Gel) um

die Hälfte reduziert  werden. Außerdem wurde weniger Membranmaterial verbraucht,

so dass außerdem die Kosten für die Analysen gesenkt wurden.
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Abbildung 6: Schematische Veranschaulichung der Zeitersparnis bei verschachtelter Auftragstechnik

Anhand von Abbildung 6 soll die Zeitersparnis verdeutlicht werden, die durch eine verschachtelte
Auftragstechnik�bei der HochdurchsatzATypisierung im Vergleich zu den Optimierungsläufen erreicht
werden kann. Eine Farbe markiert jeweils den auf die Membran getroffenen BromphenolblauAMarker
(Linie) eines Laufes und die dazugehörigen Proben. Abbildung a) zeigt das Schema einer Membran
mit zwei aufgetragenen Optimierungsläufen eines Markers und Abbildung b) die anschließende
standardisierte HochdurchsatzATypisierung desselben Markers mit verschachtelter Auftragstechnik.
Wie bei dem Vergleich der beiden Abbildungen zu erkennen ist, können im Vergleich zur Optimierung
mit der Verschachtelungstechnik doppelt soviele Läufe auf dieselbe Membranlänge geblottet werden.
Dies ist möglich, da nach den Optimierungsläufen genau berechnet werden kann, in welchem
Zeitraum nach dem Auftreffen des BromphenolblauAMarkers eines Laufes die Proben auf die
Membran treffen.

2.9 CDP�Chemilumineszenzdetektion

Die biotinylierten PCRAProdukte wurden mit Hilfe der von Chemilumineszenz

detektiert. Die Zusammensetzungen aller verwendeter Reagenzien sind unter 6.1.4

aufgeführt. Die Membranen wurden zunächst für 30 Minuten mit BlockingAReagenzA

Gebrauchslösung unter Schütteln inkubiert, um unspezifische Bindestellen mit

Proteinen abzudecken. Anschließend erfolgte eine 1–2 stündige Inkubation unter

Schütteln mit einem AntiABiotinAAntikörper mit alkalische PhosphataseAAktivität. Dafür

wurde der Antikörper ca. 1:35 in BlockingAReagenzlösung verdünnt, wobei ca. 225 ml

dieser Lösung ausreichend waren für eine Inkubation von zwei 15 x 30 cm langen
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Membranen. Um überschüssigen Antikörper zu entfernen, folgten drei jeweils 10

minütige Waschschritte mit je ca. 300 ml Waschpuffer. Als Waschpuffer diente 1x P1A

Puffer, dem 1% TRITONAX zugesetzt wurde. Nach dem Waschen wurden die

Membranen in 1x P3APuffer für mindestens fünf Minuten umgepuffert. Um während

des Autoklavierens ausgefallenes Magnesiumoxid (MgO) aus dem Puffer zu

entfernen, wurde er vor der Benutzung filtriert. Nach dem Umpuffern wurde die

eigentliche Chemilumineszenzreaktion induziert. Dazu wurden die Membranen für

fünf Minuten unter Schwenken mit der zuvor vorbereiteten konzentrierten CDPAStarA

Lösung inkubiert. Überschüssiges CDPAStar wurde darauf durch kurzes Spülen mit

der verdünnten CDPAStarALösung entfernt. Das CDPAStar dient während der

Reaktion als Substrat für die alkalische Phosphatase. Das Enzym spaltet CDPAStar

und dadurch wird Licht (Chemilumineszenz) freigesetzt. Zur Kostenreduzierung

wurden die CDPAStarALösungen mehrfach verwendet und zwischen den

Anwendungen bei –20°C gelagert.  Um die Chemilumineszenz auf Röntgenfilmen

sichtbar zu machen, wurden die Membranen luftblasenfrei in Schlauchfolie

eingeschlagen und in einer Röntgenkassette befestigt. Die Exposition der

Röntgenfilme auf den Membranen und die anschließende Entwicklung erfolgte in

einer Dunkelkammer. Die Expositionszeit variierte von 1 s bis zu einer Stunde war

u.a. abhängig vom Alter der CDPAStarALösungen und der Effizienz der PCR.

Desweiteren wurden für jeden Film Expositionsreihen angefertigt, um die

verschiedenen Allele heterozygoter Genotypen diskriminieren und tatsächliche Allele

von Nebenprodukten unterscheiden zu können.
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2.9.1 Auswertung der Röntgenfilme

Die Auswertung der Bandenmuster bzw. die Größenkalibrierung der verschiedenen

Allele der entwickelten Marker erfolgte ausschließlich manuell. Das kleinste in der

Kontrollkohorte auftretende Allel wurde mit „10“ benannt, unabhängig von der

tatsächlichen Anzahl der Repeateinheiten. Die Bennung wurde mit „10“ begonnen,

damit im Falle des Vorkommens von kleineren Allelen in anderen Kohorten keine

negativen Zahlen benutzt werden müssen. Mit Hilfe von selbst angefertigten Skalen

für jeden Marker erfolgte die weitere Bennung aller übrigen Allele in den

verschiedenen Kohorten, wobei z.B. eine Bennenung mit „11“ bedeutet, dass das

Allel um eine Repeateinheit größer ist als das 10er Allel usw.. Da die Spreizung der

verschiedenen Allele eines Markers bei jeder Elektrophorese geringfügig variieren

kann, wurden bei jedem Lauf Proben mit bereits bekanntem Genotyp aus der

Kontrollkohorte mitgeführt, anhand derer die Größenkalibrierung der Allele in der

neuen Kohorte erfolgte.

Beispiele für die Interpretation der Bandenmuster zweier Marker anhand von

Genotypen von Familien aus den Infektionsversuchen:

M  V  F1  F2

M  V  F1  F2

Abbildung 8: DinukleotidAMarker visualisiert auf Röntgenfilm

M: Mutter; V: Vater; F1: Ferkel1; F2: Ferkel2

Die roten Punkte markieren jeweils die Hauptallele der Proben.

Die Bennenung der jeweiligen Hauptallele dieses Markers ist deutlich schwerer.
Aber durch den Vergleich der Bandenmuster eindeutig heterozygoter Individuen
mit potentiell homozygoten Genotypen und mit Hilfe von Familienanalysen ist eine
eindeutige Benennung der jeweiligen Hauptallele möglich. Außerdem können
Filme einer Expositionsreihe herangezogen werden, um zwischen Hauptallel und
Nebenprodukten eindeutig unterscheiden zu können. Mit Hilfe dieser Methoden
konnte schließlich das folgende Lesemuster für diesen Marker entwickelt werden:
Alle Individuen dieser Familie tragen heterozygote Genotypen. Das kleine untere
Allel erscheint immer mit einer etwa gleichstarken und einer schwachen dritten
Nebenbande, während die größeren Allele aller Individuen mit jeweils zwei starken
und einer schwachen Nebenbande erscheinen. Die Größe der Allele dieser
Familie variiert um 21 Repeateinheiten.

Abbildung 7: TetranukleotidAMarker visualisiert auf Röntgenfilm

M: Mutter; V: Vater; F1: Ferkel1; F2: Ferkel2

Die roten Punkte markieren jeweils die Hauptallele der Proben.

Die verschiedenen Allele dieses Markers sind einfach zu diskriminieren. Alle vier
Individuen der Familie tragen heterozygote Genotypen. Wegen der Mendelschen
Vererbungsregeln konnten die unteren, schwächeren Banden, die hier besonders
deutlich bei beiden Allelen der Mutter und bei dem oberen Allel des Ferkel1
auftraten, als Nebenprodukte identifiziert werden. Das kleine Allel des Vaters und
des ersten Ferkels unterscheiden sich um 8 Repeateinheiten von dem größten
Allel innerhalb dieser Familie.
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Generell war die Interpretation der Bandenmuster von Dinukleotidrepeatmotiven

aufgrund vermehrten Auftretens von Nebenbanden schwieriger als die Auswertung

von Markern mit höherer Repeatgrundzahl wie TriA und Tetranukleotidmotiven und

erforderte ein hohes Maß an Übung und Erfahrung.

Erschwerend kam hinzu, dass die Tierkohorten für die vergleichende

Genotypisierung im Gegensatz  zu der Kohorte für die Assoziationsstudie nicht aus

Familien bestanden, d.h. für diese Proben konnte bei unklarem Bandenmuster nicht

auf Genotypen aufgrund der Mendelschen Vererbungsgesetze rückgeschlossen

werden.

2.10   Statistische Analysen

2.10.1 PIC�Wert

Zur initialen Beurteilung der Güte eines Markers wurde zunächst sein

Informationsgehalt bestimmt aufgrund seiner Allelverteilung in der Kontrollkohorte.

Der Informationsgehalt hängt von der Anzahl der gefundenen Allele und ihrer

Frequenz in den Probensets bzw. der Bevölkerung ab. Als Maß für die Beurteilung

der Informativität der für diese Arbeit verwendeten Marker diente der

PolymorphismusAInformationsgehalt (PIC), der 1980 von Botstein et al. wie folgt

definiert wurde:

n      = Anzahl der beoachteten Allele
pi pj  = relative Häufigkeit des iAten und jAten Allels am
           betrachteten Locus

PIC = 1 A Σ pi
2 A Σ   Σ  2pi

2pj
2

i=1

n n

i=1 i=j+1

n
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Der PICAWert gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass aus dem Markergenotypen eines

Nachkommen abgeleitet werden kann, von welchem Elternteil welches Allel stammt.

Er kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei 1 hochinformativ bedeutet und 0

nicht informativ.

2.10.2 Heterozygotieindex

Mit Hilfe des Heterozygotieindexes wurde in der vorliegenden Arbeit der

Verwandtschaftsgrad der Elterntiere zu den Ferkeln aus den Infektionsversuchen

beurteilt (siehe 3.5.2.3). Der Heterozygotieindex H gibt die Wahrscheinlichkeit an,

dass ein Individuum an dem betrachteten Markerlocus heterozygot ist, d.h. H

entspricht dem erwarteten prozentualen Anteil an heterozygoten Individuen in der

betrachteten Population.

Der Heterzygotieindex an den Markerloci für die Verbraucherstudienkohorte wurde

als Sollwert für das Verhältnis heterozygoter zu homozygoter Individuen in den

Elterntieren jeder Rasse angenommen. Dass es sich bei der

Verbraucherstudienkohorte tatsächlich um eine OutbredAPopulation handelt, die als

Referenzkohorte geeignet ist, wurde zuvor belegt (siehe 3.3.1).

Der Heterozygotieindex berechnet sich nach folgender Formel:

H = 1 � ΣΣΣΣpi
2

pi: Frequenz des iAten Allels in der betrachteten Population

Σpi
2: Die Summe der quadrierten Allelfrequenzen aller auftretenen Allele in der Population; entspricht

dem erwarteten prozentualen Anteil an homozygoten Individuen

Die Anzahl real beobachteter heteroA bzw. homozygoter Tiere in den

Elterntierkohorten wurden für jeden Markerlocus anschließend mit den auf Basis des

Heterozygotieindexes in der Verbraucherstudie berechneten Sollwerten verglichen.

Dazu wurde die im folgenden beschriebene ClumpASoftware verwendet.

2.10.3 Monte Carlo Simulation mit Hilfe der CLUMP�Software

Das Programm Clump (Sham und Curtis 1995) beschreibt die Unterschiedlichkeit

zweier zu vergleichender Allelverteilungen mit Hilfe von Monte Carlo simulierten



Methoden und Probenmaterial                                                                                    50

Tabellen gleicher Stichprobengröße und Allelverteilung wie in der realen Stichprobe

beobachtet. Ein Marker mit N Allelen erzeugt dabei eine N x 2 Tabelle (N Spalten;

zwei Zeilen). Auf Basis dieser Tabelle werden z.B. 100.000 Tabellen simuliert. Für

den realen Datensatz und die simulierten Tabellen wird die Prüfgröße χ2 ermittelt.

Clump vergleicht, wie häufig unter den simulierten Tabellen eine ebenso seltene oder

noch seltenere Verteilung auftritt, d.h. wie häufig die simulierten Tabellen einen χ2

Wert ergeben, der genauso groß oder größer als der Wert für den realen Datensatz

ist.

Der pAWert wird anschließend wie folgt abgeleitet:

Sind von 100.000 Monte Carlo simulierten Verteilungen 5000 ebenso

unwahrscheinlich oder unwahrscheinlicher als der reale Datensatz, ergibt sich

p = 100.000 / 5000 = 0,05

Für die während dieser Arbeit durchgeführten Vergleiche ist keine Ermittlung eines

χ2 –Wertes ohne Monte Carlo Simulation erlaubt, da mindestens fünf oder mehr

Beobachtungen pro Zelle vorhanden sein müssten. Geringe Beobachtungszahlen

können aber in diesem Fall ein biologisch wichtiges Signal sein, z.B. ist denkbar,

dass letale Allele in einigen Probenkohorten fehlen.

Das Programm wendet vier verschiedene Algorithmen (T1AT4) an, bei denen jeweils

andere Spalten (1 Spalte = Beobachtungszahlen eines Allels in zwei Kohorten) bzw.

Spaltenkombinationen in die Berechnung einbezogen werden, um den höchsten χ2A

Wert zu ermitteln, so dass am Ende vier verschiedene pAWerte für einen Vergleich

vorlagen:

T1: Die χ2AWert Berechnungen werden mit der gesamten ursprünglichen N x 2

Tabelle durchgeführt.

T2: Für die χ2AWert Berechnungen werden die Spalten mit kleinen

Beobachtungszahlen summiert, bis mindestens eine Beobachtungszahl von fünf

erreicht wird, und anschließend wird die Berechnung des χ2AWertes mit der dadurch

reduzierten Spaltenanzahl durchgeführt.

T3: Für die Berechnung des χ2AWerts wird jeweils eine Spalte mit der Summe aller

anderen verglichen (2 x 2 Tabelle) und der beste Wert als Output angegeben.
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T4: Für die χ2AWert Berechnungen werden jeweils n Spalten summiert und mit n = 1

bis (Gesamtzahl der Zeilen – 1), also allen Möglichkeiten, eine 2 x 2 Tabelle

abzuleiten, verglichen. Der beste Wert wird als Output angegeben.

Ergeben sich signifikante pAWerte aus T1 und/oder T4, kann auf eine generell

unterschiedliche Allelverteilung zwischen den beiden Gruppen geschlossen werden,

während signifikante pAWerte aus T2 und/oder T3 auf eine andere Verteilung eines

einzelnen Allels schließen lassen.

Sham & Curtis haben anhand eines realen Datensatzes zeigen können, dass pA

Werte aus T1 und T4 generell die höchsten Signifikanzlevels haben.

Für die vorliegende Arbeit wurden die pAWerte aus T1 zur Beurteilung der Signifikanz

herangezogen.

2.10.4 Rangtest nach Mann�Whitney

In der vorliegenden Arbeit wurde der Rangtest nach MannAWhitney angewandt, um

zu überprüfen, ob es Rasseunterschiede hinsichtlich des Schweregrades der

Erkrankung zwischen den für die Infektionsversuche verwendeten vier Rassen gibt

(siehe 3.4.1.2). Der Test wird generell angewandt für den Vergleich jeweils zweier

Stichproben bestehend aus ordinalen Daten. In dieser Arbeit handelt es sich bei den

verwendeten Datensätzen um die jeweiligen Rangzahlen der nach Schweregrad der

Erkrankung in eine Rangreihe sortierten Familien der Tiere aus den

Infektionsversuchen. Die Nullhypothese ist bei jedem Vergleich, dass es keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Rassen gibt.

Die Prüfgrößen U1 und U2 berechnen sich nach folgenden Formeln:

U1 = n1 x n2 + 0,5 x n1 x (n1 + 1) – R1

U2 = n1 x n2 + 0,5 x n2 x (n2 + 1) – R2

n1 = Anzahl der untersuchten Familien der Rasse 1

n2 = Anzahl der untersuchten Familien der Rasse 2

R1 = Summe der Rangzahlen der Rasse 1

R1 = Summe der Rangzahlen der Rasse 2
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Da U1 und U2 bei gegebenen Stichprobengrößen immer dieselbe Summe ergeben

(U1 + U2 = n1 x n2), ist es ausreichend, nur einen der beiden UAWerte als Prüfgröße

zu verwenden. Standardmäßig wird der kleinere der beiden Werte verwendet:

U = Umin (U1; U2)

Als nächstes wird der kritische Wert U* mit folgenden Eigenschaften bestimmt:

Ist U ≤ U* so wird die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit α verworfen,

d.h. es gibt signifikante Unterschiede zwischen den verglichenen Gruppen.

Ist U > U* so wird die Nullhypothese nicht verworfen.

Der kritische Wert U* ist in Abhängigkeit von α und den Stichprobenumfängen n1 und

n2 ist in entsprechenden Tabellen abzulesen (Lorenz und Vollmar 1996).
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Mikrosatellitenentwicklung

3.1.1 Sequenz�Identifizierung zu Kandidatengenen und Markeretablierung

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Überblick darüber, woher die Sequenzen der 48

Kandidatengene stammten, innerhalb derer Mikrosatellitenmotive für die

Markerentwicklung identifiziert wurden, und wieviele Motive für jedes Kandidatengen

getestet werden mussten, um einen informativen Marker etablieren zu können.

Außerdem ist der Informationsgehalt der entwickelten Marker in Form des PICA

Wertes angegeben. Für jedes Motiv wurden zunächst Primerpaare entwickelt und

diese dem wie unter 2.6.3 beschriebenen Optimierungsprozess unterzogen. Falls

das Mikrosatellitenmotiv nach der Optimierung vielversprechend aussah, d.h.

innerhalb der fünf Kontrollproben wurden mindestens drei verschiedene, gut

unterscheidbare Allele identifiziert, so wurden anschließend die Proben der

Kontrollkohorte genotypisiert und anhand der Allelverteilung der PICAWert für den

Marker errechnet.

Tabelle 3: Übersicht über alle etablierten Marker

Kandidatengen(e) SequenzAQuelle
n Motive
getestet

Als Marker
etabliert

PICAWert(e)

TNFRSF1A /
TNFRSF71

NCBI: NM_213969;
UniSTS 253493

(Ssc. mRNA)
1 MS 1 0,51

MS 2 0,39
Tyk2

NCBI: AJ632303
(Ssc. Genom. Seq.)

5
MS 4 0,35
MS 1 0,28

CD14 RP44A380D12 7
MS 10 0,80
MS 5 0,85

CD95 RP44A358L10 7
MS 7 0,54
MS 2 0,38
MS 3 0,49BPI CH242A237C2 8
MS 6 0,28

Transferrin CH242A119H19 2 MS 1 0,79
Transferrinrezeptor 1 PigEA98B8 6 MS 9 0,36
Transferrinrezeptor 2 CH242A46P3 4 MS 1 0,82

pBDA1 PigEA101N6 6 MS 4 0,26
PRA39 PigEA71F2 7 MS 1 0,77

PGA1
Keine Sequenz

verfügbar
A A A
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Kandidatengen(e) SequenzAQuelle3 n  Motive
getestet

Als Marker
etabliert

PICAWert(e)

MS 1 0,40
TLR1 / 6 / 101 NCBI: AB210286

(Ssc. Genom. Seq.)
4

MS 3 0,79

MS 1 0,11
TLR2

NCBI: 208696
(Ssc. genom. Seq.)
und CH242A452I24*

8
MS 5 0,38

TLR3 PigIA249G7 2 MS 1 0,74

TLR4
CH242A2F11

(Seq. in NCBI)
2 MS 1 0,78

TLR5
Keine Sequenz

verfügbar
A A A

TLR7 / TLR81 CH242A433O23 2 MS 2 0,76
TLR9 CH242A478N14 4 MS 1 0,69

SARM1 CH242A279P12 6 A A
TNFRSF1B / 81 RP44A337G9* 3 MS 1 0,49

IFNGR1 RP44A353N17* 2 MS 3 0,73
MS 2 0,72

IFNAR1 / IFNGR21 RP44A362L19** 4
MS 4 0,37

IL12RB1
Keine Sequenz

verfügbar
A A A

CXCR2 (=IL8R1)
NCBI: BES
CT139166

(PigEA184C7)
1 MS 1 0,59

MS 1 0,58
IL12Rb2 / IL23R1 CH242A314C21 4

MS3b 0,65
IL18R1 PigIA433D11 2 MS 6 0,51

TNFRSF4 / 181 CH242A106L15 5 A A
CD40 RP44A358P12* 2 MS 3 0,74

TNFRSF6B
Keine Sequenz

verfügbar
A A A

TNFRSF9 CH242A385M24 5 A A
TNFRSF10A/B/C/D1 CH242A419I17 8 A A

TNFRSF11A CH242A271I4 5 A A
TNFRSF11B RP44A414I18* 2 MS 3 0,66
TNFRSF12A CH242A307D17 2 MS 6n 0,55

TNF α/β1,2 NCBI: X54859
(Ssc. genom. Seq.)

1 MS 1 0,81

NRAMP12 NCBI: M94994
(Ssc. repeat S008)

1 MS 1 0,36

Der Spalte „SequenzAQuelle“ kann entnommen werden, woher die porcinen Sequenzen stammen, in
denen potentiell geeignete Mikrosatellitenmotive identifiziert wurden.
„n Motive getestet“ gibt die Zahl der Motive an, die den Optimierungsprozess durchlaufen haben.
Der Spalte „Als Marker etabliert“ ist zu entnehmen, wieviele der getesteten Motive als Marker etabliert
werden konnten; die Bezeichnungen „MS X“ entsprechen jeweils dem Labornamen der Marker.
Die letze Spalte gibt die zu jedem etablierten Marker zugehörigen PICAWerte auf Basis der
Allelverteilungen in der Kontrollkohorte an.
 * BACAKlone wurden von Herrn Prof. T. Leeb zur Verfügung gestellt.
**Klon RP44A362L19 wurde im Labor von Herrn Prof. T. Leeb sequenziert und die Sequenz zur
Verfügung gestellt. Die übrigen BACAKlone wurden bei den entsprechenden Anbietern bestellt (siehe
Anhang) und am HZI Braunschweig sequenziert.
1diese Gene befinden sich im humanen Genom in derselben Region, sodass sie für die
Markerentwicklung zusammengefasst werden konnten
2Die Optimierung der Primerpaare für diese Marker wurde von Frau Silke Hedtfeld durchgeführt
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3Zur Sequenzierung des Schweinegenoms wurden vier verschiedene BACABibliotheken angelegt, die
auf unterschiedliche Ausgangstiere zurückgehen:
„CH242“AKlone stammen aus der von Baoli Zhu in Pieter de Jongs Labor des BACPACAResource
Centers angelegten porcinen CHORIA242ABACABibliothek; CHORI: Children’s Hospital Oakland
Research Institute; die Sequenzen wurden generiert auf der Basis der DNA aus der Blutprobe eines
weiblichen  Duroc Tiers von der Universität von Illinois (Herdlinien ID: 2A14)
„RP44“AKlone stammen aus der von ChungALi Shu in Pieter de Jongs Labor des BACPACAResource
Centers angelegten porcinen BACABibliothek; die Sequenzen wurden generiert auf der Basis von
gepoolten Blutproben von vier männlichen Schweine mit folgender Rassenzusammensetzung: 1/4
Meishan, 3/8 Yorkshire, and 3/8 Landrasse
„PigE“AKlone stammen aus der von Alan Archibald bei ARKAGenomics angelegten porcinen BACA
Bibliothek; die Sequenzen wurden generiert auf der Basis der DNA aus der Blutprobe von einem
männlichen Tier der F1 Generation aus der Kreuzung von Large White mit Meishan
„PigI“AKlone stammen aus der vom INRAABACAYACAResourceACenters angelegten porcinen BACA
Bibliothek; die Sequenzen wurden generiert auf der Basis der DNA aus Hautfibroblasten eines
männlichen Tieres (unbekannte Rasse)
Siehe auch Tabelle 16 im Anhang.

Für 35 der 48 Kandidatengene ist es gelungen, innerhalb der zur Verfügung

stehenden Sequenzen Mikrosatellitenmotive zu identifizieren, die als  Marker

etabliert werden konnten. Insgesamt standen somit prinzipiell 36 Marker für die

nachfolgenden genetischen Diversitätsuntersuchungen und die Assoziationsstudie

zur Verfügung.

Für die Gene SARM1, TNFRSF4, TNFRSF18, TNFRSF9, TNFRSF10A,

TNFRSF10B, TNFRSF10C, TNFRSF10D und TNFRSF11A konnte bislang keins der

in den zur Verfügung stehenden Sequenzen identifizierten Mikrosatellitenmotive als

Marker etabliert werden.

Für die Gene PGA1, TLR5, IL12RB1 und TNFRSF6B standen zu Beginn des

Projektes weder Sequenzen in NCBI zur Verfügung noch konnten BACAKlone mit

dem gewünschten Gen identifiziert werden, so dass für diese Gene keine

Mikrosatellitenmotive für die Markerentwicklung identifiziert werden konnten.

Um das Projekt voranzubringen und mit der Genotypisierung der Kohorten beginnen

zu können, wurde die Markerentwicklung für die Kandidatengene nach ca. der Hälfte

der Projektzeit beendet. Die Bearbeitung der Gene, für die bis dahin kein Marker

entwickelt werden konnte, wurde zunächst zurückgestellt.

Alle Primersequenzen, die zugehörigen optimalen PCRABedingungen, Informationen

zu den Mikrosatellitenmotiven und die Produktgröße des Referenzmotivs sind im

Anhang unter 6.4 zu finden.
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Die parallele Optimierung mehrerer Primerpaare führte dazu, dass für einige Gene

mehrere Marker etabliert werden konnten. Der informativste Marker, d.h. der Marker

mit dem höchsten PICAWert, wurde eingesetzt zur Genotypisierung der

verschiedenen Tierkohorten. Die Rohdaten für die PICAWertbestimmung in der

Kontrollkohorte finden sich im Anhang unter 6.6.1.

3.1.2 Klassifizierung der Mikrosatellitenmotive

Nach Auswahl des jeweils informativsten Markers für einen Genlocus standen

schließlich 27 Marker für die nachfolgenden Genotypisierungen zur Verfügung.

Diese Marker wurden nach der Erstbetrachtung im Verlauf der PICAWertbestimmung

den drei Güteklassen A, B und C zugeordnet. Die Einteilung erfolgte ausschließlich

aufgrund der Auswertbarkeit der Primärdaten der Motive und nicht aufgrund der

Informativität der Marker, d.h. auch Marker mit kleinem PICAWert wurden zum Teil in

die Güteklasse A eingeteilt.

Die Tabelle 4 gibt einen Überblick darüber, wieviele und welche Marker jeweils den

drei Güteklassen zugeordnet wurden und für welche Kandidatengene sie entwickelt

wurden.
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Tabelle 4: Einteilung der Marker in Güteklassen nach Lesbarkeit

Güteklasse Anzahl Marker
Marker für

Kandidatengen(e)
Markername /PICAWert

Tyk2 MS 2: 0,39
TFR1 MS 9: 0,36
TFR2 MS 1: 0,82
pBD1 MS 4: 0,26
TLR2 MS 5: 0,38
TLR4 MS 1: 0,78

IFNGR1 MS 3: 0,73
IFNAR1 / IFNGR2 MS 2: 0,72

CXCR2 MS 1: 0,59
TNFRSF11B MS 3: 0,66
TNFRSF12A MS 1: 0,55

TNF α / β MS 1: 0,81

A 13

NRAMP1 MS 1: 0,36

TNFRSF1A / 7 MS 1: 0,51
CD95 MS 5: 0,85

Transferrin MS 1: 0,79
TLR3 MS 1: 0,74

B 5

TLR9 MS 1: 0,69

CD14 MS 10: 0,80
BPI MS 3: 0,49

PR39 MS 1: 0,77
TLR1/6/10 MS 3: 0,79

TLR7/8 MS 2: 0,76
TNFRSF1B / 8 MS 1: 0,49

IL12Rb2 / IL23R MS 3b: 0,65
IL18R1 MS 6: 0,51

C 9

CD40 MS 3: 0,74
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Die folgenden Abbildungen zeigen Beispiele für Primärdaten, d.h. auf Röntgenfilmen

visualisierte PCRAProdukte, für alle 27 entwickelten Marker, um die Bandbreite der

verschiedenen Mikrosatellitenmotive zu veranschaulichen und die Einteilung in die

verschiedenen Güteklassen zu erläutern.

1. Marker der Güteklasse A

1. Marker für Tyk2, (ttgt)7 2. Marker für TFR1, (gt)7

3. Marker für TFR2, (aaag)17 4. Marker für pBD1,(attt)8

5. Marker für TLR2, (aat)11 6. Marker für TLR4, (ataa)12

1  2  3   4   5   6    7 1  2  3   4   5   6    7

1      2    3   4   5 1      2    3   4   5

1   2   3  4    51   2   3  4    5

1   2  3   4 1   2  3   4
1   2  M  V  F1 F21   2  M  V  F1 F2

M  V  F1 F2 F3 M  V  F1 F2 F3
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7. Marker für IFNGR1, 8. Marker für IFNAR1/IFNGR2,
    (aaga)13       (atag)13+(agac)7

9. Marker für CXCR2, 10. Marker für TNFRSF11B,
    (ca)23       (ac)21

11. Marker für TNFRSF12A, 12. Marker für TNF α / β
      (ca)19         (ctg)20

M    V   F1M    V   F1

M  V  F1 F2 M  V  F1 F2

M  V  F1  F2 F3 M  V  F1  F2 F3

M  V  F1 F2 M  V  F1 F2

1    2    3   4    5 1    2    3   4    5

M   V  F1  F2 M   V  F1  F2
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13. Marker für NRAMP1,
      (ca)20

2. Marker der Güteklasse B

1. Marker für CD95, 2. Marker für Transferrin,
    (aaag)22     (gt)18

3. Marker für TLR3, 4. Marker für TLR9,
    (ac)19      (ac)42

M    V    F1   F2 M    V    F1   F2

1    2  3   4   5 1    2  3   4   5

M  V  F1 F2

�

�

M  V  F1 F2

1    2   3      4 1    2   3      4
1     2  3    4    51     2  3    4    5
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5. Marker für TNFRSF1A / 7, (gt)11

3. Marker der Güteklasse C

1. Marker für CD14, (tttc)8 2. Marker für TNFRSF1B / 8, (gt)19

3. Marker für TLR1/6/10, (gt)15 4. Marker für BPI, (ta)15

5. Marker für IL12Rb2 / IL23R, (ac)13 6. Marker für IL18R1, (tg)14

1   2  3   4   5    6  7 1   2  3   4   5    6  7

1  2   3   4    5   6    7 1  2   3   4    5   6    7

1   2    3   4   5 1   2    3   4   5

1   2  3   4   5  61   2  3   4   5  6

1   2   3    4   5 1   2   3    4   5

?

?

1   2   3  4  5 1   2   3  4  5

���

1   2   3  4   5 1   2   3  4   5
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7. Marker für CD40, 8. Marker für PR39,
    (ac)19      (ca)19

9. Marker für TLR7 / 8,
    (atct)11

Abbildung 9: Auf Röntgenfilm visualisierte PCRAProdukte für 27 etablierte Marker, sortiert nach
Güteklasseneinteilung
Die als Hauptallele identifizierten Banden der gezeigten Proben sind jeweils im linken Bild mit roten
Punkten markiert. Zwei Punkte auf einer Bande kennzeichnen homozygote Genotypen. Die Zahlen
unter den Abbildungen bezeichnen die verschiedenen aufgetragenen Proben unverwandter Tiere. Für
einige Marker wurden Proben von Familien dargestellt, wobei M = Mutter, V = Vater, F1 = Ferkel1, F2
= Ferkel 2 usw. bedeutet. Außerdem wurde für jeden Marker das zugrundeliegende Motiv angegeben.
Die Motivlängen entsprechen der Größe des Motivs in der Referenssequenz, in der das Motiv
identifiziert wurde.

3.1.2.1 Diskussion der Markereinteilung

Die 13 Marker, die der Güteklasse A zugeordnet wurden, zeichnen sich dadurch aus,

dass die verschiedenen auftretenden Hauptallele der Proben in allen untersuchten

Kohorten aufgrund von klar erkennbaren Bandenmustern von während der PCR

gebildeten Nebenprodukten unterschieden werden konnten. Homozygote und

heterozygote Individuen waren auch ohne Familienanalysen eindeutig zu

unterscheiden.

Die Marker für Tyk2, TFR1, pBD1, TLR2 und NRAMP1 wurden trotz ihrer kleinen

PICAWerte in die Güteklasse A eingeordnet, da die Bandenmuster technisch gut

1   2   3    4   5 1   2   3    4   5

1    2    3    4 1    2    3    4

? ?

1    2   3   4    5 1    2   3   4    5
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auswertbar waren. Der geringe PICAWert von 0,36 für NRAMP1 ist dadurch zu

erklären, dass in der für die PICAWertbestimmung gewählten Kontrollkohorte nur drei

der nach der Genotypisierung aller Kohorten insgesamt sieben identifizierten Allele

aufgetreten sind. Bei Berechnung des PICAWerts aufgrund der Allelfrequenzen über

alle typisierten Kohorten steigt der Werte auf 0,45 (siehe 3.2.1, Tabelle 7).

Fünf der 27 entwickelten Marker wurden der Güteklasse B zugeordnet. Der Marker

für CD95 hat zwar mit 0,85 einen hohen PICAWert, allerdings war die Auswertung der

Bandenmuster schwierig, so dass die Auswertung der Primärdaten einen erhöhten

Zeitaufwand erforderte. Für den Mikrosatellitenmarker für CD95 wurden 22

verschiedene Allele in den Kohorten identifiziert, bei denen sich das kleinste Allel um

16 Repeateinheiten von dem größten Allel unterschied. Zu dieser großen Spreizung

kam erschwerend hinzu, dass bei diesem Marker viele Allele aufgetreten sind, bei

denen die Sequenz des ursprünglichen Motivs (aaag)22 im Laufe der Evolution

aufgrund von Leserasterverschiebungen innerhalb des Motivs nicht immer komplett,

sondern nur teilweise verdoppelt oder herausgeschnitten wurde, so dass auch

unterbrochene Motive wie beispielsweise (m)22+(1/2m)1 auftraten, wobei m für das

ursprüngliche Motiv steht. Eine sichere Größenkalibrierung der Allele wurde dadurch

gewährleistet, dass alle Proben nach der ersten Analyse entsprechend ihrer

zunächst nur vermuteten Allelgröße sortiert und anschließend erneut analysiert

wurden. Da die Auswertung der Rohdaten zwar mit erhöhtem Zeitaufwand

verbunden war, aber eine sichere Zuordnung der Allele dennoch möglich war, wurde

dieser Marker für die weiteren Genotypisierungen verwendet.

Die Marker für TNFRSF1A/7, Transferrin, TLR3 und TLR9 wurden der Güteklasse B

zugeordnet, da die Diskriminierung zwischen homoA und heterozygoten Individuen

aufgrund vieler Nebenbanden schwierig ist. Die HauptA und Nebenbanden liegen

zum einen sehr nah beieinander und zum anderen sind sie auch hinsichtlich ihrer

Intensität vergleichbar. Erschwerend kam hinzu, dass für die meisten Kohorten keine

Familien für die Auswertung zur Verfügung standen, so dass in Zweifelsfällen nicht

auf Genotypen aufgrund der Mendelschen Vererbungsgesetze geschlossen werden

konnte.



Ergebnisse und Diskussion                                                                                         64

Der Marker für Transferrin wurde wegen der hohen Relevanz des Gens für das

Projekt trotz des Wissens um möglicherweise einiger falsch interpretierter Genotypen

für die weiteren Genotypisierungen im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

Die Marker für TNFRSF1A/7, TLR3 und TLR9 wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht

für weitere Analysen verwendet.

Neun der 27 entwickelten Marker wurden in die Güteklasse C eingeordnet und nicht

für weitere Genotypisierungen im Rahmen dieser Arbeit verwendet, da für alle diese

Marker die technische Reproduzierbarkeit nicht gewährleistet ist, d.h. nicht jeder

Genotyp ist eindeutig lesbar. Im Gegensatz zu den Markern in Güteklasse B

kommen bei den Markern in Güteklasse C mehrere Probleme zusammen. Bei allen

neun Markern wurden im Verlauf ihrer Amplifikation viele Nebenprodukte gebildet.

Außerdem traten bei allen Markern sehr viele kleine Allele auf, während die wenigen

Großen nur sehr schwach amplifiziert wurden. Dies führte bei der Auswertung zum

Teil dazu, dass Individiuen als homozygot interpretiert wurden, die eigentlich

heterozygot sind.

Für die Marker für PR39 und TLR7/8 ist  z.B. erst bei der Typisierung von Familien

klar geworden, dass es sich bei zuvor als Hauptbanden identifizierten Banden

aufgrund der Mendelschen Vererbungsregeln um Nebenprodukte handeln muss.

Dies hat zur Folge, dass alle bereits ausgewerteten Rohdaten neu evaluiert werden

müssen.
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3.1.3 Zusammenfassung der Mikrosatellitenentwicklung

48 ausgewählte Kandidatengene wurden in die Mikrosatellitenmarkerentwicklung

einbezogen. Für 11 Kandidatengene standen dafür porcine Sequenzen in der NCBI

Datenbank zur Verfügung, während für 33 Kandidatengene insgesamt 25 porcine

BACAKlone sequenziert werden mussten, um die gewünschte Sequenz zu erhalten.

Für vier Kandidatengene standen zum Zeitpunkt der Durchführung dieser Arbeit

keine porcinen Sequenzen zur Verfügung.

Insgesamt wurden 128 Mikrosatellitenmotive im Verlauf dieser Arbeit getestet. Davon

konnten 36 Motive als Marker etabliert werden, die 35 der 48 untersuchten

Kandidatengene abdecken (Für 8 Kandidatengene wurden mehrere Marker

etabliert). Für neun Kandidatengene konnte keins der Mikrosatellitenmotive als

Marker etabliert werden, das in den zur Verfügung stehenden Sequenzen identifiziert

wurde.

Aus den 36 etablierten Markern wurde für jedes Kandidatengen der Marker mit dem

höchsten PICAWert ausgewählt. Damit blieben 27 Marker übrig, die prinzipiell für die

nachfolgenden Genotypisierungen zur Verfügung standen.

Diese Marker wurden aufgrund ihrer technischen Auswertbarkeit in die drei

Güteklassen A, B und C eingeteilt. 13 Marker wurden der Güteklasse A, 5 Marker der

Güteklasse B und 9 Marker der Güteklasse C zugeordnet. Folglich ist ca. die Hälfte

der etablierten Marker leicht auswertbar, während die Auswertung der übrigen

Marker aus unterschiedlichen Gründen mit einem erhöhten Zeitaufwand verbunden

ist.

In der Güteklasse A finden sich sowohl  fünf Marker bestehend aus

Dinukleotidrepeatmotiven als auch acht Marker bestehend aus TriA und

Tetranukleotidrepeatmotiven. In beiden Repeatsorten finden sich sowohl informative

als auch nicht informative Marker. Daran ist zu erkennen, dass einem Repeatmotiv

im Vorfeld nicht angesehen werden kann, ob es sich als Marker etablieren lässt oder

nicht. Allerdings werden bei der Amplifikation von Mikrosatellitenmotiven, die aus

größeren Grundeinheiten wie TriA oder Tetrarepeats bestehen, in der Regel weniger

Nebenprodukte gebildet, was die Diskriminierung zwischen homoA und

heterozygoten Individuen erleichtert. Dies bestätigt sich dadurch, dass es sich bei 12
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von 14 Mikrosatellitenmotiven der Güteklassen B und C um Dinukleotidrepeatmotive

handelt.

Aus den 27 etablierten Markern wurden zur Beurteilung der Alleldiversität in den

verschiedenen Kohorten für die Genotypisierung  12 Marker der Güteklassen A und

B ausgewählt, die aufgrund der Beschaffenheit des Mikrosatllitenmotivs im

Zeitrahmen dieser Arbeit eindeutig ausgewertet werden konnten.

Die verwendeten Marker wurden für die folgenden 14  Kandidatengene entwickelt:

1. Tyk2 8. IFNGR2
2. CD95 9. CXCR2
3. Transferrin 10. TNFRSF11B
4. Transferrinrezeptor 2 11. TNFRSF12A
5. TLR4 12. TNF α
6. IFNGR1 13. TNF β
7. IFNAR1 14. NRAMP1

Die Gene IFNAR1/ IFNGR2 und TNF α / β werden jeweils mit einem Marker
abgedeckt.
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3.2 Genotypisierung der Kohorten

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick darüber, wieviele Proben für alle 27

entwickelten Marker im Laufe dieser Arbeit genotypisiert wurden und wieviele

unterschiedliche Allele pro Marker in der Kontrollkohorte und nach der Typisierung

aller Kohorten identifiziert werden konnten.

Tabelle 5: Überblick über typisierte Probenanzahl und identifizierte Allele

Kandidatengen(e)
n Tiere für
PICAWert

n Allele PIC n Tiere gesamt n Allele gesamt

TNFRSF1A /
TNFRSF7

52 4 A A

Tyk2 52 3 290** 4
CD14 47 10 A A
CD95 44 13 308 22
BPI 50 10 A A

Transferrin 51 7 328* 12
Transferrinrezeptor 1 43 2 A A
Transferrinrezeptor 2 51 9 315 13

PBDA1 51 3 A A
PRA39 48 10 A A

TLR1 / 6 / 10 52 15 A A
TLR2 49 4 A A
TLR3 41 7 A A
TLR4 32 8 298 12

TLR7 / TLR8 50 6 A A
TLR9 37 7 A A

TNFRSF1B / 8 52 4 A A
IFNGR1 48 10 316 11

IFNAR1 / IFNGR2 49 6 310 11
CXCR2 (=IL8R1) 45 10 312 15
IL12RB2 / IL23R 45 6 A A

IL18R1 53 7 A A
CD40 52 9 A A

TNFRSF11B 49 10 316 13
TNFRSF12A 51 6 313 12

TNF α/β 50 11 314 12
NRAMP1 51 3 317 7

Den Spalten „n Tiere für PICAWert“ und „n Allele PIC“ ist zu entnehmen, wieviele Tiere aus der
Kontrollkohorte für die Bestimmung des PICAWertes genotypisiert wurden und wieviele verschiedene
Allele in dieser Kohorte aufgetreten sind.
Die Spalten „n Tiere gesamt“ und „n Allele gesamt“ geben Auskunft darüber, wieviele Tiere insgesamt
im Verlauf dieser Arbeit für den jeweiligen Marker genotypisiert wurden und wieviele verschiedene
Allele insgesamt in den Kohorten identifiziert werden konnten. Die Zahl der Tiere in der Spalte „n Tiere
gesamt“ setzt sich aus folgenden Kohorten zusammen: Kontrollkohorte, Verbraucherstudie,
Herdlinientiere, Wildschweine, SchwäbischAHällische Schweine, Leicoma, Wollschweine, Bunte
Bentheimer, AnglerASattelschweine, MiniALewe, und aus den Infektionsversuchen jeweils Ferkel der
Rassen Pietrain, Hampshire und Deutsche Landrasse.
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*Aus Zeitgründen konnten bis jetzt nur für den TransferrinAMarker die Ferkel der Deutschen
Edelschweine (Large White) aus den Infektionsversuchen typisiert werden.
**Für den Tyk2AMarker wurden die PietrainAFerkel wegen technischer Probleme noch nicht typisiert.

3.2.1 Bewertung der Vorgehensweise zur Informativitätsbestimmung eines

Markers

Die für diese Arbeit gewählte Vorgehensweise zur Etablierung eines

Mikrosatellitenmotivs als informativem Marker beruhte auf der Annahme, dass bereits

fünf Proben unverwandter Schweine ausreichend sind, um die generelle Allelvielfalt

eines Markermotivs in verschiedenen Populationen abschätzen zu können.

Außerdem wurde davon ausgegangen, dass der auf Basis der Allelfrequenzen in

einer Kontrollkohorte (bestehend aus 53 Tieren) berechnete PICAWert repräsentativ

ist für den generellen PICAWert des Markers.

Bei einem optimalen Marker sollte der GesamtAPICAWert im Vergleich zu dem

KontrollAPICAWert also entweder gleich bleiben oder größer werden und die Anzahl

der verschiedenen beobachteten Allele sollte mit steigender typisierter Probenzahl

größer werden bzw. gleich bleiben. Dies wäre ein Beleg dafür, dass sowohl die für

die Optimierung gewählten Proben als auch die gesamte Kontrollkohorte als

Stichprobe zur Bestimmung der Informativität eines Markers geeignet sind.

Um diese Annahmen zu überprüfen, wurde für 12 Marker neben dem KontrollAPICA

Wert zusätzlich der GesamtAPICAWert berechnet. Dieser basiert auf den

Allelfrequenzen in allen typisierten Proben.

Außerdem wurde für diese 12 Marker die Anzahl an beobachteten unterschiedlichen

Allelen in den initialen fünf Kontrollproben (die aus der Schlachthofkohorte

ausgewählt wurden) verglichen mit der Anzahl an beobachteten Allelen in der

gesamten Schlachthofkontrollkohorte. Die  Anzahl an beobachteten Allelen in der

Kontrollkohorte wurde wiederum verglichen mit der Anzahl unterschiedlicher

identifizierter Allele in allen Kohorten.

Den folgenden Tabellen 6 und 7 sind die dazugehörigen Daten zu entnehmen und in

den Abbildungen 10 und 11 wurden die Daten grafisch dargestellt.
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Tabelle 6: Vergleich der identifizierten Allelanzahl
Marker für Gen(e) n Allele nach Opt. n Allele Kontrollkohorte n Allele gesamt

Tyk2 3 3 4
CD95 5 13 22

Transferrin 7 7 12
TFR2 5 9 13
TLR4 3 8 12

IFNGR1 5 10 11
IFNAR1 / IFNGR2 5 6 11

CXCR2 5 10 15
TNFRSF11B 5 10 13
TNFRSF12A 4 6 12

TNF α / β 7 11 12
NRAMP1 2 3 7

Opt.: Optimierung

Tabelle 7: Vergleich PICAKontrolle vs. PICAGesamt
Marker für Gen(e) PIC Kontrollkohorte PIC Gesamt

Tyk2 0,39 0,38
CD95 0,85 0,87

Transferrin 0,79 0,77
TFR2 0,82 0,74
TLR4 0,78 0,74

IFNGR1 0,73 0,84
IFNAR1 / IFNGR2 0,72 0,79

CXCR2 0,59 0,71
TNFRSF11B 0,66 0,63
TNFRSF12A 0,55 0,55

TNF α / β 0,81 0,83
NRAMP1 0,36 0,45
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Abbildung 10: Vergleich der Allelanzahlen in verschiedenen Kohorten
Auf der XAAchse sind in beiden Teilfiguren jeweils die 12 betrachteten Markerloci dargestellt.
Auf der YAAchse sind in Teilfigur a) für jeden Locus die Anzahl an identifizierten unterschiedlichen
Alleln in den fünf Optimierungsproben (Allelanzahl Opt.) und in der 53 Tiere umfassenden
Kontrollkohorte (Allelanzahl Ktr.) abzulesen. Die Proben für die Optimierung waren für alle Marker
identisch. In Teilfigur b) ist auf der YAAchse erneut die Allelanzahl in der Kontrollkohorte zu jedem
Markerlocus abzulesen im Vergleich zu der Allelanzahl, die insgesamt in allen Kohorten beobachtet
wurde (Allelanzahl ges.).

Abbildung 11: Vergleich der PICAWerte in der Kontrollkohorte vs. GesamtAPICAWert
Auf der XAAchse sind die 12 betrachteten Markerloci dargestellt.
Auf der YAAchse sind die PICAWerte für jeden Marker abzulesen, die sich auf Basis der
Allelfrequenzen in der Kontrollkohorte ergeben (PIC Ktr.) im Vergleich zu dem auf Basis aller
Beobachtungszahlen eines Allels in allen Kohorten berechneten PICAWertes (PIC gesamt).
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Die Auswertung der Daten bzw. der Grafiken erlaubt den Schluss, dass die für diese

Arbeit gewählte Vorgehensweise zur Etablierung eines informativen

Mikrosatellitenmarkers sinnvoll ist.

Beim Vergleich der beobachteten Allelzahlen in den Optimierungsproben, der

Kontrollkohorte und gesamt in allen Kohorten (Abbildung 10) zeigt sich, dass auch

die Anzahl an identifizierten Allelen an allen 12 betrachteten Loci mit steigender Zahl

der genotypisierten Tiere zunimmt. Lediglich am Markerlocus für Tyk 2 wurden in der

gesamten Kontrollkohorte keine weiteren Allele beobachtet im Vergleich zu den fünf

für die Optimierung gewählten Proben.

Beim Vergleich der PICAWerte für die 12 Marker berechnet auf Basis der

Allelfrequenzen in der Kontrollkohorte mit dem GesamtAPICAWert auf Basis aller

Beobachtungszahlen (Abbildung 11) zeigt sich, dass die Kontrollkohorte als

Stichprobe geeignet ist, um auf die generelle Informativität eines Markers zu

schließen. An 7 von 12 Markerloci wird der PICAWert größer, wenn die

Beobachtungszahlen aller Allele in allen Kohorten die Basis für die Berechnung

bilden. Für fünf der 12 Markerloci liegt  der GesamtAPICAWert zwar etwas niedriger

als der KontrollAPICAWert, aber die beiden Werte bewegen sich dennoch in der

gleichen Größenordnung.
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3.3 Alleldiversitätsstudie

3.3.1 Heterozygotietest für die Verbraucherstudienkohorte

Für die Verbraucherstudienkohorte wurde postuliert, dass es sich um eine OutbredA

Population aus unverwandten Tieren handelt, die den Genpool repräsentiert, der in

derzeit in Deutschland konsumiertem Schweinefleisch vorhanden ist.

Um diese Annahme statistisch zu belegen, wurde für die Verbraucherstudienkohorte

für 11 der 12 für die Untersuchungen ausgewählten Markerloci (3.1.3) der

Heterozygotieindex H berechnet (siehe 2.10.2). Der Marker für Tyk2 wurde nicht

berücksichtigt, da lediglich zwei unterschiedliche Allele in der

Verbraucherstudienkohorte aufgetreten sind, und der Marker somit nicht informativ

ist.

Auf Basis des Heterozygotieindexes wurde anschließend für jeden Markerlocus

berechnet, wieviele heterozygote und wieviele homozygote Tiere in der

Verbraucherstudie zu erwarten sind, falls es sich tatsächlich um eine OutbredA

Population handelt.

Falls mehr homozygote Tiere beobachtet werden als erwartet, so kann davon

ausgegangen werden, dass es sich nicht um eine OutbredAPopulation unverwandter

Tiere handelt. Falls jedoch weniger homozygote Tiere beobachtet werden als

erwartet bzw. mehr heterozygote Tiere als erwartet, so ist dies meist auf

Genotypisierungsfehler zurückzuführen.

Darauf folgte der Vergleich der SollAWerte mit den tatsächlichen

Beobachtungszahlen mit Hilfe der ClumpASoftware. Es wurden jeweils eine Million

Simulationen durchlaufen. Zur Beurteilung der Signifikanz wurde der pAWert aus dem

T1 Algorithmus der Software angegeben. Ab einem pAWert < 0,05 wurde ein

Vergleich als signifikant unterschiedlich bewertet. Für alle Vergleiche mit einem pA

Wert > 0,05 besteht demnach kein signifikanter Unterschied zwischen dem

ErwartungsA und Beobachtungswert für heteroA bzw. homozygote Tiere.
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Tabelle 8: Heterozygotietest für die Verbraucherstudie
Marker für H [%]* n typ. Soll het. Ist het. Soll homo. Ist homo. pAWert

CD95 87 65 57 51 8 14 0,247375
TF 80 66 53 62 13 4 0,035087

TFR2 74 65 48 49 17 16 1,000000
TLR4 80 68 54 42 14 26 0,037658

IFNGR1 85 67 57 58 10 9 1,000000
IFNAR1/
IFNGR2

82 63 52 54 11 9 0,807589

CXCR2 76 66 50 57 16 9 0,181813
TNFRSF

11B
63 66 42 46 24 20 0,579927

TNFRSF
12A

64 65 42 38 23 27 0,588370

TNF α/β 85 66 56 61 10 5 0,272126
NRAMP1 50 66 33 37 33 29 0,601206

* H auf Basis der Allelfrequenzen in der Verbraucherstudienkohorte
n typ.: Anzahl der für den jeweiligen Marker typisierten Tiere; entspricht 100 % für die Berechnung der
SollAwerte bzw. der IstAWerte
Soll het. / Soll homo.: auf Basis des Heterozygotieindexes berechntete Anzahl der erwarteten heteroA
bzw. homozygoten Tiere
Ist het. / Ist homo.: tatsächlich beobachtete Anzahl heteroA bzw. homozygoter Tiere

Wie aus der Tabelle 8 zu ersehen ist, ist der berechnete pAWert für die Vergleiche

zwischen SollA und IstAWerten für homoA bzw. heterozygote Tiere an 9 von 11

Markerloci > 0,05. Somit bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

Erwartungswert und dem Sollwert. Damit wird als bewiesen angenommen, dass es

sich bei der Verbraucherstudienkohorte tatsächlich um eine OutbredAPopulation aus

unverwandten Tieren handelt, die als Referenzkohorte für die nachfolgenden

Untersuchungen herangezogen werden kann.

Am Markerlocus für Transferrin wurden signifikant mehr heterozygote bzw. weniger

homozygote Tiere beobachtet als erwartet. Wahrscheinlich ist dieses Ergebnis auf

nicht vermeidbare Fehler während der Auswertung der Genotypisierungsrohdaten

zurückzuführen und damit kein biologisch bedeutsames Ergebnis. Wie bereits unter

3.1.2.1 beschrieben, wurde der Marker wegen der Schwierigkeit, heteroA und

homozygote Individuen zu diskriminieren, in die Güteklasse B eingeordnet. Die

beschriebenen Unsicherheiten bei der Auswertung der Genotypisierungsrohdaten

spiegeln sich in dem Ergebnis an dieser Stelle wider.

Am Markerlocus TLR4 wurden mehr homozygote Tiere in der Verbraucherstudie

beobachtet als erwartet.

Der hauptsächlich auf der Oberfläche von Leukozyten exprimierte Rezeptor TLR4

gehört zur Familie der TollAlikeARezeptoren, die eine wesentliche Rolle bei der
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Erkennung von Pathogenen und der anschließenden Aktivierung des angeborenen

Immunsystems spielen, indem die Produktion von Cytokinen angeregt wird. TLR4

liegt als Homodimer vor und erkennt gemeinsam mit dem Corezeptor MD2

Lipopolysaccharide (LPS) gramAnegativer Bakterien. Die Präsentation von LPS an

den Rezeptorkomplex aus TLR4 und MD2 wird wiederum ermöglicht über die

Corezeptoren CD14 und LBP (LPS Binding Protein).

Lipopolysaccharide werden beim Absterben von Bakterien als Endotoxine aus den

Zellwänden freigesetzt.

Da die Endotoxinbelastung in Schweineställen sehr hoch ist, könnte die

Beobachtung, dass viele Tiere aus der Verbraucherstudie am TLR4 Locus

homozygot sind, darauf zurückzuführen sein, dass diese Homozygotie einen Vorteil

für die Immunabwehr gegen die Endotoxine darstellt, wohingegen an diesem Locus

heterozygote Tiere bereits vor der Schlachtreife sterben und somit in der

Verbraucherstudie nicht erfasst wurden. Es würde sich also um einen sogenannten

„Survivor effect“ handeln.

Zur Überprüfung dieser Hypothese müsste eine Kohorte unverwandter Wildschweine

typisiert werden. Freilebende Wildschweine dürften keinem Selektionsdruck durch

erhöhte Endotoxinbelastung unterliegen, so dass erwartet wird, dass sich keine am

TLR4 Locus homozygoten Tiere in der Population anreichern.

Da für die in dieser Arbeit verwendete Wildschweinkohorte keine Informationen über

den Verwandtschaftsgrad der Tiere vorliegt, ist die Kohorte nicht geeignet, um diese

Hypothese zu überprüfen.
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3.3.2 Globaler Vergleich des Genpools aller untersuchten Kohorten mit der

Verbraucherstudie

Um statistisch zu belegen, dass sich der Genpool aller im Verlauf dieser Arbeit

untersuchten Kohorten generell signifikant von dem Genpool der als

Referenzkohorte dienenden Verbraucherstudienkohorte unterscheidet, wurde eine

ClumpAAnalyse durchgeführt. Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde

jeweils der Genpool einer Kohorte kumulativ über 11 Markerloci mit dem jeweiligen

Genpool in der Verbraucherstudie verglichen. Der angegebene pAWert resultiert aus

dem T1 Algorithmus der ClumpASoftware nach einer Million Simulationen.

Folgende 11 Markerloci wurden in die Analyse einbezogen:

2. CD95 9. TNFRSF12A
3. Transferrin 10. TNF α/β
4. Transferrinrezeptor 2 11. NRAMP1
5. TLR4
6. IFNAR1/IFNGR2
7. CXCR2
8. TNFRSF11B

Tabelle 9: Genpool der untersuchten Kohorten im Vergleich zur Kontrollkohorte der Verbraucherstudie

Häufigkeit der Allele in den Kohorten
Vergleich der

Allelfrequenzen
VS Herd. p�Wert

Gemeinsame Allele 1344 1141
Nicht gemeinsame Allele 102 21

0,000001

VS WS p�Wert
Gemeinsame Allele 895 340

Nicht gemeinsame Allele 551 96
0,000001

VS L p�Wert
Gemeinsame Allele 1106 255

Nicht gemeinsame Allele 330 7
0,000001

VS SH p�Wert
Gemeinsame Allele 1122 334

Nicht gemeinsame Allele 281 18
0,000001

VS AS p�Wert
Gemeinsame Allele 817 82

Nicht gemeinsame Allele 629 4
0,000001

VS ML p�Wert
Gemeinsame Allele 291 80

Nicht gemeinsame Allele 1155 8
0,000001

VS WoS p�Wert
Gemeinsame Allele 602 318

Nicht gemeinsame Allele 844 30
0,000001
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Häufigkeit der Allele in den Kohorten
Vergleich der

Allelfrequenzen
VS BB p�Wert

Gemeinsame Allele 745 42
Nicht gemeinsame Allele 701 2

0,000001

VS Eltern Pt. p�Wert
Gemeinsame Allele 1296 572

Nicht gemeinsame Allele 150 0
0,000001

VS Eltern Hp. p�Wert
Gemeinsame Allele 863 436

Nicht gemeinsame Allele 583 26
0,000001

VS Eltern DL p�Wert
Gemeinsame Allele 1041 258

Nicht gemeinsame Allele 405 0
0,000001

VS: Verbraucherstudie Herd.: Herdlinientiere
WS: Wildschweine L: Leicoma
SH: SchwäbischAHällische Schweine AS: AnglerASattelschweine
ML: MiniALewe WoS: Wollschweine
BB: Bunte Bentheimer Pt.: Pietrain
Hp.: Hampshire DL: Deutsche Landrasse
Bei den untersuchten Hampshire, Pietrain und Deutsche Landrasse Tieren handelt es sich um die
Eltern der Ferkel aus den Infektionsversuchen.

Gemeinsame Allele: Summe aller Beobachtungszahlen über alle 11 Markerloci für die Allele einer
Kohorte, die diese mit der Verbraucherstudie gemeinsam hat, und umgekehrt

Nicht gemeinsame Allele: Summe aller Beobachtungszahlen über alle 11 Markerloci für die Allele
einer Kohorte, die diese mit der Verbraucherstudie nicht gemeinsam hat, und umgekehrt

Ein Beispiel:
Bei dem Vergleich der Verbraucherstudienkohorte mit den Eltern der Deutschen Landrasse Tiere aus
den�Infektionsversuchen gab es aus der Sicht der Verbraucherstudie insgesamt für alle 11 Marker
1041 Beobachtungen von Allelen, die sowohl in der Verbraucherstudie als auch bei den Deutsche
Landrasse Tieren auftraten und 405 Beobachtungen von Allelen, die nur in der Verbraucherstudie und
nicht bei den Deutsche Landrasse Tieren identifiziert wurden.
Aus Sicht der Deutschen Landrasse Tiere waren alle 258 gezählten Allele solche, die auch in der
Verbraucherstudie auftraten und es wurden keine Allele beobachtet, die nur in den Deutsche
Landrasse Tieren identifiziert wurden.

Das Ergebnis der ClumpAAnalysen zeigt für alle 11 Vergleiche mit einem pAWert von

0,000001 statistisch hochsignifikante Unterschiede zwischen den Genpools der

Kohorten und dem Genpool der Verbraucherstudie.

Damit konnte gezeigt werden, dass der globale Genpool in allen untersuchten

Kohorten von der Verbraucherstudie verschieden ist.

Durch diese Art der Analyse konnte gezeigt werden, dass der globale Genpool der

Verbraucherstudie an allen Markerloci am größten ist und der Genpool der

untersuchten Kohorten jeweils einen Teil des Genpools der Verbraucherstudie

darstellt. Nur 212 Beobachtungen der insgesamt 4070 ausgezählten Allele in den 11
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Kohorten an 11 Markerloci wurden für Allele gemacht, die nicht auch Teil der

Verbraucherstudie waren, dieses entspricht einem Anteil von 5,2 %.

3.3.3 Statistische Signifikanz der Allelbeobachtungszahlen, die nicht Teil der

Verbraucherstudie waren

Im nächsten Schritt wurde anhand der PoissonAGleichung geprüft, ob die in den

Kohorten zusätzlich beobachteten Allele nur zufällig nicht in der Verbraucherstudie

beobachtet wurden, oder ob es sich um statistisch signifikante, systematische

Abweichungen handelt.

Nerw. = Nbeob. ± 2,58 x Nbeob.
0,5 (99% Konfidenzintervall)

Nerw. = erwartete Beobachtungszahl von Allelen, die nicht in der Verbraucherstudie auftreten

Nbeob. = tatsächliche Beobachtungszahl von Allelen, die nicht in der Verbraucherstudie auftreten

Dieser Test ergab, dass im Genpool der untersuchten Wildschweine, SchwäbischA

Hällischen Tiere und Hampshire Tiere statistisch signifikant Allele aufgetreten sind,

die nicht Teil der Verbraucherstudie sind. Das bedeutet, dass diese Allele der

Rassen im Verlauf der Züchtung der derzeitigen Mastschweinpopulation

verlorengegangen sind. Auch das Vorkommen neuer Allele in den Herdlinientieren ist

statistisch signifikant. Dies ist allerdings dadurch zu erklären, dass die untersuchten

Hampshire Tiere einen Teil der Herdlinientiere darstellen.

Über die statistische Signifikanz des Auftretens neuer Allele in übrigen Kohorten

kann aufgrund der zu geringen Stichprobengröße keine Aussage getroffen werden.
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3.3.4 Allelverteilungen an Einzelmarkerloci

Auf den folgenden Seiten werden die Allelverteilungen an 12 ausgewählten

Markerloci in den folgenden Kohorten als Balkendiagramme dargestellt (Abbildungen

12A23), um auffällige Befunde in den Allelverteilungen der einzelnen Kohorten zu

erläutern:

a) Verbraucherstudie
b) Herdlinientiere
c) Wildschweine
d) SchwäbischAHällische Schweine
e) Leicoma
f) Pietrain (Ferkel aus den Infektionsversuchen)
g) Hampshire (Ferkel aus den Infektionsversuchen)
h) Deutsche Landrasse (Ferkel aus den Infektionsversuchen)
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Abbildung 12: Allelverteilungen des Markers für Tyk2
Markermotiv: (ttgt)7; PICAWert: 0,39; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 13: Allelverteilungen des Markers für CD95
Markermotiv: (aaag)22; PICAWert: 0,85; Güteklasse: B
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 14: Allelverteilungen des Markers für Transferrin
Markermotiv: (gt)18 PICAWert: 0,79; Güteklasse: B
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 15: Allelverteilungen des Markers für Transferrinrezeptor 2
Markermotiv: (aaag)17 PICAWert: 0,82; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 16: Allelverteilungen des Markers für TLR4
Markermotiv: (ataa)12 PICAWert: 0,78; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 17: Allelverteilungen des Markers für IFNGR1
Markermotiv: (aaga)13 PICAWert: 0,73; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 18: Allelverteilungen des Markers für IFNAR1 und IFNGR2
Markermotiv: (atag)13+ (agac)7 PICAWert: 0,72; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 19: Allelverteilungen des Markers für CXCR2
Markermotiv: (ca)23 PICAWert: 0,59; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 20: Allelverteilungen des Markers für TNFRSF11B
Markermotiv: (ac)21 PICAWert: 0,66; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 21: Allelverteilungen des Markers für TNFRSF12A
Markermotiv: (ca)19 PICAWert: 0,55; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
 �!������"�#��	������$�����%��	�����&'��������������		���(�������������������		�	�����
)���*��	����
&�����+�������������	�������
&������������		�	������������"�#��	�����������%��	������
,��������������
������������� �
&�����-�������������%
	����������#�	�����.���
��%������		�	��������
��%�������(��������
&��������������
�/�0�����1�0�����
������
���2��/������1�����	����������2��/�341�3�	����#����2��/�4�1�4��#5������
�5		������4��#����2��/�61�6������2�&/����1���������2��/���1���������2��/�)61�)�
������6��������

a) b)

c) d)

e) f)

g) h)

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

Verbr. n= 130

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

Herd n= 106

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

WS n=38

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

SH n=32

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

L n=24

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

Pt. n= 54

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

Hp. n= 38

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

1,00

10 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

DL n= 50



Ergebnisse und Diskussion                                                                                         89

Abbildung 22: Allelverteilungen des Markers für TNFα und β
Markermotiv: (ctg)20 PICAWert: 0,81; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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Abbildung 23: Allelverteilungen des Markers für NRAMP1
Markermotiv: (ca)20 PICAWert: 0,36; Güteklasse: A
In den Unterfiguren a) –g) ist die Allelverteilung des Markers in den jeweiligen Kohorten dargestellt.
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3.3.5 Diskussion der Allelverteilungen in den Kohorten an 12 Markerloci

anhand der Balkendiagramme

In den folgenden Kapiteln 3.3.5.1A3A3A5A4 werden die auffälligsten Befunde der in den

Abbildungen 12A23 dargestellten Allelverteilungen erörtert.

Die Allelverteilungen in den Kohorten an dem Markerlocus für Tyk2 werden nicht mit

in die Diskussion einbezogen, da in allen Kohorten bis auf die Hampshire Tiere

immer dieselben zwei Allele aufgetreten sind und der Marker somit nicht informativ

ist. Bei den Hampshire Tieren wurde nur eins der zwei Allele beobachtet.

3.3.5.1 Gemischte Kohorten

In den folgenden zwei Unterkapiteln werden die Allelverteilungen in den beiden

Mischkohorten der Verbraucherstudie und der Herdlinientiere erörtert.

3.3.5.1.1 Die Verbraucherstudie als Referenzkohorte

Bei dem Vergleich der Allelverteilungen der 8 verschiedenen Kohorten an allen 12

untersuchten Markerloci ist zu erkennen, dass die Allelvielfalt in den Proben der

Verbraucherstudie an 9 von 11 Markerloci am größten war. Die Anzahl an

unterschiedlichen Allelen in dieser Kohorte lag zwischen 5 (für den Marker für

NRAMP1) und 14 (für den Marker für CD95), während die Zahl der identifizierten

Allele für alle Marker in den übrigen Kohorten nur zwischen 2 und 11 lag. Bei

Einzelbetrachtung jedes Locus war die Anzahl der Allele in der Verbraucherstudie bei

9 von 11 Markern höher als in den übrigen 7 betrachteten Kohorten. Lediglich an den

Markerloci für TNFRSF12A und NRAMP1 wurden in der Wildschweinkohorte mehr

unterschiedliche Allele identifiziert als in der Verbraucherstudie. Bei den

Wildschweinen konnten 9 bzw. 6 Allele identifiziert werden, während in den Proben

der Verbraucherstudie nur 6 bzw. 5 Allele gefunden wurden.

Diese Diversität ist dadurch zu erklären, dass die Verbraucherstudienkohorte sowohl

Proben unterschiedlicher deutscher Mastschweinbetriebe (Fleischproben aus

Supermärkten deutschlandweit) als auch Proben lokaler Landwirte (Fleischproben

aus örtlichen Schlachtereien deutschlandweit) umfasst und deshalb davon

ausgegangen werden kann, dass es sich um unverwandte Tiere verschiedener
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Rassen bzw. gezüchteter Hybridschweine handelt. Der Genpool dieser Kohorte setzt

sich folglich aus dem Genpool einer unbekannten Anzahl verschiedener Rassen

zusammen, und somit geben die Allelverteilungen an den 12 betrachteten Loci einen

repräsentativen Überblick über den Genpool an 12 potentiellen Resistenzloci in der

rezenten Mastschweinpopulation. In Kapitel 3.3.1 konnte bereits mit Hilfe eines

Heterozygotietestes statistisch belegt werden, dass es sich bei der

Verbraucherstudienkohorte tatsächlich um eine OutbredAPopulation handelt, die für

nachfolgende Analysen als Referenzkohorte herangezogen werden kann.

3.3.5.1.2 Genpool der Herdlinientiere der BHZP

Bei den genotypisierten Herdlinientieren der BHZP handelt es sich um Tiere der

Rassen Hampshire, Pietrain, Deutsche Landrasse und um Kreuzungstier der

Deutschen Landrasse mit Deutschem Edelschwein (Large White). Für fünf Proben

liegen keine Rasseinformationen vor. Untersucht wurden 42 Sauen und 11 Eber,

wobei 29 Sauen und 7 Eber gleichzeitig Elterntiere einiger der untersuchten

Hampshire, Pietrain und Deutsche Landrasse Tiere waren.

Daraus folgt, dass die in den Kohorten der Hampshire, Pietrain und Deutsche

Landrasse Tiere beobachteten Allele sich auch im Genpool der Herdlinientiere der

BHZP wiederfinden sollten.

Tatsächlich wird diese Hypothese durch die vorliegenden Ergebnisse gestützt.

An allen 12 betrachteten Markerloci finden sich bis auf wenige Ausnahmen alle Allele

der Hampshire, Pietrain und Deutsche Landrasse Tiere in den Herdlinientieren

wieder. Allele, die in den Hampshire, Pietrain und Deutsche Landrasse Tiere

aufgetreten sind, aber nicht in den Herdlinientieren zu finden sind, stammen von den

zugehörigen Elterntieren, die zwar typisiert wurden (siehe Tabelle 24 im Anhang),

aber nicht gleichzeitig Bestandteil der untersuchten Herdlinientiere waren.

Die Allele, die nur in der Herdlinienkohorte aufgetreten sind, stammen vermutlich

entweder aus den Kreuzungstieren Deutsche Landrasse mit Deutschem

Edelschwein oder von den Tieren, die keine Elterntiere  zu den Hampshire, Pietrain

und Deutsche Landrasse Kohorten waren.

Obwohl sich die Herdlinienkohorte aus verschiedenen Rassen zusammensetzt,

wurden an keinem Markerlocus soviele verschiedene Allele beobachtet wie in der
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Verbraucherstudie. Dies erklärt sich dadurch, dass die Herdlinientiere nur von einer

Züchtungsorganisation stammen und die Diversität des Genpools der Tiere als Folge

von Inzuchtverfahren bei der Mastschweinzucht kleiner geworden ist.

An 8 von 11 betrachteten Loci stellt der Genpool der Zuchttiere der BHZP einen Teil

des gesamten Genpools der derzeitigen Mastschweine (Verbraucherstudie) dar.

Lediglich an den Loci für IFNAR1/IFNGR2, TLR4 und CD95 wurde jeweils ein Allel in

den Herdlinientieren beobachtet, das nicht in der Verbraucherstudie aufgetreten ist.

Diese Allele gehen alle auf die untersuchten Hampshire Tiere zurück, wie bereits bei

der Analyse des globalen Genpools über alle Loci gezeigt werden konnte (siehe

3.3.2).

Dies ist dadurch zu erklären, dass nur wenige Mastschweinzuchtbetriebe in

Deutschland Hampshire Tiere für die Zucht einsetzen und der Genpool der

Hampshire Tiere somit nicht in den Proben der Verbraucherstudie erfasst wurde.

3.3.5.2 Allelverteilungen der reinrassigen Mastschweintiere

Die Hampshire, Pietrain, Deutsche Landrasse und Leicoma Tiere, für die die

Allelverteilungen an den 12 Markerloci dargestellt wurden, repräsentieren die für die

Mastschweinzucht in Deutschland eingesetzten Rassen. Mit Hilfe dieser Rassen

werden Hybridschweine erzeugt, die dann vom Endverbraucher konsumiert werden.

Die Rassen Hampshire und Pietrain werden zur Erzeugung von Hybridzuchtebern

eingesetzt und die Rassen Deutsche Landrasse und Leicoma dienen der Erzeugung

von Muttersaulinien. Allerdings sind die Leicoma Tiere kein Bestandteil der

Herdlinientiere der BHZP.

Bei Betrachtung der Allelverteilungen der reinrassigen Tiere fällt eine deutliche

Reduzierung der Alleldiversität an den Markerloci im Vergleich zu der

Verbraucherstudie auf.

Besondere Auffälligkeiten zeigen die Hampshire Tiere. An den Markerloci für TLR4

und CXCR2 wurde in der untersuchten Kohorte nur ein einziges Allel (abgesehen

von einer Einzelbeobachtung eines weiteren Allels am TLR4 Markerlocus)

beobachtet. Auch an den Loci für IFNAR1/IFNGR2, TNFRSF11B, TNF α/β und

NRAMP1 zeigen die Hampshire Tiere Besonderheiten, da an diesen Loci jeweils ein
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Allel besonders häufig auftritt, das in den Pietrain und Deutsche Landrasse Tieren

nicht beobachtet wurde.

Wie bereits in Kapitel 3.3.3 erwähnt tragen die Hampshire Tiere außerdem Allele, die

nicht in der Verbraucherstudie nicht vorkommen, und zwar an den Loci für

IFNAR1/IFNGR2, TLR4 und CD95. Demnach beinhaltet der Genpool der

untersuchten Hampshire Tiere der BHZP Allele, die nicht repräsentativ sind für den

Genpool des derzeit verzehrten Schweinefleisches.

Im Gegensatz dazu beinhaltet der Genpool der untersuchten Pietrain und Deutsche

Landrasse Tiere nur Allele, die Bestandteil der Verbraucherstudie sind.

Für die Leicoma Schweine findet sich an den Markerloci für CD95, Transferrin,

IFNAR1/IFNGR2 und CXCR2  ebenfalls jeweils ein Allel, das nicht in der

Verbraucherstudienkohorte auftritt. Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass

aufgrund der zufälligen Auswahl der Kauforte der Verbraucherstudienproben keine

LeicomaAProben erfasst wurden.

Eine weitere Auffälligkeit für die Leicoma Tiere zeigt sich am Locus für TNFRSF11B,

da eins von drei beobachteten Allelen über 80 % der Beobachtungen ausmacht.

Die gezeigten Allelverteilungen der Hampshire, Pietrain und Deutsche Landrasse

Tiere sind allerdings mit Vorsicht zu betrachten, da die Tiere teilweise verwandt sind

und es somit zu einer Überrepräsentierung der aufgetretenen Allele kommt.

Von der Deutschen Landrasse wurden 25 Tiere aus 7 Familien typisiert (für den

Transferrinmarker 35 Tiere aus 11 Familien), wobei die Elterntiere lediglich aus 6

verschiedenen Sauen und 5 verschiedenen Ebern bestanden (bzw. 10 Sauen und 9

Ebern), bei den PietrainASchweinen handelt es sich um 28 Tiere aus 18 Familien mit

13 Sauen und 13 Ebern, und bei den HampshireASchweinen handelt es sich um 21

Tiere aus 12 Familien mit 11 Sauen und 10 Ebern.
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3.3.5.3 Allelverteilungen der Wildschweinkohorte

Wie eingangs bereits erwähnt handelt es sich bei den Wildschweinen um die

Vorläufer aller heutigen Haustierrassen. Da die Domestizierung allerdings schon

9000 Jahre zurückliegt, wäre zu erwarten, dass der Genpool der derzeitigen

europäischen Wildschweinpopulation unterschiedlich zu allen anderen betrachteten

Kohorten ist.

Die Auswertung der Balkendiagramme stützt diese Hypothese.

Im Vergleich zu den Allelverteilungen in der Verbraucherstudie zeigt sich an 10 von

12 Markerloci eine geringere Alleldiversität als in der Verbraucherstudie. Nur an den

Markerloci für TNFRSF12A und NRAMP1 finden sich mehr unterschiedliche Allele

als in der Verbraucherstudie.

Neben der geringeren Diversität ist außerdem an allen Markerloci zu erkennen, dass

auch die Verteilung der Allele an sich im Vergleich mit der Verbraucherstudie

unterschiedlich ist. Zwar gibt es an allen Loci auch gemeinsame Allele, aber an allen

Markerloci außer IFNAR1/IFNGR2 treten bei den Wildschweinen Allele auf, die

weder in der Verbraucherstudie noch in den anderen untersuchten Kohorten

beobachtet wurden. Daraus lässt sich folgern, dass diese Allele im Verlauf der

Domestizierung verlorengegangen sind.

3.3.5.4 Schwäbisch�Hällische Schweine als Vertreter einer alten

Schweinerasse

Bei den SchwäbischAHällischen Schweinen handelt es sich um eine Rasse, die

derzeit nicht zur Mastschweinzucht eingesetzt wird.

Die SchwäbischAHällischen Schweine galten in den 1980iger Jahren bereits als

ausgestorben, bis einige wenige Landwirte 1984 mit nur 7 Sauen und einem Eber

eine neue Zucht begannen. Heute werden die Tiere wieder von über 1000

Landwirten in Deutschland gezüchtet. Da aber alle heutigen Tiere nur auf einen so

geringen Bestand zurückgehen, wäre zu erwarten, dass die Diversität des Genpool

an den Markerloci innerhalb dieser Rasse entsprechend gering ist und außerdem
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auch Allele auftreten, die in den Mastschweinkohorten bzw. der Verbraucherstudie

nicht beobachtet wurden.

Die Auswertung der Daten zeigt, dass die Alleldiversität in den SchwäbischA

Hällischen Schweinen an allen Markerloci geringer ist als in der Verbraucherstudie.

An den Markerloci für CD95, Transferrin und TNFRSF12A finden sich Allele, die nicht

auch in der Verbraucherstudie auftreten.

In Kapitel 3.3.3 konnte bereits gezeigt werden, dass dieses Auftreten anderer Allele

eine statistisch signifikante Abweichung vom Genpool der Verbraucherstudie

darstellt.

Besondere Auffälligkeiten zeigen sich außerdem an den Loci für CD95, TLR4,

IFNAR1/IFNGR2, IFNGR1 und TNFRSF11B, da an diesen Loci jeweils ein Allel

überrepräsentiert ist, das in der Verbraucherstudie selten beobachtet wurde.

Der Grad der Allelverarmung ist mit dem der anderen reinrassigen Kohorten

vergleichbar.
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3.3.5.5 Einzelvergleich der Allelverteilungen in großen Kohorten an den

untersuchten Loci mit der Verbraucherstudienkohorte

Der globale Vergleich zwischen den Genpools der Kohorten und dem Genpool der

Verbraucherstudie (Kapitel 3.3.2) hatte für alle Vergleiche hochsignifikante

Unterschiede ergeben. An dieser Stelle soll nun gezeigt werden, an welchen Loci

dieser Unterschied besonders ausgeprägt ist.

Insgesamt wurden 84 paarweise Vergleiche durchgeführt, wobei die Proben der

Verbraucherstudie als Referenzkohorte dienten. Der Tabelle 11 sind die jeweiligen pA

Werte zu entnehmen, die mit dem T1 Algorithmus der ClumpASoftware auf Basis von

100.000 Simulationen berechnet wurden.

Die nachfolgende Abbildung 24 zeigt eine grafische Darstellung der Ergebnisse.
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Tabelle 11: Paarweiser Einzellocusvergleich der Allelverteilungen zwischen den Schweinekohorten
und der Verbraucherstudie als Referenzpopulation

pAWert aus T1 für Vergleich
Gen / Markername

VS – Herd. VS A WS VS A L VS A SH VS – Pt. VS – Hp. VS A DL
Tyk2
MS 2

0,239018 0,010530 0,123209 0,162838 A 0,00001 1,0000

CD95
MS 5

0,00001 0,00001 0,00083 0,00001 0,00001 0,00001 0,00213

Transferrin
MS 1

0,0004 0,00001 0,00086 0,00001 0,172108 0,00061 0,00164

TFR2
MS 1

0,00013 0,00001 0,185228 0,03978 0,072059 0,00012 0,067419

TLR4
MS 1

0,00001 0,00001 0,337637 0,00488 0,004970 0,00001 0,02637

IFNGR1
MS 3

0,00001 0,00001 0,00185 0,00001 0,343577 0,00001 0,03493

IFNAR1/IFNGR2
MS 2

0,00001 0,00001 0,00033 0,00001 0,04108 0,00001 0,00062

CXCR2
MS 1

0,00003 0,00001 0,00001 0,112659 0,02016 0,00001 0,02065

TNFRSF11B
MS 3

0,00408 0,00001 0,600454 0,00152 0,526575 0,00001 0,02609

TNFRSF12A
MS 6n

0,00306 0,00001 0,00033 0,04719 0,01856 0,00325 0,339987

TNF α / β
MS 1

0,00002 0,00001 0,00963 0,00016 0,00680 0,00001 0,01049

NRAMP1
MS 1

0,117459 0,00001 0,433306 0,718223 0,03030 0,00001 0,364356

Nach BonferroniAKorrektur für multiples Testen ergeben sich folgende pAWerte als signifikant:
Korrektur für 7 Tests: p < 0,0073 (7 Populationen)
Korrektur für 12 Tests: p < 0,0042 (12 Marker)
Korrektur für 84 Tests: p < 0,00061 (7 Populationen x 12 Marker)
Die Beurteilung der Signifikanz erfolgte für den pAWert nach Korrektur für 7 Tests.

VS: Verbraucherstudie Herd.: Herdlinientiere  der BHZP
WS: Wildschwein Pt.: Pietrain
L: Leicoma Hp.: Hampshire
H: SchwäbischAHällische Schweine DL: Deutsche Landrasse

Bei Pt., Hp. und DL handelt es sich um die Eltern der Ferkel aus den Infektionsversuchen.
Rot markiert sind die pAWerte der Vergleiche, die keine signifikanten Unterschiede aufwiesen bei
Berücksichtigung der BonferroniAKorrektur für 7 Tests (7 Marker jeweils gegen Verbraucherstudie)
Die pAWerte aus den Algorithmen T2,T3 und T4 sind der Tabelle 25 im Anhang zu entnehmen
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Abbildung 24: Grafische Darstellung der Signifikanzniveaus an 12 Markerloci  für 7 Vergleiche
Auf den XAAchsen sind allen Teilabbildungen a)Ag) jeweils die betrachteten Markerloci dargestellt. Auf den YA
Achsen sind die zugehörigen pAWerte aus dem T1 Algorithmus für den jeweiligen Vergleich abzulesen.
a) VSAHerd.: Vergleich der Allelverteilungen in der Verbraucherstudie und der Herdlinientiere

a) b)
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e) f)
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b) VSAWS.: Vergleich der Allelverteilungen in der Verbraucherstudie und den Wildschweinen
c) VSASH: Vergleich der Allelverteilungen in der Verbraucherstudie und den SchwäbischAHällischen Schweinen
d) VSAL: Vergleich der Allelverteilungen in der Verbraucherstudie und den Leicoma Schweinen
e) VSAPt.: Vergleich der Allelverteilungen in der Verbraucherstudie und den Eltern der PietrainAFerkeln aus den
Infektionsversuchen
f) VSAHp.: Vergleich der Allelverteilungen in der Verbraucherstudie und den Eltern der HampshireA
Ferkeln aus den Infektionsversuchen
g) VSADL.: Vergleich der Allelverteilungen in der Verbraucherstudie und den Eltern der Deutsche LandrasseA
Ferkeln aus den Infektionsversuchen

Die Marker für Tyk2 und NRAMP1 haben mit PICAWerten von 0,39 und 0,36 nur

einen geringen Informationsgehalt, so dass die ClumpAErgebnisse als nicht

aussagekräftig eingestuft werden.

Die Tatsache, dass die Vergleiche der Allelverteilungen in den Kohorten mit der

Verbraucherstudie an diesen beiden Markerloci in den meisten Fällen keine

signifikanten Unterschiede zeigt, ist wahrscheinlich auf die Beschaffenheit der

Marker zurückzuführen und lässt nicht auf eine biologische Bedeutung schließen.

Die Allelverteilungen in der Wildschweinkohorte und den Hampshire Tieren wiesen

allerdings trotz der geringen Informativität der Marker Unterschiede auf.

In der Wildschweinkohorte wurden am NRAMP1 Locus drei Allele beobachtet, die

sonst in keiner Kohorte aufgetreten sind und bei den Hampshire Tieren wurde ein

seltenes Allel auffällig häufig beobachtet.

Alle untersuchten Hampshire Tiere sind am Tyk2 Locus homozygot für ein Allel und

auch in der Wildschweinkohorte wurde dieses Allel häufiger beobachtet als in der

Verbraucherstudie.

Bei den übrigen untersuchten 10 Loci handelt es sich um hochinformative Marker mit

PICAWerten zwischen 0,55 und 0,85, so dass diese Marker als gleichwertig

betrachtet werden können.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Allelverteilung in den Herdlinientieren, den

Wildschweinen und den untersuchten Hampshire Tieren an allen 10 Loci auch unter

Berücksichtigung der BonferroniAKorrektur für 84 Tests hochsignifikant von der

Verteilung in der Verbraucherstudie unterscheiden. Das Ergebnis der Herdlinientiere

ist darauf zurückzuführen, dass die untersuchten Hampshire Tiere Bestandteil der

Herdlinientiere sind.
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Für die Wildschweine konnte bereits mit Hilfe der PoissonAGleichung und der

Balkendiagramme gezeigt werden, dass sich die Population an allen Loci von den

derzeit konsumierten Mastschweinen unterscheidet.

Die Leicoma Tiere unterscheiden sich an 6 von 10 hochinformativen Markerloci

von der Verbraucherstudienkohorte, nur an den Loci für TFR2, TLR4, TNFRSF11B

und TNF α/β sind keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Allelverteilung

erkennbar.

Die SchwäbischAHällischen Tiere weisen an 7 von 10 Markerloci signifikante

Unterschiede in ihrer Allelverteilung im Vergleich mit der Verbraucherstudie auf.

An den Loci für TFR2 und TNFRSF12A sind keine signifikanten Unterschiede

erkennbar.

Die untersuchten Pietrain und Deutsche Landrasse Tiere sind der Verbraucherstudie

hinsichtlich ihrer Allelverteilungen an den Markerloci am ähnlichsten. Beide Kohorten

weisen nur an drei von 10 Markerloci signifikante Unterschiede auf. Bei den Pietrain

Tieren handelt es sich um die Loci für CD95, TLR4 und TNF α/β und bei den

Deutsche Landrasse Tieren um die Loci für CD95, Transferrin und IFNAR1/IFNGR2.

Nur am Markerlocus für CD95 zeigen sich für alle 7 Vergleiche signifikante

Unterschiede in den Allelverteilungen der Kohorten im Vergleich mit der

Verbraucherstudie. Diese Tatsache ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass

es sich um einen evolutionär alten Marker handelt. Wie bereits im Kapitel 3.1.2 über

die Markergüteklassen erwähnt, kam es neben InsertionsA bzw. Deletionsereignissen

des gesamten Mikrosatellitenmotivs im Laufe der Zeit auch mehrfach zu

Leserasterverschiebungen innerhalb des Markermotivs, so dass neben dem

ursprünglichen auch unterbrochene Motive beobachtet wurden. Dieser Marker

zeichnet sich also durch eine hohe Mutationsrate und somit einer großen Allelvielfalt

aus, und solche Marker sind zum Auffinden von Unterschieden zwischen zwei

Vergleichsgruppen am geeignetsten.
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3.3.5.6 Allelverteilungen in Kohorten kleiner Stichprobengröße und verwandter

Tiere

In den nachfolgenden Abbildungen 25a und 25b werden die Allelverteilungen an den

12 untersuchten Markerloci der Kohorten visualisiert, für die aufgrund einer zu

kleinen Stichprobengröße oder eines hohen Verwandtschaftsgrades der Tiere keine

Allelfrequenzen berechnet werden konnten.

Außerdem werden zusätzlich zu den bereits gezeigten Balkendiagrammen auch an

dieser Stelle die Allele der Hampshire, Pietrain und Deutsche Landrasse Tiere aus

den Infektionsversuchen dargestellt, da auch diese Tiere teilweise verwandt sind.

Die folgende Darstellungsweise der Allelverteilungen ist sowohl robust gegen den

Verwandtschaftsgrad der Tiere als auch gegen die Stichprobengröße.

Anhand der Abbildungen 26a und 26b soll für alle 12 Markerloci zum Einen überprüft

werden, ob es sich bei den in den Kohorten kleiner Stichprobengröße bzw.

verwandter Tiere identifizierten Allele um dieselben Allele handelt, die auch in den

Verbraucherstudienproben, die auch hier als Referenzkohorte dient, mit hoher

Frequenz gefunden wurden, und zum Anderen, in welchen Kohorten neue Allele

beobachtet wurden.

Der Tabelle 9 in Kapitel 3.3.2 zu der globalen Analyse des Genpools in den Kohorten

im Vergleich zu dem Genpool in der Verbraucherstudie für alle Markerloci war bereits

zu entnehmen, dass in den Kohorten kleiner Stichprobengröße der AnglerA

Sattelschweine, der MiniALewe Tiere, der Wollschweine, der Bunten Bentheimer und

der Hampshire Tiere Allele auftraten, die in der Verbraucherstudie nicht beobachtet

wurden.

An dieser Stelle wird nun detailliert anhand der nachfolgenden Grafiken dargestellt,

an welchen Markerloci diese neuen Allele beobachtet wurden.
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.

Abbildung 25a : Allelverteilungen in kleinen Stichproben
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Abbildung 25b: Allelverteilungen in kleinen Stichproben
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Legende:

VS: Verbraucherstudie
WoS: Wollschweine
BB: Bunte Bentheimer
AS: Angler Sattelschweine
ML: Mini Lewe
Pt.: Pietrain Ferkel aus den Infektionsversuchen
Hp.: Hampshire Ferkel aus den Infektionsversuchen
DL: Deutsche Landrasse Ferkel aus den Infektionsversuchen

Die Abbildungen 25a und 25b visualisieren die in den oben genannten Kohorten beobachteten Allele
an den bereits zuvor für die Analysen verwendeten 12 Markerloci.
Beobachtungszahlen von 1 – 9 sind als einzelne Punkte dargestellt, größere Beobachtungszahlen
wurden zusammengefasst und gemäß der oben gezeigten Muster gekennzeichnet.
Die Figur ist in Blöcke unterteilt, wobei jeder Block einen Markerlocus darstellt (Beschriftung links
neben jedem Block). Jede Spalte repräsentiert eine Kohorte. Die Beschriftung befindet sich jeweils
einmal über dem ersten und zweiten Teil der zweiseitigen Abbildung und gilt für alle darunterliegenden
Markerblöcke. Jede Zeile eines Blocks repräsentiert ein beobachtetes Allel, wobei das kleinste Allel
jeweils in obersten Reihe und das größte Allel in der untersten Reihe eines Blocks zu finden ist. Die
Allele entsprechen den in den Balkendiagrammen zu jedem Marker auf der XAAchse aufgetragenen
Allele. Eine rote Umrandung markiert jeweils die beobachteten Allele in den Kohorten, die in der
Verbraucherstudie nicht aufgetreten sind.

Wie aus der Grafik zu ersehen ist, traten bei den MiniALewe Schweinen an den

Markerloci für Tyk2, CD95 und IFNAR1/IFNGR2 in der Verbraucherstudienkorte nicht

beobachtete Allele auf.

Bei den Wollschweinen wurden ebenfalls am CD95 Markerlocus neue Allele

identifiziert, sowie auch an den Markerloci für NRAMP1, TLR4 und TNFRSF12A.

Auch die Bunten Bentheimer Tiere zeigten neue Allele am Markerlocus für

TNFRSF12A und die Angler Sattelschweine zeigten an den Markerloci für CD95 und

Transferrin andere Allele als in der Verbraucherstudie.

Wie in Kapitel 3.3.2 bereits gezeigt werden konnte, ist das Auftreten der neuen Allele

in den genannten Kohorten jedoch mit dem Testansatz dieser Arbeit statistisch nicht

signifikant.

In den untersuchten Hampshire Tieren wurde eine statistisch signifikante Anzahl

anderer Allele als in der Verbraucherstudie identifiziert. Diese Allele traten an den

Markerloci für CD95, TLR4 und IFNAR1/IFNGR2 auf.

1A9 beobachtete Allele

> 49 beobachtete Allele10A19
 Allele

20A29
 Allele

30A39
 Allele

40A49
 Allele
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3.4 Phänotypisierung und Assoziationsstudie

Im Rahmen eines weiteren FUGATOATeilprojektes wurden an der Tierärztlichen

Hochschule Hannover wie unter 2.4 beschrieben Infektionsversuche durchgeführt, in

deren Verlauf Schweine unterschiedlicher Rassen mit ����������		
�

	�
����
������ infiziert wurden. Ziel dieses Projektes war u.a. die Erstellung

eines detaillierten, reproduzierbaren Phänotyps einer Pneumonieerkrankung beim

Schwein und die Entwicklung eines RankingASystems, das eine Beurteilung des

Schweregrades der Erkrankung am lebenden Tier erlaubt.

Die Auswertung der Infektionsversuche und die Entwicklung des RankingASystems

wurden von Frau Doris Höltig durchgeführt.

Die Ergebnisse des Rankings von insgesamt 100 Tieren aus den

Infektionsversuchen wurden von Frau Höltig für die vorliegende Arbeit zur Verfügung

gestellt. Insgesamt standen Rankingwerte für 35 Tiere der Deutschen Landrasse, 28

Pietrain Tiere, 21 Hampshire Tiere und 16 Large White Tiere zur Verfügung. Die

Tiere der Deutschen Landrasse stammen aus 11 Familien mit 10 verschiedenen

Sauen und 9 verschiedenen Ebern, die Pietrain Tiere aus 18 Familien mit 13

verschiedenen Sauen und 13 verschiedenen Ebern, die Hampshire Tiere aus 12

Familien mit 11 verschiedenen Sauen und 10 verschiedenen  Ebern und die Large

White Tiere aus 12 Familien mit 9 verschiedenen Sauen und 7 verschiedenen Ebern.

Die Rankingwerte und detaillierte Informationen zu den Familienstrukturen sind der

Tabelle 26 im Anhang zu entnehmen.
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3.4.1 Rasseunterschiede im Schweregrad der Erkrankung

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob anhand der Rankingwerte

Rasseunterschiede in der Empfänglichkeit gegenüber einer Infektion mit ��

	�
����
������ zu erkennen sind.

3.4.1.1 Nicht parametrischer Vergleich des Schweregrades der Erkrankung

zwischen den Rassen

Zunächst wurde ein nicht parametrischer Vergleich des Schweregrades der

Erkrankung nach ���	�
����
������ Infektion zwischen den Rassen angestellt.

Alle 100 untersuchten Tiere wurden unabhängig von ihrer Rasse nach aufsteigenden

Rankingwerten, also auch zunehmender Schwere der Erkrankung, sortiert und allen

Tieren anschließend Rangwerte von 1 bis 100 zugeordnet, so dass am Ende Rang 1

dem am mildesten erkrankten Tier und Rang 100 dem am schwersten erkrankten

Tier entsprach.

Bei mehrfach vergebenen Rankingwerten wurden die zugehörigen Rangwerte für die

Tiere entsprechend korrigiert, indem allen Tiere mit demselben Rankingwert jeweils

ein gemittelter Rangwert zugeordnet wurde. Das bedeutet, falls drei Tiere mit

demselben Rankingwert auftraten, die z.B. den Rängen 3,4,5 entsprechen würden,

so erhielten alle drei Tiere den Rangwert 4.

Anschließend wurden die Tiere wieder nach Rassen und innerhalb der Rasse

aufsteigenden Rangwerten sortiert.

Für die grafische Darstellung des Anstiegs der Rangwerte innerhalb einer Rasse,

d.h. des Anstiegs der Schwere der Erkrankung der einzelnen Tiere, wurden die

einzelnen Tiere für jede Rasse auf 100 Prozent normiert, um die Rassen trotz

unterschiedlicher Tieranzahl vergleichen zu können. Daraus ergibt sich, dass z.B. im

Falle der 35 Tiere der Deutschen Landrasse das Tier mit dem niedrigsten Rangwert

dieser Rasse 2,86 % entsprach, das Tier mit dem nächsthöheren Rangwert 5,72 %

usw. bis zu 100 % für das Tier mit dem höchsten Rangwert innerhalb dieser Rasse.
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Abbildung 26: Nicht parametrischer Vergleich des Schweregrades der Erkrankung zwischen den
Rassen
Auf der XAAchse sind die Rangzahlen aller Tiere für jede Rasse getrennt aufgetragen.
Auf der YAAchse wurde jedes Tier einer Rasse auf 100 % normiert aufgetragen.

Wie anhand der Grafik zu erkennen ist, waren die untersuchten Tiere der Deutschen

Landrasse nach ��� 	�
����
������ Infektion am schwersten erkrankt, darauf

folgten die Pietrain und Large White Tiere. Die geringste Suszeptibilität gegenüber

einer ���	�
����
������ Infektion wiesen die Hampshire Tiere des Testsets auf.

Bei dieser Art der Auswertung ist darauf hinzuweisen, dass es sich bei den

untersuchten Tieren jeder Rasse um teilweise verwandte Tiere handelte, so dass im

Hinblick auf Infektionssuszeptibilität an dieser Stelle keine Aussage für die gesamte

Rasse getroffen werden kann. Bei Betrachtung der Rankingrohdaten (Tabelle 26 im

Anhang) wird deutlich, dass besonders innerhalb der Tiere der Deutschen Landrasse

eine Wurfabhängigkeit hinsichtlich der Infektionssuszeptibilität besteht. Die im

Verlauf der Infektionsversuche am schwersten erkrankten Tiere stammten nur aus

zwei unterschiedlichen Familien der Deutschen Landrasse, die im Testset mit 9 bzw.

6 Ferkeln die größten Würfe aufwiesen. Die Varianz hinsichtlich des Schweregrades

der Erkrankung der Ferkel war in diesen Würfen am größten. Es traten in beiden

Würfen sowohl sehr mild erkrankte als auch sehr schwer erkrankte Tiere auf.
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3.4.1.2 Rangtest nach Mann�Whitney

Um zu überprüfen, ob es statistisch signifikante Unterschiede zwischen den

untersuchten Rassen hinsichtlich des Schweregrades der Erkrankung nach Infektion

mit ���	�
����
������ gibt, wurde ein Rangtest nach MannAWhitney durchgeführt

(siehe 2.10.4).

Im Unterschied zu der grafischen Darstellung in Abbildung 27 wurden für diesen Test

nicht alle Tiere einer Familie einbezogen, sondern die Rankingwerte für jede Familie

jeder Rasse gemittelt, so dass am Ende jeder Familie ein mittlerer Rankingwert

zugeordnet werden konnte, d.h. die Varianz der Schwere der Erkrankung innerhalb

eines Wurfes wurde somit eliminiert und der Vergleich erfolgte zwischen

unverbundenen Stichproben. Die mittleren Rankingwerte für jede Familie sind der

Tabelle 26 im Anhang zu entnehmen.

Bei dem Rangtest nach MannAWhitney werden jeweils zwei Gruppen, in diesem Fall

Rassen, miteinander verglichen. Für einen paarweisen Vergleich aller vier Rassen

wurden folglich sechs Vergleiche durchgeführt.

Für einen Vergleich zweier Rassen wurden die mittleren Rankingwerte aller Familien

der zwei zu vergleichenden Rassen aufsteigend sortiert und jedem Rankingwert eine

Rangzahl zugeordnet. Bei mehrfach auftretenden Rankingwerten wurden die

Rangzahlen wie unter 3.4.1.1 beschrieben korrigiert. Anschließend wurden die

Rangwerte nach Rassen sortiert und aufsummiert.

Die Berechnung der Prüfgröße U erfolgte nach der unter 2.10.4 angegebenen

Formel.

Für die sechs durchgeführten Vergleiche ergaben sich folgende Ergebnisse:

Vergl. der Rassen Umin U*
IrrtumsA

wahrscheinlichleit α
DL – Pt. 83 55 >> 0,05 (n.s)
DL – Hp. 38 33 ≈ 0,1
DL – LW 46 33 > 0,05 (n.s.)
Pt. – Hp. 42,5 61 < 0,05
Pt. – LW 63 61 ≈ 0,05
Hp. A LW 85 37 >> 0,05 (n.s)

DL: Deutsche Landrasse Pt.: Pietrain
Hp.: Hampshire LW: Large White
n.s.: nicht signifikant
U*: kritischer U Wert für α = 5 %, d.h. wenn Umin ≤ U* besteht ein statistisch signifikanter Unterschied
hinsichtlich des Schweregrades der Erkrankung zwischen den verglichenen Gruppen.
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Die Ergebnisse zeigen, dass es beim Vergleich der Rassen Pietrain vs. Hampshire

statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich des Schweregrades der Erkrankung

nach einer Infektion mit ���	�
����
������ gibt.

Auch die Vergleiche Pietrain vs. Large White und Deutsche Landrasse vs.

Hampshire ergaben tendenziell signifikante Unterschiede.

Auf Basis dieser Ergebnisse lassen sich die vier Rassen hinsichtlich der Schwere der

Erkrankung nach Infektion mit ��� 	�
����
������ folgendermaßen aufsteigend

nach Schweregrad der Erkrankung sortieren:

1. Hampshire

2. Large White

3. Deutsche Landrasse

4. Pietrain
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3.5 Assoziationsstudie

Mit Hilfe einer Assoziationsstudie im Sinne eines CaseAControl Vergleichs über alle in

den Infektionsversuchen verwendeten Rassen, sollen Gene bzw. Markerloci

identifiziert werden, die assoziiert sind mit dem Phänotyp der Tiere mild bzw. schwer

erkrankt nach Infektion mit ���	�
����
������. Die Analyse der Daten wird mittels

der Software FAMHAP erfolgen.

Da die Genotypisierung der Versuchstiere noch nicht abgeschlossen ist, können in

dieser Arbeit noch keine Ergebnisse für die Assoziationsstudie präsentiert werden.

In den folgenden Kapiteln wird kurz die Funktionsweise der FAMHAPASoftware

beschrieben und erläutert, nach welchen Kriterien die Tierauswahl erfolgte, deren

Genotypen später miteinander verglichen werden sollen.

3.5.1 Das FAMHAP�Programm

Das Programm FAMHAP wurde von Herrn Dr. Tim Becker an der Universität Bonn

für die Haplotypenanalyse nah beieinander gelegener Marker (sowohl Mikrosatelliten

als auch SNPs) entwickelt. Aus realen Genotypdatensätzen von Familien konstruiert

FAMHAP im Falle von nicht informativen Phasen zunächst alle möglichen paternalen

und maternalen Haplotypen für die untersuchten Marker und ordnet jedem Haplotyp

ein Gewicht gemäß der Wahrscheinlichkeit seines Auftretens zu.

Diese Wichtung nimmt die Software anhand des gesamten Datensatzes vor, der zur

Auswertung betrachtet wird.

Eine nicht informative Phase bedeutet, dass für ein Allel eines Nachkommen nicht

eindeutig bestimmt werden kann, von welchem Elternteil es vererbt wurde.

Außerdem konstruiert FAMHAP fehlende mögliche Genotypen aus den real

vorhandenen Genotypen der bisher typisierten Eltern und Nachkommen und bezieht

sie in die Analysen mit ein.

Mit Hilfe der konstruierten Haplotypen werden nun Assoziationsanalysen

durchgeführt. Nach MonteACarloASimulationen werden für alle Haplotypenvergleiche

pAWerte berechnet, um beurteilen zu können, ob die verglichenen Haplotypen

signifikante Unterschiede aufweisen (Becker und Knapp 2004).
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3.5.2 Tierauswahl für FAMHAP

3.5.2.1 Auswahl der extremsten Phänotypen

Wegen des hohen Verwandschaftsgrads der Ferkel aus den Infektionsversuchen

bestand zunächst die Aufgabe, unabhängig von der Rasse, möglichst viele

unverwandte Tiere mit extremen Phänotypen zu identifizieren, die anschließend

mittles FAMHAPAAnalyse miteinander verglichen werden können.

Zu diesem Zweck wurden die insgesamt 100 Tiere aller vier Rassen aus den

Infektionsversuchen zunächst auf die extremsten Tiere jeder Familie reduziert, d.h.

es wurden zwei Tiergruppen gebildet. Die eine enthält jeweils die am mildesten

erkrankten Ferkel einer Familie, die andere jeweils die am schwersten erkrankten

Ferkel einer Familie. Bei insgesamt 53 Familien wurden also zwei Gruppen mit

jeweils 53 Tieren gebildet (11 Tiere der Deutschen Landrasse, 18 Pietrain Tiere, 12

Hampshire Tiere und 12 Large White Tiere).

Abbildung 27: Gruppe 1; Reihenfolge der Versuchstiere nach aufsteigender Krankheitsschwere bei
Berücksichtigung des jeweils am mildesten erkrankten Ferkels pro Familie
Jedes Symbol repräsentiert ein Tier.
Deutsche Landrasse
Pietrain
Hampshire
Large White
Auf der XAAchse ist der dem jeweiligen Rankingwert eines Tiere zugehörige Rangwert aufgetragen.
Auf der YAAchse ist der zugehörige Rankingwert abzulesen.
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Abbildung 28: Gruppe 2; Reihenfolge der Tiere nach aufsteigender Krankheitsschwere bei
Berücksichtigung des jeweils am schwersten erkrankten Ferkels pro Familie
Jedes Symbol repräsentiert ein Tier.
Deutsche Landrasse
Pietrain
Hampshire
Large White
Auf der XAAchse ist der dem jeweiligen Rankingwert eines Tiere zugehörige Rangwert aufgetragen.
Auf der YAAchse ist der zugehörige Rankingwert abzulesen.

Auf Basis dieser Vorauswahl der jeweils am mildesten und am schwersten

erkrankten Tiere pro Wurf, wurden anschließend für die FAMHAPAAnalysen aus

Gruppe 1 die  16 am mildesten erkrankten Tiere und aus Gruppe 2 die 16 am

schwersten erkrankten Tiere als extremste kontrastierende Phänotypen ausgewählt

(siehe Tabelle 27 im Anhang).

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

0 10 20 30 40 50 60

Rang des Rankingwerts

R
an

k
in

g
w

e
rt



Ergebnisse und Diskussion                                                                                       114

3.5.2.2 Auswahl konkordanter und diskordanter Paare

Neben dem Vergleich der Genotypen von unverwandten Tieren mit extremen

Phänotypen wird auch ein Vergleich konkordant mild und schwer bzw. diskordant

erkrankter Geschwisterpaare (je ein mild und ein schwer erkranktes Ferkel pro

Familie) durchgeführt werden. Der Vergleich von Geschwisterpaaren, die unter

gleichen Haltungsbedingungen aufgewachsen sind, ist im Hinblick auf die

Identifizierung genetischer Resistenzfaktoren informativer.

Zwar können systematische Umwelteinflüsse (z.B. gleiche Futterbedingungen) nicht

eliminiert werden, aber der Einfluss zufälliger Umgebungsfaktoren auf die

Krankheitssuszeptibilität ist reduziert und somit der Einfluss genetischer Faktoren

größer.

Für die Auswahl konkordant mild und schwer erkrankter Geschwisterpaare sowie

diskordanter Paare für die nachfolgenden FAMHAPAAnalysen wurden alle 100

Versuchstiere unabhängig von den Rassen berücksichtigt.

Das 50% Quantil der Rankingwerte aller Tiere liegt bei 9, d.h. alle Tiere mit einem

Rankingwert > 9 wurden bei der Paarauswahl als schwer erkrankt eingestuft.
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Tabelle 12: Krankheitsmanifestation und IntraAPaarADiskordanz der ausgewählten Paare

Konkordant mild erkrankte Geschwisterferkel
14 Paare

Median Innere Quartile Range
Schweregrad der

Erkrankung in
Rankingwerten

1,4 0,8 – 2,8 0,2 – 7,6

IntraAPaarA
Diskordanz

0,9 0,5 – 3,5 0 – 6,9

Konkordant schwer erkrankte Geschwisterferkel
10 Paare

Schweregrad der
Erkrankung in
Rankingwerten

38,0 19,3 – 89,8 11,3 – 95,6

IntraAPaarA
Diskordanz

9,9 0,2 – 22,6 0,1 – 32,2

Diskordant erkrankte Geschwisterferkel
15 Paare

Schweregrad der
Erkrankung in
Rankingwerten

6,6 3,0 – 21,9 0,5 – 95,6

IntraAPaarA
Diskordanz

20,9 9,5 – 33,1 6,8 – 89,0

Aus den zur Verfügung stehenden 53 Familien aus vier Rassen wurde jeweils die

höchstmögliche Anzahl an Paaren für jede Gruppe gebildet, so dass nun 14

konkordant mild erkrankte Paare, 10 konkordant schwer erkrankte Paare und 15

diskordante Paare für die zukünftigen Analysen zur Identifizierung von Genloci, die

die Suszeptibilität von Schweinen gegenüber einer Atemwegsinfektion modulieren,

verwendet werden können. Dies ist zwar eine relativ geringe Anzahl an Paaren, aber

in früheren Studien unserer Arbeitsgruppe zur Identifizierung von Modulatoren der

Cystischen Fibrose konnte gezeigt werden, dass bereits 10 Paare für eine solche

Analyse ausreichend sind, um genetische Unterschiede zwischen den Paaren

aufzudecken (Kumar et al. 2008).

Die Daten zeigen, dass sich die konkordant mild erkrankten Ferkel mit einem

MedianAWert der Intrapaardiskordanz von 0,9 ähnlicher sind als die konkordant

schwer erkrankten Ferkel mit einem Medianwert für die Intrapaardiskordanz von 9,9.

Dies ist dadurch zu erklären, dass das Rankingwertspektrum der als schwer erkrankt
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deklarierten Tiere mit Werten von 9 bis 96 wesentlich breiter ist als das Spektrum der

mild erkrankten Tiere von 0,2 bis 9.

Für die ausgewählten diskordant erkrankten Paare ist an dem Medianwert der IntraA

PaarADiskordanz dieser Gruppe von 20,9 zu erkennen, dass sich diese Paare

hinsichtlich ihres Schweregrades der Erkrankung tatsächlich am meisten

unterscheiden.

Beim Vergleich der Spannbreiten der Rankingwerte für die konkordant mild und

konkordant schwer erkrankten Paare wird deutlich, dass sich die Phänotypen der

mild und schwer erkrankten Tiere nicht überlappen, d.h. die beiden Gruppen sind

deutlich voneinander abgrenzbar und somit geeignet für die Vergleichsanalysen ihrer

Genotypen zum Auffinden von Unterschieden. Der höchste Rankingwert für ein

Ferkel aus der Gruppe der konkordant mild erkrankten Ferkel liegt bei 7,6 und der

niedrigste Rankingwert für ein Ferkel aus der Gruppe der konkordant schwer

erkrankten Paare liegt bei 11,3.
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3.5.2.3 Gütetest für die Elternauswahl

Zur Qualitätsüberprüfung der Tierauswahl für die Infektionsversuche wurde mittels

Heterozygotietest der Verwandtschaftsgrad der Elterntiere zu den Versuchstieren

beurteilt. Ein hoher Verwandschaftsgrad der Eltern hätte zur Folge, dass der

Genpool der Versuchstiere kleiner ist als angenommen und somit die Versuchstiere

nicht als unabhängig betrachtet werden können. Das Problem der Verwandtschaft

innerhalb der Versuchstiere kann durch die zuvor beschriebene Tierauswahl

unverwandter Tiere mit extremen Phänotypen behoben werden, wohingegen die

Verwandtschaft der Eltern nicht korrigiert werden kann. Die Folge wäre, dass bei

einer vorhandenen Assoziation zwischen dem Genotyp bzw. eines bestimmten Allels

an einem Markerlocus und dem Schweregrad der Erkrankung eines Versuchstieres

dieser Befund nicht auf ein beliebiges Tier übertragen werden kann.

Der Grund dafür, dass eine Phänotyp/Genotypassoziation mittels

Mikrosatellitenmarker identifiziert werden kann, ist, dass der Marker gekoppelt mit

der krankheitsverursachenden Mutation vererbt wird. Das Auftreten eines

bestimmten Markerallels ist demnach mit einem bestimmten Phänotyp assoziiert,

weil sich der Marker im Kopplungsgleichgewicht mit der kausalen Mutation befindet.

Wieviele Basenpaare eine solche Kopplungsgruppe umfasst, kann sehr

unterschiedlich sein. Die größte bekannte Kopplungsgruppe beim Menschen umfasst

z.B. 2.000.000 bp. Dieser konservierte Haplotypblock wurde im Zusammenhang mit

LactaseAPersistenz afrikanischer Bevölkerungsgruppen, d.h. der Fähigkeit, auch im

Erwachsenenalter weiterhin Milchprodukte verstoffwechseln zu können, identifiziert

(Tishkoff et al. 2007).

Je weiter der Marker und die kausale Mutation jedoch voneinander entfernt liegen,

desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie in irgendeiner Generation

voneinander getrennt werden. Es besteht also die Möglichkeit, dass die kausale

Mutation (der SNP), die für in diesem Falle den Phänotyp mild bzw. schwer erkrankt

nach Infektion mit ��� 	�
����
������ verantwortlich ist, nicht in der gesamten

Schweinepopulation in einer Kopplungsgruppe mit dem Mikrosatelliten ist, sondern

nur innerhalb der untersuchten Familien.
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Trotzdem ist eine Grobkartierung des Effekts mittels Mikrosatellitenanalyse sinnvoll,

um den genomischen Bereich einzugrenzen, der für eine veränderte

Infektionssuszeptibilität verantwortlich ist.

Die auf Basis der Allelfrequenzen in der Referenzkohorte der Verbraucherstudie

berechneten Heterozygotiefrequenzen an allen untersuchten 12 Markerloci bilden

den Erwartungswert für den Anteil an homoA bzw. heterozygoten Tieren in den

untersuchten Elterntierpopulationen im Falle von unverwandten Tieren.

Mittels der ClumpASoftware wurden die realen Beobachtungszahlen von homoA bzw.

heterozygoten Tieren an allen Markerloci mit den Erwartungswerten verglichen.

Für die pAWert Berechnung wurden jeweils eine Million Simulationen durchlaufen.

Zur Beurteilung der Signifikanz wird der pAWert aus dem T1 Algorithmus der

Software angegeben. Ab einem pAWert < 0,05 wurde ein Vergleich als signifikant

unterschiedlich bewertet.

Das bedeutet, an allen Markerloci, für die kein signifikanter Unterschied zu den

Erwartungswerten gefunden wurde, verhalten sich die Elterntiere wie eine OutbredA

Population und werden als unverwandt eingestuft.

Aus Zeitgründen konnten die Elterntiere zu den Large White Ferkeln aus den

Infektionsversuchen im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden.

Tabelle 13: Ergebnisse der Deutschen Landrasse Elterntiere
Marker H [%]* n typ. Soll het. Ist het. Soll homo. Ist homo. pAWert**
CD95 87 11 10 4 1 7 0,023767

TF 80 19 15 18 4 1 0,339624
TFR2 74 11 8 8 3 3 1,000000
TLR4 80 11 9 5 2 6 0,182455

IFNGR1 85 11 9 9 2 2 1,000000
IFNAR1/
IFNGR2

82 11 9 4 2 7 0,080618

CXCR2 76 11 8 9 3 2 1,000000
TNFRSF

11B
63 11 7 6 4 5 1,000000

TNFRSF
12A

64 11 7 7 4 4 1,000000

TNF α/β 85 11 9 7 2 4 0,634791
NRAMP1 50 11 6(5,5) 3 5(5,5) 8 0,386943
���Nach BonferroniAKorrektur für multiples Testen (10 Tests) sind pAWerte < 0,00512 als signifikant zu
bewerten
* H auf Basis der Allelfrequenzen in der Verbraucherstudienkohorte
n typ.: Anzahl der für den jeweiligen Marker typisierten Tiere; entspricht 100 % für die Berechnung der
SollAwerte bzw. der IstAWerte
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Soll het. / Soll homo.: auf Basis des Heterozygotieindexes berechntete Anzahl der erwarteten heteroA
bzw. homozygoten Tiere
Ist het. / Ist homo.: tatsächlich beobachtete Anzahl heteroA bzw. homozygoter Tiere

Die Elterntiere der Deutschen Landrasse verhalten sich an 10 von 12 Markerloci wie

eine OutbredAPopulation. Lediglich an den Markerloci für CD95 und IFNAR1/IFNGR2

zeigen sich ohne Berücksichtigung der BonferroniAKorrektur für multiples Testen

tendenziell signifikante Unterschiede zwischen dem Erwartungswert für homoA und

heterozygote Tiere und den real beobachteten Zahlen.

Die Tiere können demnach als weitgehend unverwandt eingestuft werden.

Dass an den Markerloci für CD95 und IFNAR1/IFNGR2 ein erhöhter

Homozygotiegrad beobachtet wurde kann entweder ein zufälliger Effekt aufgrund der

Verwandtschaft der Tiere sein oder biologische Gründe haben.

Um dieses zu überprüfen, müssten weitere unverwandte Deutsche Landrasse Tiere

typisiert werden. Falls es sich um einen biologischen Effekt handelt, der spezifisch ist

für Deutsche Landrasse Tiere, wäre zu erwarten, dass sich der erhöhte

Homozygotiegrad an den beiden Markerloci bestätigt.

Welche biologische Bedeutung eine Anreicherung jeweils eines Allels an den beiden

Markerloci hat, ist im Rahmen dieser Arbeit nicht zu klären, aber eine Hypothese

wäre, dass die Anreicherung von homozygoten Individuen an den beiden Markerloci

in irgendeiner Weise vorteilhaft ist für die Ausbildung der funktionsfähigen

Rezeptorkomplexe und somit auch für die Aktivierung der nachfolgenden

Signalkaskaden. So ein Mechanismus wurde bereits für das MannoseABindendeA

Lectin (MBL) beschrieben. Dabei handelt es sich um ein homotrimeres Protein, das

die Aktivierung des Komplementsystems vermittelt und daher eine wichtige Rolle bei

der Infektabwehr spielt. Heterozygote Träger eines defekten Allels anfälliger sind für

Infektionen, da in einige der homotrimeren Proteine das defekte Allel eingebaut wird

und diese Proteine somit nicht funktionsfähig sind (Garred et al. 2008).

Auch bei CD95, IFNAR1 und IFNGR2 handelt es sich um multimere Rezeptoren.

CD95 (Fas; TNFRSF6) ist ein sogenannter „death receptor“ der

Tumornekrosefatorrezeptorsuperfamilie. Das Typ I Transmembranprotein bildet nach

Bindung seines Liganden (FasL) den „Death Inducing Signalling Complex“ (DISC), in

dem der Rezeptor dann als Homotrimer vorliegt. Diese Trimerisierung des Rezeptors

führt im Regelfall zu Apoptose der Zielzelle.
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IFNAR1 und IFNAR2 bilden zusammen den heterodimeren Rezeptor für Interferon

alpha und beta. Die Aktivierung des Komplexes bewirkt die Auslösung der JAK/STAT

(Januskinase/Signal Transducers and Activators of Transcription) –Signalkaskade an

deren Ende die aktivierten STATs im Zellkern als Transkriptionsfaktoren wirken.

IFNGR1 und IFNGR2 bilden zusammen den ebenfalls heterodimeren Rezeptor für

Interferon gamma, wobei INFGR1 die Ligandenbindedomäne darstellt.

Tabelle 14: Ergebnisse der Pietrain Elterntiere

Marker H [%]* n typ. Soll het. Ist het. Soll homo. Ist homo. pAWert**
CD95 87 26 23 18 3 8 0,173366

TF 80 26 21 26 4 2 0,050498
TFR2 74 26 19 14 7 12 0,249713
TLR4 80 26 21 19 5 7 0,510388

IFNGR1 85 26 22 26 4 0 0,110257
IFNAR1/
IFNGR2

82 26 21 23 5 3 0,703746

CXCR2 76 26 20 15 6 11 0,237125
TNFRSF

11B
63 26 16 17 10 9 1,000000

TNFRSF
12A

64 26 17 9 9 17 0,051443

TNF α/β 85 26 22 20 4 6 0,726824
NRAMP1 50 26 13 7 13 19 0,153421
���Nach BonferroniAKorrektur für multiples Testen (10 Tests) sind pAWerte < 0,00512 als signifikant zu
bewerten
* H auf Basis der Allelfrequenzen in der Verbraucherstudienkohorte
n typ.: Anzahl der für den jeweiligen Marker typisierten Tiere; entspricht 100 % für die Berechnung der
SollAwerte bzw. der IstAWerte
Soll het. / Soll homo.: auf Basis des Heterozygotieindexes berechntete Anzahl der erwarteten heteroA
bzw. homozygoten Tiere
Ist het. / Ist homo.: tatsächlich beobachtete Anzahl heteroA bzw. homozygoter Tiere

Die Pietrain Elterntiere verhalten sich an 10 von 12 Markerloci wie eine OutbredA

Population. Ohne Berücksichtigung der BonferroniAKorrektur für multiples Testen

zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen dem Erwartungswert für homoA und

heterozygote Tiere und den real beobachteten Zahlen an den Markerloci für

Transferrin und TNFRSF12A.

Wie zuvor bereits erwähnt, ist das vermehrte Auftreten heterozygoter Tiere am

Transferrin Locus wahrscheinlich auf unvermeidbare Typisierungsfehler aufgrund der

Beschaffenheit des Markers zurückzuführen.

Diese Elterntiere können demnach ebenfalls als weitgehend unverwandt eingestuft

werden.
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Der Grund für das vermehrte Auftreten homozygoter Tiere am Locus für TNFRSF12A

kann auch hier entweder in der Verwandtschaft der Tiere liegen oder ein biologischer

Effekt sein, der spezifisch ist für die Pietrain Tiere. Zur Klärung, ob dieser erhöhte

Homozygotiegrad auch in anderen Pietrain Populationen wiederfinden lässt, müssten

weitere unverwandte Pietrain Tiere typisiert werden.

Im Falle einer biologischen Ursache wäre denkbar, dass das Markerallel, das sich in

der untersuchten Population der Pietrain Tiere homozygot angereichert hat,

gekoppelt ist mit einer nicht funktionalen Variante des TNFRSF12A Proteins. Somit

könnte eine Homozygotie für dieses Allel am Markerlocus einhergehen mit einem

kompletten Ausfall der Genfunktion� Da die untersuchten Pietrain Tiere am

suszeptibelsten für eine Infektion mit ��� 	�
����
������ waren, wäre bei

Richtigkeit der Hypothese denkbar, dass diese Linie nicht in der Lage ist, den Ausfall

des Gens mit Hilfe anderer Signalwege zu kompensieren und sich dieses nachteilig

auf die Infektabwehr auswirkt. TNFRSF12A gehört zur

Tumornekrosefaktorrezeptorsuperfamilie. Sein Ligand ist das Protein TWEAK (TNF

like weak inducer of apoptosis). Einige der durch die Ligandenbindung induzierten

Chemokine spielen eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von

Autoimmunkrankheiten wie z.B. Lupus (Zhao et al. 2007).

Tabelle 15: Ergebnisse der Hampshire Elterntiere
Marker H [%]* n typ. Soll het. Ist het. Soll homo. Ist homo. pAWert**
CD95 87 21 18 15 3 6 0,454101

TF 80 21 17 19 4 2 0,662683
TFR2 74 21 16 9 5 12 0,058051
TLR4 80 21 17 5 4 16 0,000485

IFNGR1 85 21 18 12 3 9 0,085412
IFNAR1/
IFNGR2

82 21 17 10 4 11 0,051933

CXCR2 76 21 16 1 5 20 0,000003
TNFRSF

11B
63 21 13 14 8 7 1,000000

TNFRSF
12A

64 21 13 11 8 10 0,756145

TNF α/β 85 21 18 18 3 3 1,000000
NRAMP1 50 21 11(10,5) 7 10(10,5) 14 0,350468
���Nach BonferroniAKorrektur für multiples Testen (10 Tests) sind pAWerte < 0,00512 als signifikant zu
bewerten; * H auf Basis der Allelfrequenzen in der Verbraucherstudienkohorte
n typ.: Anzahl der für den jeweiligen Marker typisierten Tiere; entspricht 100 % für die Berechnung der
SollAwerte bzw. der IstAWerte
Soll het. / Soll homo.: auf Basis des Heterozygotieindexes berechntete Anzahl der erwarteten heteroA
bzw. homozygoten Tiere
Ist het. / Ist homo.: tatsächlich beobachtete Anzahl heteroA bzw. homozygoter Tiere
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Im Gegensatz zu den Deutsche Landrasse und Pietrain Elterntieren sprechen die

Ergebnisse für die Hampshire Elterniere dafür, dass es sich um eine consanguine

Population handelt. An den Markerloci für Transferrinrezeptor 2, IFNGR1 und

IFNAR1/IFNGR2 verhalten sich die Tiere tendenziell nicht wie eine OutbredA

Population und nach BonferroniAKorrektur für multiples Testen zeigen sich noch

hochsignifikante Unterschiede an den Loci für TLR4 und CXCR2, d.h. es sind

überzufällig mehr homozygote Tiere beobachtet worden als erwartet.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den auffälligen Befunden innerhalb der Nachkommen

der hier untersuchten Elterntiere, die anhand der Balkendiagrammdarstellung der

Allelverteilungen an allen 12 Markerloci erörtert wurden. An den Loci für TLR4 und

CXCR2 sind alle untersuchten Nachkommen für ein einziges Allel je Locus

homozygot (abgesehen von einer Einzelbeobachtung eines weiteren Allels am TLR4

Locus). Allerdings sind die Ferkel am CXCR2 Locus obligat homozygot, da bereits

alle Elterntiere an diesem Locus für ein Allel homozygot waren. Lediglich in Elterntier

trug ein anderes Allel, so dass auch theoretisch nur zwei Ferkel von 21 hätten

heterozygot sein können. Am TLR4 Locus hingegen hätten theoretisch 9 von 21

Ferkeln heterozygot sein können, beobachtet wurde aber nur eins.

Zusammengenommen sprechen die Ergebnisse, dass sich die untersuchten ElternA

Hampshire Tiere an 5 von 11 Markerloci nicht wie eine OutbredAPopulation verhalten

und auch die zugehörigen Ferkel an allen betrachteten Markerloci eine starke

Allelverarmung zeigen, für einen GendriftAEffekt. Dieser ist wahrscheinlich auf die

geringe Größe der Ausgangspopulation der hier untersuchten Hampshire Tiere

zurückzuführen.

Denkbar wäre, dass es außerdem zufällig zu einer Anreicherung von Allelen im

Rahmen von Selektionen auf gewünschte Eigenschaften wie z.B. hohe

Fleischqualität und Reproduktionsfähigkeit gekommen ist.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

4.1 Markerentwicklung

Im Verlauf dieser Arbeit ist es gelungen, für 35 Kandidatengene, die potentiell die

Suszeptibilität von Schweinen gegenüber Atemwegserkrankungen modulieren,

informative Mikrosatellitenmarker zu entwickeln.

Neben dem Einsatz der Marker zur Verbesserung der Tiergesundheit ist in Zukunft

auch ein Einsatz für Untersuchungen denkbar, um humane Krankheiten besser zu

verstehen.

Zum Beispiel ist es kürzlich gelungen, Schweine mit einer gezielten Störung beider

CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)AAllele zu züchten,

die dieselben Krankheitssymptome entwickeln wie neugeborene Menschen mit

Cystischer Fibrose (Rogers et al. 2008). Mit Hilfe der etablierten Marker könnten die

verschiedenen genetischen Hintergründe der transgenen Schweine an den

potentiellen Resistenzloci analysiert werden.

Falls im Verlauf der zukünftigen Analysen Markerallele identifiziert werden können,

die mit verminderter Suszeptibilität assoziiert sind, so könnte anhand der Genotypen

der transgenen Schweine  an diesen Loci eine Vorhersage über ihre Anfälligkeit

gegenüber Atemwegserkrankungen getroffen werden.

4.2 Diversitätsstudie

Mit Hilfe der durchgeführten Verbraucherstudie konnte gezeigt werden, dass derzeit

keine Selektion auf Resistenz in der Mastschweinzucht durchgeführt wird. Der

Genpool der rezenten Mastschweinpopulation zeigte an allen 12 untersuchten

Resistenzloci die größte Variabilität.

Die Allelvielfalt aller untersuchten Rassen war im Vergleich mit der

Verbraucherstudie an allen Loci geringer.

Lediglich in den untersuchten Wildscheinen wurden an den Loci für TNFRSF12A und

NRAMP1 mehr unterschiedliche Allele als in der Verbraucherstudie identifiziert.
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Bei der globalen Analyse des Genpools aller Kohorten über alle Marker konnte

gezeigt werden, dass der Genpool der einzelnen Kohorten jeweils einen Teil des

Genpools der Verbraucherstudie ausmacht.

Zusätzliche Allele, die eine systematische Abweichung vom Genpool der

Verbraucherstudie darstellen, wurden nur in den untersuchten Wildschweinen,

SchwäbischAHällischen Schweinen und den Hampshire Tieren der BHZP beobachtet.

Beim statistischen Vergleich der einzelnen Allelverteilungen an allen 12 Markerloci

mit der Allelverteilung in der Verbraucherstudie zeigte sich, dass sich der Genpool

der Wildschweine und der untersuchten Hampshire Tiere am deutlichsten von dem

Genpool des derzeit konsumierten Schweinefleisches unterscheidet. An allen 12

Markerloci wurden signifikante Unterschiede beobachtet.

4.3 Genotyp�Phänotyp Analyse über die Schweinerassen

Aus Zeitgründen konnte im Rahmen dieser Arbeit noch keine Assoziationsstudie

durchgeführt werden, um MarkerA bzw. Genloci zu identifizieren, die mit der

unterschiedlichen Suszeptibilität der in den Infektionsversuchen verwendeten

Rassen in Zusammenhang stehen.

In den folgenen Abschnitten werden die bisherigen Ergebnisse der genetischen

Untersuchungen und die Ergebnisse aus den Infektionsversuchen für die einzelnen

Rassen zusammengefasst.

4.3.1 Die Deutsche Landrasse

Bei den für diese Arbeit untersuchten Deutsche Landrasse Tieren handelt es sich um

eine Zuchtlinie des Zuchtverbandes BHZP. Die Linie wird eingesetzt zur Erzeugung

von Hybridsauen für die Mastschweinzucht.

Aus den Infektionsversuchen an der Tierärztlichen Hochschule Hannover mit ��

	�
����
������, einem der Hauptpathogene hinsichtlich der Auslösung von

Pneumonien beim Schwein, standen für 35 Tiere aus 11 Familien Rankingwerte zur

Verfügung, anhand derer der Schweregrad der Erkrankung nach Infektion beurteilt

werden konnte.
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Für die vorliegende Arbeit wurden bislang 25 dieser Tiere (aus 7 Familien), sowie die

die zugehörigen Elterntiere, bestehend aus 6 Sauen und 5 Ebern, an 12

ausgewählten Markerloci genotypisiert, die potentiell die Suszeptibilität gegenüber

einer Infektion mit ���	�
����
������ beeinflussen.

Die Auswertung der Infektionsversuchsdaten ergab, dass die untersuchten Tiere

dieser Linie im Mittel im Vergleich mit den anderen drei untersuchten Linien die

zweithöchste Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit ��� 	�
����
������

zeigten. Die Betrachtung der Rohdaten zeigt jedoch auch, dass die vier am

schwersten erkrankten Tiere in allen Versuchen aus zwei Familien der Deutschen

Landrasse stammten und diese Würfe auch Tiere beinhalteten, die nur mild erkrankt

waren. Die untersuchten Tiere der Deutschen Landrasse zeigten somit die größte

Varianz innerhalb der Würfe hinsichtlich des Schweregrades der Erkrankung der

einzelnen Ferkel.

Anhand der als Balkendiagramme dargestellten Allelverteilungen innerhalb der

untersuchten Landrasseferkel an den 12 Markerloci wird deutlich, dass die

Allelvielfalt im Vergleich mit der als Referenz dienenden Verbraucherstudie an allen

Loci deutlich reduziert ist.

Jedoch wurden bei der globalen Analyse des gesamten Genpools der Deutschen

Landrasse über alle Loci gezeigt, dass die Allelvielfalt innerhalb der untersuchten

Tiere zwar geringer ist, aber alle beobachteten Allele Teil des Genpools des derzeit

konsumierten Schweinefleisches sind.

Für den Vergleich der Allelverteilungen der zugehörigen Elterntiere an jedem

Einzellocus mit der Verbraucherstudie ergaben sich nur hochsignifikante

Unterschiede an den Markerloci für CD95, Transferrin und IFNAR1/IFNGR2, bei

Berücksichtigung der BonferroniAKorrektur für 7 Tests.

Die Auswertung des Heterozygotietests der Elterntiere ergab signifikante

Unterschiede an den Loci für CD95 und IFNAR1/IFNGR2 zwischen dem

Erwartungswert und den realen Beobachtungszahlen, d.h. an diesen Loci wurden

mehr homozygote Tiere beobachtet als erwartet. Am Transferrinlocus gab es keine

signifikanten Abweichungen für die Elterntiere zwischen den Beobachtungszahlen

und den Erwartungswerten für homoA bzw heterozygote Tiere. Auch an den übrigen

8 untersuchten Loci gab es keine Abweichungen vom Sollwert, d.h. die Tiere
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verhalten sich an 9 von 11 Markerloci wie bei unverwandten Tieren erwartet. Deshalb

wurden die Tiere als weitgehend unverwandt eingestuft.

Die Betrachtung der Genotypisierungsrohdaten der Elterntiere und ihrer Ferkel an

den Loci für CD95 und IFNAR1/IFNGR2 zeigt, dass an beiden Loci jeweils ein Allel

überrepräsentiert ist. Die Ursachen dieses auffälligen Befundes kann an dieser Stelle

nicht geklärt werden. Möglich ist, dass es im Verlauf der Mastschweinzucht zufällig

zu einer Anreicherung homozygoter Tiere an diesen Loci kam (Gendrift), die auf den

ersten Blick allerdings nicht in Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung nach

���	�
����
������ Infektion stehen, da sich an beiden Loci homozygote Tiere für

die jeweils angereicherten Allele finden, die sowohl mild als auch schwer erkrankt

sind.

Eine weitere Möglichkeit wäre, dass die Anreicherung von Allelen an potentiellen

Resistenzloci indirekt durch Selektion zustande kam, da die hier untersuchten

Resistenzloci eventuell in der Nähe von Loci liegen, die einen Einfluss auf Merkmale

haben, auf die die Tiere im Moment selektiert werden, wie z.B. hohe Fruchtbarkeit,

gute Fleischqualität und reduzierte Stressanfälligkeit. Eine gezielte Selektion auf

Resistenz wird derzeit noch nicht durchgeführt und die für die Mastschweinzucht

verwendeten Tiere unterliegen auch keinem natürlichen Selektionsdruck auf Fitness,

da sie unter pathogenfreien Bedingungen gehalten werden

4.3.2 Pietrain

Bei den für diese Arbeit untersuchten Pietrain Tieren handelt es sich ebenfalls um

eine Zuchtlinie des Zuchtverbandes BHZP. Die Eber dieser Linie werden sowohl

eingesetzt zur Erzeugung von Hybridebern für die Mastschweinzucht als auch als

Endprodukteber.

Aus den Infektionsversuchen an der Tierärztlichen Hochschule Hannover standen für

28 Tiere aus 18 Familien Rankingwerte zur Verfügung, anhand derer der

Schweregrad der Erkrankung nach Infektion beurteilt werden konnte.

Für die vorliegende Arbeit wurden alle 28 Tiere, sowie soweit vorhanden die

zugehörigen Elterntiere, bestehend aus 13 Sauen und 13 Ebern, an den 12

ausgewählten Markerloci genotypisiert.
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Die Auswertung der Infektionsversuchsdaten ergab, dass die untersuchten Tiere

dieser Linie im Mittel im Vergleich mit den anderen drei untersuchten Linien die

höchste Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit ���	�
����
������ zeigten.

Auch die  Pietrain Tiere zeigten an allen 11 untersuchten Loci im Vergleich zu der

Verbraucherstudie eine deutlich geringere Alleldiversität. Allerdings konnte auch für

diese Linie mittels der globalen Genpoolanalyse über alle Loci gezeigt werden, dass

die Allele, die beobachtet wurden, auch ein Teil des Genpools der Verbraucherstudie

sind.

Der Vergleich der Allelverteilungen der Elterntiere an jedem Einzelmarkerlocus mit

der Verbraucherstudie ergab hochsignifikante Unterschiede an den Loci für CD95,

TLR4 und TNF α/β. Sowohl der Oberflächenrezeptor CD95 als auch die Cytokine

Tumornekrosefaktor alpha und beta spielen eine wesentliche Rolle bei der Induktion

von Apoptose. Der TollAlikeARezeptor 4 erkennt Lipopolysaccharide gramAnegativer

Bakterien und aktiviert nachfolgend das angeborene Immunsystem.

Die Betrachtung der Balkendiagramme für die Allelverteilungen der Ferkel an den

drei Loci zeigt, dass am Locus für CD95 zwei Allele besonders häufig vorkommen

und am Locus für TLR4 ein Allel überrepräsentiert ist. Diese Anreicherung scheint

allerdings auf den ersten Blick nicht in Zusammenhang zu stehen mit dem

Schweregrad der Erkrankung der Tiere. Am Locus für TNF α/β zeigen sich in der

Allelverteilung der Ferkel keine Auffälligkeiten im Vergleich zu der Verteilung in der

Verbraucherstudie.

Der Heterozygotietest der Elterntiere ergab tendenziell signifikante Abweichungen

zwischen SollA und Beobachtungszahlen für homoA bzw. heterozygote Tiere an den

Loci für Transferrin und TNFRSF12A. Am Transferrinlocus wurden mehr

heterozygote Tiere beobachtet als erwartet, was, wie zuvor erwähnt, wahrscheinlich

auf Genotypisierungsfehler zurückzuführen ist und somit keine biologische

Bedeutung hat. Am Locus für TNFRSF12A, wurden sowohl bei den Eltern als auch

bei den Ferkeln eine signifikant erhöhte Anzahl homozygoter Tiere für ein Allel

beobachtet. Allerdings ist auch in diesem Fall bei einer ersten Betrachtung der

zugehörigen Rankingwerte kein Zusammenhang zwischen dem homozygot

vorliegenden Allel und dem Schweregrad der Erkrankung festzustellen. Es gibt
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sowohl mild als auch schwer erkrankte Pietrain Ferkel, die an dem TNFRSF12A

Locus für dieses Allel homozygot sind. Vermutlich ist auch diese Anreicherung wie

auch bei den Deutsche Landrasse Tieren ein Nebeneffekt von derzeit angewendeten

Selektionsverfahren bei der Mastschweinzucht oder eine zufällige Gendrift.

Da sich die Pietrain Eltern an 9 von 11 Markerloci wie eine OutbredAPopulation

verhalten, wurden auch diese Tiere als weitgehend unverwandt eingestuft.

4.3.3 Hampshire

Auch bei den für diese Arbeit untersuchten Hampshire Tieren handelt es sich um

eine Zuchtlinie des Zuchtverbandes BHZP. Die Eber dieser Linie werden eingesetzt

zur Erzeugung von Hybridebern für die Mastschweinzucht.

Aus den Infektionsversuchen an der Tierärztlichen Hochschule Hannover standen für

21 Tiere aus 12 Familien Rankingwerte zur Verfügung, anhand derer der

Schweregrad der Erkrankung nach Infektion beurteilt werden konnte.

Für die vorliegende Arbeit wurden alle 21 Tiere, sowie soweit vorhanden die

zugehörigen Elterntiere, bestehend aus 11 Sauen und 10 Ebern, an den 12

ausgewählten Markerloci genotypisiert.

Die Auswertung der Infektionsversuchsdaten ergab, dass die untersuchten Tiere

dieser Linie im Mittel im Vergleich mit den anderen drei untersuchten Linien die

geringste Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit ���	�
����
������ zeigten.

Die untersuchten Hampshire Tiere zeigten in den genetischen Untersuchungen die

auffälligsten Befunde. Auch in dieser Population wurde im Vergleich zu der

Verbraucherstudie eine extreme Allelverarmung an allen 12 Loci beobachtet. Aber im

Gegensatz zu den Deutsche Landrasse und Pietrain Tieren wurden bei den

Hampshire Tieren auch Allele beobachtet, die in der Verbraucherstudie nicht

aufgetreten sind, und zwar jeweils ein Allel an den Loci für CD95, IFNAR1/IFNGR2

und TLR4.

Der Vergleich der Allelverteilungen der zugehörigen Elterntiere an jedem

Einzelmarkerlocus mit der Verbraucherstudie ergab hochsignifikante Unterschiede in

den Allelverteilungen an allen 12 Markerloci im Vergleich mit der Verbraucherstudie.

Der Heterozygotietest der Elterntiere ergab hochsignifikante Abweichungen zwischen

SollA und Beobachtungszahlen für homoA bzw. heterozygote Tiere an den Loci für
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TLR4 und CXCR2. Bei CXCR2 handelt es sich um einen Chemokinrezeptor für

Interleukin 8. Die Aktivierung des Rezeptors bewirkt die Migration von neutrophilen

Granulozyten zu Inflammationsorten. Der TollAlikeARezeptor 4 erkennt

Lipopolysaccharide von gramAnegativen Bakterien und aktiviert nachfolgend das

angeborene Immunsystem.

An diesen Loci wurden mehr homozygote Tiere beobachtet als erwartet. Die

Betrachtung der Allelverteilungen anhand der Balkendiagramme der zugehörigen

Ferkel an den beiden Loci zeigt, dass auch die Ferkel an beiden Loci für ein einziges

Allel homozygot sind, bis auf eine Einzelbeobachtung eines weiteren Allels am TLR4

Locus.

Der Heterozygotietest der Elterntiere ergab weiterhin tendenziell signifikante

Abweichungen zwischen SollA und Beobachtungswerten für homoA bzw.

heterozygote Tiere an den Loci für Transferrinrezeptor 2, IFNGR1 und

IFNAR1/IFNGR2. Somit verhalten sich die Elterntiere an fünf von 11 untersuchten

Markerloci nicht wie eine OutbredAPopulation. Deshalb wurden diese Tiere als in

höherem Maße verwandt eingestuft als die Elterntiere der Deutschen Landrasse und

der Pietrain Ferkel.

Am Locus für Transferrinrezeptor 2 wurden auch bei den zugehörigen Ferkeln nur

zwei Allele beobachtet, wobei ein Allel deutlich überrepräsentiert war, d.h. auch die

meisten Ferkel sind an diesem Locus für ein Allel homozygot.

Am Locus für IFNAR1/IFNGR2 wurde bei den Ferkeln ein Allel besonders häufig

beobachtet, das weder bei den Deutsche Landrasse Tieren und den Pietrain Tieren

noch in der Verbraucherstudie beobachtet wurde.

Am Locus für IFNGR1 treten bei den Ferkeln zwei Allele gehäuft auf.

Der Heterozygotieindex für die Ferkel an den drei Loci wurde nicht berechnet, da

jeweils nur 12 unabhängige Tiere typisiert wurden.

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse stark darauf hin, dass die

untersuchten Hampshire Tiere  der BHZP in größerem Maße ingezüchtet wurden als

die Deutsche Landrasse Tiere und die Pietrain Tiere.

Die Anreicherung einzelner Allele an den untersuchten Loci bzw. der hohe

Homozygotiegrad der Tiere sind wahrscheinlich auf einen sogenannten „FounderA



Zusammenfassung und Ausblick                                                                               130

Effekt“ zurückzuführen, da alle derzeit an der BHZP gehaltenen Tiere auf nur wenige

Ausgangstiere zurückgehen. Wie auch bei den anderen Linien wird wahrscheinlich

außerdem eine zufällige Anreicherung einiger Markerallele im Zuge von

Selektionsverfahren auf andere Merkmale stattgefunden haben. Im Unterschied zu

den anderen beiden Linien scheinen sich die Auswirkungen beider Effekte (indirekte

Selektion und Gendrift) an den untersuchten Markerloci jedoch bereits deutlicher zu

zeigen.

Zu diesem Zeitpunkt lassen sich zwar noch keine Allele benennen, die mit der

reduzierten Suszeptibilität dieser Linie assoziiert sind, aber insgesamt scheint die

Allelverarmung dieser Linie einen Vorteil hinsichtlich ihrer Infektionsresistenz

gegenüber ���	�
����
������ zu bringen.

4.3.4 Large White

Für 16 Tiere aus 12 Familien (mit 9 Sauen und 7 Ebern) der Large White Linie der

BHZP liegen Informationen zu dem Schweregrad der Erkrankung nach Infektion mit

���	�
����
������ vor.

Die Auswertung der Infektionsversuchsdaten ergab, dass die untersuchten Tiere

dieser Linie im Mittel im Vergleich mit den anderen drei untersuchten Linien

hinsichtlich ihrer Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit ��� 	�
����
������

zwischen den Hampshire und den Deutsche Landrasse Tieren lagen.

Für diese Tiere konnten im Rahmen dieser Arbeit noch keine Genotypisierungsdaten

erhoben werden.

4.3.5 Vergleich der Genpools der für die Infektionsversuche verwendeten

Rassen untereinander

Bislang wurden zwar noch keine statistischen Vergleiche der Allelverteilungen der für

die Infektionsversuche verwendeten Rassen angestellt, da die

Genotypisierungsarbeiten für die Large White Tiere noch nicht abgeschlossen sind,

aber der Vergleich der Allelverteilungen zwischen den untersuchten Ferkel der

Rassen Deutsche Landrasse, Pietrain und Hampshire an den 12 ausgewählten

Markerloci anhand der Balkendiagramme zeigt bereits deutliche Unterschiede
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zwischen den Rassen. Allen drei Rassen ist eine allgemeine Allelverarmung im

Vergleich zu der Verbraucherstudie, also dem Genpool des zur Zeit konsumierten

Schweinefleisches in Deutschland, gemeinsam.

Der statistische Vergleich der Allelverteilungen der Elterntiere mit der

Verbraucherstudie zeigte für die Hampshire Tiere an allen Loci hochsignifikante

Unterschiede, für die Pietrain Tiere an den Loci für CD95, TLR4 und TNF α/β und für

die Deutsche Landrasse Tiere an den Loci für CD95, Transferrin und

IFNAR1/IFNGR2. Dies ist ein indirekter Beweis dafür, dass sich auch die

Allelverteilungen zwischen den Rassen unterscheiden, andernfalls hätten die

Vergleiche mit der Verbraucherstudie für alle drei Rassen dieselben Ergebnisse

bringen müssen.

Auch die Auswertung des Heterozygotietests der Elterntiere zeigte für alle drei

Rassen eine Anreicherung homozygoter Tiere an unterschiedlichen Loci.

Bei den Deutsche Landrasse Tieren zeigte sich eine signifikant erhöhte Anzahl an

homozygoten Tieren an den Loci für CD95 und IFNAR1/IFNGR2, bei den Pietrain

Tieren zeigte sich eine tendenziell signifikant erhöhte Anzahl an homozygoten Tieren

am Locus für TNFRSF12A und bei den Hampshire Tieren an den Loci für

Transferrinrezeptor 2, TLR4, IFNGR1, IFNAR1/IFNGR2 und CXCR2.

Das bedeutet, auch bei dieser Untersuchung sind für alle drei Rassen andere Loci

auffällig, lediglich am Markerlocus für IFNAR1/IFNGR2 treten sowohl bei der

Deutschen Landrasse als auch bei den Hampshire Tieren mehr homozygote Tiere

auf als bei unverwandten Tieren erwartet. Die Betrachtung der Rohdaten zeigt

allerdings, dass die untersuchten Tiere für zwei unterschiedliche Allele an diesem

Locus homozygot sind.
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4.4 Fazit und Ausblick

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die

untersuchten Schweinelinien Deutsche Landrasse, Pietrain und Hampshire sowohl in

ihrem Genpool an den untersuchten 12 potentiellen Resistenzloci als auch

hinsichtlich ihrer Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit ��� 	�
����
������

unterscheiden.

Besonders auffällig waren die Hampshire Tiere, deren genetische Andersartigkeit

assoziiert zu sein scheint mit reduzierter Suszeptibilität gegenüber einer Infektion mit

���	�
����
�������

In einem nächsten Schritt müssten weitere Hampshire Tiere anderer Zuchtverbände

genotypisiert werden, um zu überprüfen, ob diese eine ähnliche Allelverarmung

zeigen, oder ob dies eine Besonderheit der Tiere der BHZP ist.

Desweiteren müssten weitere Infektionsversuche durchgeführt werden mit anderen

��� 	�
����
������ Serotypen, um zu überprüfen, ob die Hampshire Tiere auch

dann eine verminderte Suszeptibilität gegenüber einer Infektion zeigen.

Auf Basis der bisherigen Ergebnisse wird ein Hauptziel der zukünftigen Arbeiten die

Identifizierung derjenigen Loci sein, die die unterschiedliche Suszeptibilität der

Rassen gegenüber Atemwegserkrankungen beeinflussen.

Mittels FAMHAPAAnalyse wird zunächst ein Vergleich der Genotypen aller vier

verwendeter Rassen an den 12 ausgewählten Markerloci angestellt werden, um die

offensichtlichen Unterschiede in ihrem Genpool statistisch zu belegen.

Der nächste Schritt ist der Vergleich der Genotypen von mild und schwer erkrankten

Tieren nach Infektion mit ���	�
����
������ unabhängig von ihrer Rasse.

Im Idealfall wäre das Ergebnis dieser Analysen, dass sich die Unterschiede zwischen

der hochsuszeptibeln PietrainALinie und der wenig suszeptiblen HampshireALinie an

denselben Loci zeigen, an denen sich auch die Tiere mit mildem und schwerem

Krankheitsverlauf nach ���	�
����
������ Infektion unterscheiden.
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Der nächste Schritt wäre die vergleichende Sequenzierung jeweils homozygoter

Tiere für ein Allel, das assoziiert ist mit einer verminderten Suszeptibilität und von

Tieren, die ein Allel tragen, das mit einer erhöhten Suszeptibilität assoziiert ist.

Anhand der Sequenzierungsdaten könnten dann SNPs identifiziert werden, in denen

sich die Tiere unterscheiden, um anschließend eine Haplotypenanalyse

durchzuführen.

Dadurch könnte der genomische Bereich, der für die Assoziation verantwortlich ist,

weiter eingegrenzt werden und eventuell sogar die kausale Mutation, die für eine

verminderte Suszeptibilität der Schweine gegenüber Atemwegserkrankungen

verantwortlich ist, identifiziert werden.

Langfristiges Ziel des Projektes ist die Entwicklung eines Gentests, mit dessen Hilfe

in Zuchtprogrammen gezielt Ferkel für die Mastschweinzucht ausgewählt werden

können, die eine reduzierte Suszeptibilität gegenüber Atemwegserkrankungen

zeigen. Damit könnte auf Basis der Ergebnisse dieser Arbeit ein Beitrag zur

Verbesserung der Tiergesundheit geleistet werden.
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6 Anhang

6.1 Allgemeine Geräte und Materialien

6.1.1 DNA Isolierung

Lysis�Puffer pH 7,5
320 mM Saccharose Roth, Karlsruhe, D
100 mM TRIS�–HCl Roth, Karlsruhe, D
1% (v/v) Triton XA100 Roth, Karlsruhe, D

5% SDS in E�Pure Wasser
SDS (Perlen) Serva, Heidelberg, D

STE�Puffer pH 7,5
100 mM Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, D
50 mM TRISAHCl Roth, Karlsruhe, D
1 mM EDTA (Titrierkomplex III) Roth, Karlsruhe, D

Proteinase K Roche, Mannheim, D
50 mg/ml

Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe, D
Chloroform p.a. Roth, Karlsruhe, D
Gebrauchslösung: 1 Teil Isoamylalkohol + 24 Teile Chloroform

Roti�Phenol Roth, Karlsruhe, D

3 M Natriumacetat pH 5,5 Merck, Darmstadt, D

10 x TE�Puffer pH 8,0
100 mM TRISAHCl Roth, Karlsruhe, D
10 mM  EDTA (Titrierkomplex III) Roth, Karlsruhe, D
Gebrauchslösung: 1 x TE
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6.1.2 Agarosegelelektrophorese

Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, D

Ethidiumbromid Sigma, St. Louis, MO, USA
Stammlösung: 0,2%
Färbebad: 30 Wl Stammlösung auf 500 ml Wasser

10 X TBE Puffer
0,89 M TRISAHCl Roth, Karlsruhe, D
0,87 M Borsäure (H3BO3) Merck, Darmstadt, D
20 mM EDTA (Titrierkomplex III) Roth, Karlsruhe, D
Gebrauchslösung: 1x TBE

Gelkammern Forschungswerkstätten, MHH, D

Probenpuffer
0,05% (w/v) Xylencyanol Sigma, St. Louis, MO, USA
0,05% (w/v) Bromphenolblau Serva, Heidelberg, D
40% Glycerin Fluka, Buch, CH

6.1.3 Direct Blotting

Direct Blotter Apparatur GATC 1500
Elektrophoresesequenzierer

GATC, Konstanz, D

Hybond N+ NylonAMembran Amersham, Freiburg, D

4% Polyacrylamidgellösung
100g Harnstoff Roth, Karlsruhe, D
30 ml bidestilliertes Wasser
20 ml 10 x TBEAPuffer (s. 9.3.2)
26 mL 30% Acrylamid/Bisacrylamid
37,5:1; Rotiphorese Gel 30

Roth, Karlsruhe, D

Ad 200 ml mit bidest. Wasser

APS Roth, Karlsruhe, D
Gebrauchslösung: 20% in bidest. Wasser

TEMED Serva, Heidelberg, D

Silanlösung
300 Wl bidest. Wasser
55 WL Silan Merck, Darmstadt, D
30 WL konz. Essigsäure Merck, Darmstadt, D
9,7 ml 98% Ethanol Roth, Karlsruhe, D
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe, D
Gebrauchslösung: Ca. 0,8 M Natronlauge zum Desilanisieren von
Elektrophoreseglasplatten
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Probenpuffer
0,2% (w/v) Xylencyanol Sigma, St. Louis, MO, USA
0,2% (w/v) Bromphenolblau Serva, Heidelberg, D
Formamid Fluka, Buchs, CH

6.1.4 Chemilumineszenzdetektion

10 x Puffer I pH 7,5
1 M TRISAHCl Roth, Karlsruhe, D
1,5 M Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, D
Gebrauchslösung: 1 x

2 x P3 Puffer pH > 9
200 mM TRISAHCl Roth, Karlsruhe, D
200 mM Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, D
150 mM Magnesiumchlorid x 6 Wasser;
p.a.

Merck, Darmstadt, D

Gebrauchslösung: 1 x

Blockingreagenz Roche, Mannheim, D
Gebrauchslösung: 6,75g BlockingAReagenzpulver wurden bei 200°C unter Rühren in
450 ml 1x P1 Puffer gelöst.

Anti�Biotin�alkalische�Phosphatase�
Fab�Fragmente (0,75 U/ Ol)

Roche, Mannheim, D

5 – 8 Wl in 225 ml Blockingreagenzlösung

CDP Star Tropix, Bedford, MA, USA
Sapphire II Tropix, Bedford, MA, USA

Gebrauchslösungen:

Konzentrierte CDPAStar Lösung: Verdünnte CDPAStarALösung:
45 ml 1x P3APuffer 40 ml 1x P3APuffer
5 ml Sapphire II 5 ml Sapphire II
0,5 ml CDPAStar 5 ml konz. CDPAStarALsg.

Amersham Hyperfilm TM MP Amersham, Freiburg, D
Entwicklerlösung für Röntgenfilme TETENAL, Norderstedt, D
Gebrauchslösung: 1:5 Verdünnung mit entmineralisiertem Wasser
Fixiersalz TETENAL, Norderstedt, D
Gebrauchslösung: 100 g auf 2,5 l entmineralisiertes Wasser
Schlauchfolie OMNILAB, Bremen, D
Filterpapaier OMNILAB, Bremen, D
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6.1.5 PCR�Reagenzien

dNTPs Roth, Karlsruhe, D
Stammlösungen:
100 mg dNTP (A, G, C, T)
100 Wl  1M TRISAHCl ph 7,0
900 Wl bidest. H2O
pHAWert überprüfen und gegebenenfalls mit 1M TRISAHCl einstellen
Ad 1,1 ml mit bidest H2O

Alle vier Stammlösungen wurden zunächst auf 10 mM mit bidest. H2O verdünnt.

Die Arbeitslösung enthält 8 mM dNTPs (2 mM jedes Nukleotids), d.h. alle vier
Stammlösungen wurden in einem weiteren Schritt 1 : 5 verdünnt
(z.B. je 200 WL dNTP + 200 Wl bidest. H2O).

Je PCR Ansatz wurden 0,8 mM dNTPs eingesetzt.

Oligonukleotide InviTek, Berlin, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Stammlösung: 50 WM
Arbeitslösung: 5 WM
Pro PCR Ansatz wurden 0,5 WM Oligonukleotide eingesetzt.

Taq Polymerase (5 U/Ol) InviTek, Berlin, D

Je PCR Reaktion wurden 0,05 oder 0,08 Wl Taq Polymerase eingesetzt.

PCR 10 x NH4
+ Reaktionspuffer InviTek, Berlin, D

500 mM TrisAHCl pH 8,8
160 mM Ammoniumsulfat (NH4)SO4

0,1% Tween 20

Je PCR Reaktion wurde der Puffer in einfacher Konzentration eingesetzt.

50 mM Magnesiumchlorid MgCl2 InviTek, Berlin, D

Betain Monohydrat Fluka, Buch, CH
Stammlösung: 4M
Je PCR Ansatz betrug die Konzentration 0,8 – 1,2 M

DMSO Merck, Darmstadt, D

Paraffinöl Fluka, Buchs, CH

GenomiPhi�Kit GE Healthcare
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6.1.6 Kultivierung porciner BAC�Klone

LB�Medium
15g Trypton Applichem, Darmstadt, D
5g Hefeextrakt Oxoid, Hampshire, UK
10g Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, D

LB�Agar
AgarAAgar Roth, Karlsruhe, D
2% Agar in LBAMedium

Einfriermedium
LBAMedium mit 10 – 15% Glycerin

Kryoröhrchen Nunc GmbH & Co. KG; Langenselbold, D

Chloramphenicol Fluka, Buchs, CH

12,5 Wg/ml LBAMedium bzw. Agar zur Kultivierung porciner BACs

6.1.7 BAC�Klone

Tabelle 16: Sequenzierte BACAKlone

Bezugsquelle Klonname Enthaltene(s) Gen(e)
PigEA98B8 Transferrinrezeptor 1

PigEA101N6 pBD1
ARKAGenomics, Roslin

Institut, Roslin, UK
PigEA71F2 PR39

CH242A119H19 Transferrin
CH242A433O23 TLR7 / TLR8
CH242A478N14 TLR9

CH242A46P3 Transferrinrezeptor 2
CH242A279P12 SARM1
CH242A237C2 BPI

CH242A385M24 TNFRSF9
CH242A419I17 TNFRSF10A / B / C / D
CH242A271I4 TNFRSF11A

CH242A106L15 TNFRSF4 / TNFRSF18
CH242A307D17 TNFRSF12A
CH242A314C21 IL12Rb2 / IL23R

RP44A380D12 CD14
RP44A358L10 CD95
RP44A358P12 CD40
RP44A337G9 TNFRSF1B / TNFRSF8
RP44A353N17 IFNGR1

BACPAC Resource
Center, Oakland,
Kalifornien, USA

RP44A414I18 TNFRSF11B
PigIA249G7 TLR3

INRA, Paris, F
PigIA433D11 IL18R1
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6.1.8 Allgemeine Geräte

Autoklaven Tuttnauer, Breda, NL
KSG, Olching, D

Gel Print 2000 Biophotonics, Ann Arbor, MI, USA

Leuchttisch
Magnetheizrührer IKAALabortechnik, Staufen, D
Mechanische Pipetten GILSON, Middleton, WI, USA

Eppendorf, Hamburg, D
Multiwell�Pipetten Biohit, Köln, D
pH�Meter HI 83141 HANNA, Kehl am Rhein
Schüttler (horizontal) IKAALabortechnik, Staufen, D
Spectrophotometer U3000 Hitachi, Tokio, J
Stromversorger
PowerAPac 3000 BioRad, Hercules, CA, USA
EV 233 Consord

Thermoblock DB 1M Techne, Staffordshire, UK
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, D
Thermozykler
Hybaid OmniGene, Teddington, UK
Primus 96 Pequlab, Erlangen, D
Vortex REAX top Heidolph, Kelheim, D
Waagen Sartorius, Göttingen,D
Wasserbad GFL, Burgwedel, D
Wippe Hemodon IIIb Travenol, Oberhaching, D
UV Transilluminator Bachofer, Reutlingen, D
Zentrifugen
Microfuge R Beckmann, Fullerton, CA, USA
Hettich Universal Hettich, Tuttlingen, D
Zentrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg, D

6.1.9 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Essigsäure konz. Merck, Darmstadt, D
Ethanol reinst J. T. Baker, Deventer, NL
Küvette Hellma, Müllheim, D
Latexhandschuhe Digitil PF Hartmann, Heidenheim, D

Multiwell PCR Platten und Deckel GreinerABio one, Frickenhausen, D
Nitrilhandschuhe KimberlyAClark, Dallas, USA
Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht, D
Pipettenspitzen Biohit, Köln, D

Sarstedt, Nümbrecht, D
Reaktionsgefäße Eppendorff, Hamburg, D

Sarstedt, Nümbrecht, D
Salzsäure konz. J. T. Baker, Deventer, NL



Anhang                                                                                                                      153

6.2 Verzeichnis der Abkürzungen

APS Ammoniumperoxodisulfat

BAC Bacterial artifical chromosome

BES BAC Endsequenz

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTPs Desoxynukleotide

E. coli Escherichia coli

EDTA EthylendiaminAtetraacetat

SDS Sodiumdodecylsulfat

SNP Single Nucleotide Polymorphism

Ssc. Sus scrofa

TEMED N,N,N‘,N‘AtetramethylAethylenAdiamin

TRIS TrisAHydroxymethylaminomethan
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6.4  Oligonukleotidsequenzen und PCR Bedingungen

Tabelle 17: Übersicht über alle als Marker etablierten Mikrosatellitenmotive

Primername
Sequenz
5‘ → 3‘

Motiv
Pg.
[bp]

AT
[°C]

MgCl2
[mM]

Ü
Betain

/
DMSO

PIGA
TNFRSF1AA
BiotinAF

ACCTATCCTTCGTCCTGGC

TNFRSF1AAR CAGCCACTTACCTGGTGCTAC

(gt)11 164 65 3 R A

Tyk2A2AFABiotin GGAACTCCTAACCCCCTGAA
Tyk2A2AR CCGATTTGATTCAACCCCTA

(ttgt)7 204 60 3 R A

Tyk2A4AFABiotin TGGTCAGGGAACTTCCACAT
Tyk2A4AR CCTGCCTAAGCCACATTTTG

(aaag)9 197 65 3 R A

CD14A1AFABiotin CACATCCAAGAAGCTCAACAA
CD14A1ARA GCCTGGGAACTTGCATAAAC

(tttg)5 175 60 3,3 R Betain

CD14A10AFA
Biotin

TGAACAGGAAAAGGGTGAGG

CD14A10AR GGGTACCGCCCTAAAAAGAC
(tttc)8 152 60 3,3 R A

CD95A5AFABiotin TGGTTATAAGAGGCTGGACTTTTT
CD95A5AR TGGTAACCAAGAAAGAAAAAGAAA

(aaag)22 199 60 3,3 R A

CD95A7AFABiotin TGAAACCGTGGTGAAAAGGT
CD95A7AR CTGTTGTGGCTCAGGTTTGA

(tttat)7 151 60 3,3 F Betain

BPIA2AFABiotin TGAAGAGAAGGCTGCTGTGA
BPIA2AR GGCTCTTTGTGTGAGTGTGC

(ca)28 197 65 3,3 F A

BPIA3AFABiotin TAAGGATCTGGCTTGGGTTG
BPIA3AR CCCTTGGCTCTTATTTGCAG

(ta)15 183 60 3,3 R A

BPIA6AFABiotin TCGGACCTAGTGTTGCTGTG
BPIA6AR TCCGGGAACCATGTTAAAAA

(acaa)11 181 55 6,6 R Betain

TFA1AFABiotin ACAGTGACTGGAGCAGAGCA
TFA1AR AAGCCAGGATAGTAATTGAGATTC

(gt)18 190 60 3,3 R A

TFR1A9AFABiotin GAAGCCCAGAAGCTCTGAAA
TFR1A9AR AGCTCAGATCCCATGTTGCT

(gt)7 160 65 6,6 R A

TFR2A1AFABiotin GCTGGGAACTTCCACACACT
TFR2A1AR TTATCACTCACCTGATTTCCAA

(aaag)17 178 60 3,3 R A

pBD1A4AFABiotin GCCTCAGGAGTGTTGTGTGA
pBD1A4AR TGTCAGTAGCCAGTGTTGTGG

(attt)8 168 65 3,3 F A

PR39A1AFABiotin AGCCTCACCCAACTCTGTGT
PR39A1AR CCATATCACTTGTTTCCCCTCT

(ca)19 153 60 3,3 R DMSO

TLR1/6/10A1AFA
Biotin

CAGCAAGTGGTTCCAAATGA

TLR1/6/10A1AR GACCCCTAGCCTGAGAACCT
(ttta)6 150 65 3,3 R A

TLR1/6/10A3AFA
Biotin

AGGCGTTAGGACTTCAGCAT

TLR1/6/10A3AR CATGACTTCACACATCCAGCA
(gt)15 194 65 3,3 F A

TLR2A1AFABiotin CCCCAGGTCATATGTTCCAT
TLR2A1AR ATGGCATGGTCCAGAGAGTT

(tg)13 183 60 3,3 R A

TLR2A5AFABiotin CTCCAATTCGACCCCTAGC
TLR2A5AR GCGGGGTGGTTATTCTTTCT

(aat)11 161 65 10 F Betain

TLR3A1AFABiotin AAACATATAAAGCAGCCAGCA
TLR3A1AR AAAGTCCTGATACACACATGGA

(ac)19 196 60 3,3 R A

TLR4A1AFABiotin AGCAGCCCAAAGAAATAGCA
TLR4A1AR AGGAAACTAAGCCCCAAGGA

(ataa)12 159 65 3,3 F A
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Primername
Sequenz
5‘ → 3‘

Motiv
Pg.
[bp]

AT
[°C]

MgCl2
[mM]

Ü
Betain

/
DMSO

TLR7/8A2AFA
Biotin

TTTGCCACATCTGCTTTATCA

TLR7/8A2AR GGCAGGGTCCTTGTTCTTAG
(atct)11 173 60 3,3 R A

TLR9A1AFABiotin CGATGGGAGCCTCTCTGA
TLR9A1AR CTGTTGCCTGCTAGGTGGAG

(ac)42 176 60 3,3 R DMSO

TNFRSF1BA1AFA
Biotin

GAGATTCCTGGCTGTTCACC

TNFRSF1BA1AR ACTGGCTGACATGGGTTCTC
(gt)19 171 60 3,3 R A

IFNGR1A3AFA
Biotin

CACACTGCTCCAAATTCCAG

IFNGR1A3AR CCTCCCCTATTTTCCCCTTA
(aaga)13 180 60 3,3 R A

IFNGR2/IFNAR
1A2AFABiotin

CCTGGGAATCTCCATATGCT

IFNGR2/IFNAR
1A2AR

AAGCAATGGGCTGTTTCTTG

(atag)13+
(agac)7

172 60 1,5 R A

IFNGR2/IFNAR
1A4AFABiotin

TCCATATGCCATGAGTGTGG

IFNGR2/IFNAR
1A4AR

ACACATGGCACACATGTCCT
(aaag)16 208 60 2 R A

CXCR2ABESAFA
Biotin

AGACCCCTTTCCCAGCTCT

CXCR2ABESAR GCTTCTAGGGGTGATGTGCT
(ca)23 160 60 1,6 R DMSO

IL23RA1AFABiotin CAACCCAGCCAAAGGTAAAG
IL23RA1AR CCTCGGCAAACCTAACACTC

(aaac)6 195 65 6,6 F Betain

IL23RA3bAFA
Biotin

CTGCCATCAAGTGGTAGAAGG

IL23RA3bAR TTGAGGGGATACAGAGAGGAAA
(ac)13 200 65 6,6 R Betain

IL18R1A6AFA
Biotin

CAGGGTGGGATATGCTGAGA

IL18R1A6AR CCAACCCGTAAGTGAAAATCA
(tg)14 152 60 3,3 F A

CD40A3AFABiotin GGGAGACAAAAAGGCACAAA
CD40A3AR CCACGGAGTTAAGAAGTGGAG

(ac)19 167 60 3,3 R Betain

TNFRSF11BA3A
FABiotin

TGAAGCCATCAGCTAGTCTCAA

TNFRSF11BA3A
R

GGTCTGACCTTTTCAAACACA
(ac)21 171 60 3,3 R A

TNFRSF12AA
6nAFABiotin

CACATGGCACTCAAAGTGGT

TNFRSF12AA
6nAR

CTTGAGTAGTGGGAGGCAAA
(ca)19 168 60 3,3 F A

PIG TNFAA CTGGTCAGCCACCAAGATTT
PIG TNFABA
Biotin

GGGGAAATGAGAAGTGTGGA
(ctg)20 196 60 3,3 B A

PIG NRAMP1AA AAGCAGTGCTCTCAACCTTTTC
PIG NRAMP1A
BABiotin

CGATCCAGTCACCTCTAGGC
(ca)20 158 60 3,3 A A

Pg.: Produktgröße auf Basis der Referenzsequenz
AT: Verwendete Annealingtemperatur
Ü: Gibt an, welcher Primer im 5Afach Überschuss eingesetzt wurde
F bzw. A: Forward Primer
R bzw. B: Reverse Primer
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Tabelle 18: Übersicht über alle nicht als Marker etablierbaren Mikrosatellitenmotive

Primername
Sequenz
5‘ → 3‘

Motiv
Pg.
[bp]

Ausschlusskriterium

Tyk2ABiotinAF CAGTCCAGCATCTCAGCAG
Tyk2AR GGTGTCCAGACCCTTTGTT

(ca)15 160 Nicht auswertbar

Tyk2A1AFABiotin CTCGGATCCCAAGTCACTGT
Tyk2A1AR GTGCCAGCATACCATTACCC

(taaa)9 200
Gleiches Muster wie

Tyk2A2
Tyk2A3AFABiotin ATTGAACCCGCAACCTCAT
Tyk2A3AR GATCCTGTGTTGCTGTGGTG

(tat)10 198 Nicht auswertbar

CD14A2AFABiotin GGGGAAAAGGGAATTTTGAA
CD14A2ARA AGGAAAAGGGTGGAGGAAAC

(aagg)17 200 Nicht auswertbar

CD14A3AFABiotin TGGGGATTATGTGCCCTCTA
CD14A3ARA CCACTTTCGGCTTCTCAAAG

(tcgggc)5 191 Nicht informativ

CD14A4AFABiotin CGGTAGCTCAGGTTTGATCC
CD14A4ARA CAGCTCAGATTCGACCCCTA

(aaac)6 196 Nicht auswertbar

CD14A11AFA
Biotin

CAAAAGAAGGGAAGGGAGGA

CD14A11ARA AAGGATCCAGCGTTGTCACT
(tttg)6 173 Nicht informativ

CD14A12AFA
Biotin

TGCTATGGCTGTGGTGTAGG

CD14A12ARA CTTCCCTCACTCCCTCCTTC
(ga)8 152 Nicht auswertbar

CD95A1AFABiotin GCTGAGCCATGACAGGAACT
CD95A1AR CCTGAGATGGGATTTAGAAGGA

(cttt)35 198 Nicht auswertbar

CD95A2AFABiotin CAAGGCGATGATTCAAGGTT
CD95A2AR CTCAAACCCAGACCACAAGG

(ttcc)10 172 Nicht informativ

CD95A3AFABiotin TTCAGCCATGTGCCTCCTAT
CD95A3AR TCACGTGGAAGCAAAGAATG

(tg)33 189 Schlecht lesbar

CD95A4AFABiotin ACCATTGTGAAAAGGGTCCA
CD95A4AR TTGCTGTGGCTCTGGTGTAG

(ttatt)6 165 Schlecht lesbar

CD95A6AFABiotin ACCCTAGCAGCACATTCTGG
CD95A6AR GGATTTGCCAAAGAAATAGCA

(ca)13 164 Nicht informativ

BPIA1AFABiotin GGTCCATGTTGTTGCAAGTG
BPIA1AR ATTTCACACCCCTACCGACA

(gt)19 167 Schlecht lesbar

BPIA4AFABiotin CATGTGTGCGTTTTCGTTTC
BPIA4AR TTGTACCCCCACAACCTTTG

(gt)15 195 Schlecht lesbar

BPIA5AFABiotin TGGGTCTGACACAGATGAGAA
BPIA5AR CAAAACTATGGCTTGGATCTGA

(tttg)22 189 Nicht informativ

BPIA7AFABiotin TCCCTGAGTGGGAATAGGAA
BPIA7AR GGGAGGCAGGAGGAGTACAT

(ac)16 176 Schlecht lesbar

BPIA8AFABiotin TTTGACCATGAGAGCGTTTG
BPIA8AR TTTGCCCTAAAAAGCAAAAA

(ttcc)10 197 Nicht informativ

TFA2AFABiotin GGGTCACGGCTCTAACAGAT
TFA2AR ACCAACCAGCCAAGAGTGAC

(tg)13 181 Nicht informativ

TFR1A2AFABiotin GGGCTTTCTATCCTGTTCCA
TFR1A2AR CCTAGCTTGGGAACCTCCAT

(ttta)6 163 Nicht auswertbar

TFR1A3AFABiotin GGCTACAGCTCCGATTCAAC
TFR1A3AR AACCCACGTCCTCATGGATA

(caa)11 177 Nicht auswertbar

TFR1A4AFABiotin AGCCAAGACATGGAAGCAAC
TFR1A4AR CAAATGGCATTATTTCATTCCT

(ac)20 150 Nicht auswertbar

TFR1A6AFABiotin ACCTGCACCTCCACAGCTAC
TFR1A6AR CTAGCCTGGGAACCTCCATA

(ttta)7 176 Nicht auswertbar

TFR1A12AFA
Biotin

GTTTGGGACGGAAATGCTAT

TFR1A12AR TTCCTCAAAATGCCTAGGACTC
(taaa)4 178 Nicht informativ



Anhang                                                                                                                      158

Primername
Sequenz
5‘ → 3‘

Motiv
Pg.
[bp]

Ausschlusskriterium

TFR2A2aAFA
Biotin

AGCTCCGATTTGACCCCTA

TFR2A2aAR GTCCTTCATGATCCCTGAGC
(acaa)7 163 Schlecht lesbar

TFR2A2bAFA
Biotin

CTTGGGTCAGGGCTATGGT

TFR2A2bAR AAAAGAATGTAAGGCACCTCCA
(at)12 174 Schlecht lesbar

TFR2A3AFABiotin CCTGAGAAGCGAAGAAGCAT
TFR2A3AR CCAGGTCTGTGGGCTATTTT

(ac)25 160 Nicht auswertbar

pBD1A1AFABiotin TGGATTGCTTTTCACTGCAT
pBD1A1AR GGCTACAGCTCCGATTCAAC

(ttg)12 160 Nicht informativ

pBD1A3aAFA
Biotin

TGAAGTCTGGGAGCCTGATT

pBD1A3aAR GGCTACAGCTCCGATTCAAC
(ttg)9 164 Nicht auswertbar

pBD1A3bAFA
Biotin

AGCATGGTAAGGCATGATGA

pBD1A3bAR TTTTGCTAAGAGAGTAGATTTCAG
G

(tg)20 175 Schlecht lesbar

pBD1A5aAFA
Biotin

GTGGCATGGGTTTGATCC

pBD1A5aAR TTTCTTCCTTCCGTCCTTCC

(ga)6+
(gagg)7

175 Schlecht lesbar

pBD1A5bAFA
Biotin

CATTTTCTGGGTGAAGGAATG

pBD1A5bAR TTTGCAGGCTTGTTTTCACA

(gt)15+
(ga)10

155 Schlecht lesbar

PR39A2AFABiotin CCTCACCCATCTCTGTGGTT
PR39A2AR CAACTTCCTCCAGGCTTCAG

(ca)23 153 Schlecht lesbar

PR39A2bAFA
Biotin

CCACAACCAGAACTCCAAGC

PR39A2bAR CGAGTCTCTGGGGTTGTCAT
(aagg)5 170 Nicht informativ

PR39A4AFABiotin CCTTTTCAAACTCCCTGCTG
PR39A4AR TGTCTTCCCACTTCCTGACC

(ca)23 174 Schlecht lesbar

PR39A6AFABiotin CCAGTGGCAACTCCAAGAAT
PR39A6AR TCGTGGTTCCTAGTCGGATT

(aata)6 164 Nicht informativ

PR39A7AFABiotin AAGGGTCCCTAAACCTTAGTGC
PR39A7AR ACAGGGATGGGAGCAAGATT

(tatg)7 169 Nicht informativ

PR39A8AFABiotin TCCCAGGCTAGGGGTCTAGT
PR39A8AR GATCCCTGGCCTCACTCAG

(cagcca)6 167 Nicht informativ

TLR1/6/10A2AFA
Biotin

GAGCTGAGCTGCTGATTGTG

TLR1/6/10A2AR CCCTGCTCATCATTTTTGGT
(aaac)6 203 Nicht informativ

TLR1/6/10A4AFA
Biotin

ATGGGAGGATGTGAGAGCAG

TLR1/6/10A4AR TCCTTTCCCAGTGTTTTTGTG
(ca)16 142 Schlecht lesbar

TLR2A1bAFA
Biotin

TGGGACCTGCTGTGAAATG

TLR2A1bAR AGCCACCAGTGACTCGAACT
(ca)42 157 Nicht auswertbar

TLR2A2AFABiotin ATGACTGTGGGTAGGCTGGA
TLR2A2AR AGGGCCACATTTCATAGCAA

(caaa)9 164 Nicht auswertbar

TLR2A3AFABiotin ATCTTGAGTCTTGGCTGGAGTT
TLR2A3AR AGAAAGCATCACTCCCCAAA

(ttct)11 150 Schlecht lesbar

TLR2A4AFABiotin TGGTATTTGCTCCCTCAAGAA
TLR2A4AR GGCAGCTGTGGCTGTGAT

(tctt)19 +
(cctt)4

171 Nicht auswertbar

TLR3A3AFABiotin GTTGAACCTGTCGGAGCTGT
TLR3A3AR CCTCCATATGCTGTGGGAGT

(ttg)9 170 Nicht informativ
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Primername
Sequenz
5‘ → 3‘

Motiv
Pg.
[bp]

Ausschlusskriterium

TLR4A10AFA
Biotin

GAAAAACCACAGCTGTTTCCA

TLR4A10AR GGGGATGTGATGGGTAATGT
(gt)21 176 Schlecht lesbar

TLR7/8ABESAFA
Biotin

TAGCTCAATCGGCAATCAAG

TLR7/8ABESAR GACGTCCTGGTCTCCAAAAA
(ca)20 166 Nicht informativ

TLR7/8A1AFA
Biotin

ACCAGGGAACTCCAACAAAT

TLR7/8A1AR GACACTCTCTGGTTCCTGGTG
(aaag)17 177 Schwer lesbar

TLR9A2AFABiotin CCATGAGTGAGGCCCTAAAA
TLR9A2AR CGCAGATGTGGCTTCAGAT

(tttct)10 190 Nicht informativ

TLR9A4AFABiotin GGTGTGGCCCTAAAAAGACA
TLR9A4AR CGGCAGCTACAGCTCTGATT

(aaaag)5 165 Nicht informativ

SARM1A1AFA
Biotin

ACAGGCCCATATGAGAGCAC

SARM1A1AR AAGAGGGGAATAGGGCTCAA
(gt)21 158 Schwer lesbar

SARM1A2AFA
Biotin

CCAGCTGGATTAAAGATCTAACA

SARM1A2AR TTGACCTGTAGCCTGGGAAC
(at)21 153 Nicht informativ

SARM1A3AFA
Biotin

TGAACACCGTGCAAAGAATC

SARM1A3AR TAGGCCAGTGGCTACAGCTC
(ttta)6 161 Schwer lesbar

SARM1A4AFA
Biotin

ATGGGAACCTGATCAGTGGA

SARM1A4AR AGGCCAGGAATGGTGTTTCT
(ag)15 159 Schwer lesbar

SARM1A5AFA
Biotin

GGTGGCTACAGCTCCGACTA

SARM1A5AR AGAGAAGGCTGGTGGACTCA
(aacaa)6 200 Nicht informativ

SARM1A6AFA
Biotin

ATCCCAGTGCATGGTCAAGT

SARM1A6AR TTATCCAGGAAAGGGGGACT
(tatc)7 167 Nicht informativ

TNFRSF1B/8A2A
FABiotin

GTCACTGGGCTTGGAGAGAA

TNFRSF1B/8A2A
R

AACCTTGACACCAGCCTGAC
(tc)25 191 Schwer lesbar

TNFRSF1B/8A3A
FABiotin

GGACATTTCACTGCACCGTA

TNFRSF1B/8A3A
R

TGGTCTGGGAACTGAAATCC
(ttta)6 163 Nicht informativ

IFNGR1A4AFA
Biotin

TCCTTGAGTGTGTATGTGTGTTTG

IFNGR1A4AR TGGTATGAGAAAATTACCGGTGT
(tg)13 156 Schwer lesbar

IFNGR2/IFNAR
1A1AFABiotin

GGGAACCTTCATATGCCTCA

IFNGR2/IFNAR
1A1AR

GGGTGGGGGAAAAATGTAAT
(tagaa)9 208 Schlecht lesbar

IFNGR2/IFNAR
1A3AFABiotin

TCTTTTCAGGGATGGCTGTT

IFNGR2/IFNAR
1A3AR

AATTCTGGTGGGGAGACAGA
(ca)15 171 Nicht informativ

IL23R/IL12Rb2A
2AFABiotin

CAGTCAAATGTTACACAACTTTCAA

IL23R/IL12Rb2A
2AR

CACTACAAATGGTAGGCCAAAA
(ttta)7 180 Nicht auswertbar
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Primername
Sequenz
5‘ → 3‘

Motiv
Pg.
[bp]

Ausschlusskriterium

IL23R/IL12Rb2A
3aAFABiotin

TTTGGATCCACTCATGTTGC

IL23R/IL12Rb2A
3aAR

CCAAGACATGGAAGCCATCTA

(tatc)8 +
(ca)7

184 Schwer lesbar

IL18R1A4AFA
Biotin

TGCTGTGGCTGTGGTATAGG

IL18R1A4AR CAAATGAAACGAAGGGGTCT
(aaat)7 158 Nicht auswertbar

TNFRSF4/18A1A
FABiotin

GGAAGCATGACCTTCTCAGC

TNFRSF4/18A1A
R

ACTCTGCCCAGGAGCATAAA
(cccct)5 158 Nicht auswertbar

TNFRSF4/18A2A
FABiotin

GCAGATGGGGCCCTAAAA

TNFRSF4/18A2A
R

CTAGCCTGGGAACCTCTGTG
(tttg)5 177 Nicht informativ

TNFRSF4/18A
6aAFABiotin

TTGCTGTGGCTTTGGTGTAG

TNFRSF4/18A
6aAR

TCCAATGCAATCCCTATCAA

(caa)5 +
(caaa)4

164 Nicht informativ

TNFRSF4/18A7A
FABiotin

TCAGCAGGTTAAGGGTCTGG

TNFRSF4/18A7A
R

CCCCACCTGTCAGAGTCTTC
(taaa)5 159 Nicht informativ

TNFRSF4/18A8A
FABiotin

CTAGCCTGGGAACCTCCATA

TNFRSF4/18A8A
R

AAGGCATCATACGATTTTTCTTTT

(caa)7 +
(ttaa)4

158 Nicht auswertbar

CD40A4AFABiotin GGAACAGGAGCAGGTGTGTT
CD40A4AR ACACTGCTAGGTGGCAAACC

(gt)22 159 Schwer lesbar

TNFRSF9ABESA
FABiotin

CCGTGTGTTCTCATTTCCTTC

TNFRSF9ABESA
R

CCCTCGAATCTCCACAAGAC
(gtt)10 168 Nicht informativ

TNFRSF9A1AFA
Biotin

CCCCCGACATGAATAGAAGA

TNFRSF9A1AR GGCCCAAGAAATAGCAACAA
(ttta)7 152 Nicht auswertbar

TNFRSF9A2AFA
Biotin

AAGGGTTTACTGTAGAGCACAGG

TNFRSF9A2AR TTTAAGTGTACAGCAAAGTGATTC
AG

(ta)14 178 Nicht auswertbar

TNFRSF9A3AFA
Biotin

CGACACATCAGAGGTTTCCA

TNFRSF9A3AR GGATGGGCAAAGGTTATTTTT
(gt)20 180 Schwer lesbar

TNFRSF9A4AFA
Biotin

CTGCACGTAGGTAAGCCACA

TNFRSF9A4AR CGCAACCTCATGGTTCCTA
(ac)14 159 Schwer lesbar

TNFRSF10AA1A
FABiotin

CCTCCTCCCTTCTCATCCTT

TNFRSF10AA1A
R

CCAGGAGGTGTGTCCATCTT

(tc)18 +
(ca)15

179 Schwer lesbar

TNFRSF10AA
4aAFABiotin

CATTAACCCACTGAGCAAGG

TNFRSF10AA
4aAR

CCCAAGACCAAGAAATAGCAA
(ttta)13 180 Nicht auswertbar
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Primername
Sequenz
5‘ → 3‘

Motiv
Pg.
[bp]

Ausschlusskriterium

TNFRSF10AA
4bAFABiotin

TTTTTGGTTGGATGGTCTCC

TNFRSF10AA
4bAR

GACCATCAGGCTGAAACACA
(gttt)6 164 Nicht informativ

TNFRSF10AA6A
FABiotin

TGCAGCAGAAAATATCACAGC

TNFRSF10AA6A
R

GGTGTGGATTTGATCCTTGG
(aaag)29 199 Nicht auswertbar

TNFRSF10AA9A
FABiotin

CTAGCCTGGGAACCTCCATA

TNFRSF10AA9A
R

TCATGCCAATACCACCGTCT
(ca)16 150 Schwer lesbar

TNFRSF10AA
10AFABiotin

TCCTCCCTTCTCATCCTCCT

TNFRSF10AA
10AR

ATTTTCAGACGCACACATGC

(tc)20 +
(ca)17

165 Nicht auswertbar

TNFRSF10AA
13AFABiotin

TCCTCACCTTTCAGACCTATTTTC

TNFRSF10AA
13AR

TGCAGGCAAACAGTTCATTT
(caaa)6 177 Schwer lesbar

TNFRSF11AA2A
FABiotin

TTCACTTCTCTTGCCCTTCG

TNFRSF11AA2A
R

TCCTTGGATGTGAAGAACGA
(ac)24 153 Nicht auswertbar

TNFRSF11AA3A
FABiotin

GCCCCTCATCATGTGGAAT

TNFRSF11AA3A
R

TCTAGAGAGGTTTTACCAAGTTAG
CA

(tg)22 169 Schwer lesbar

TNFRSF11AA
4aAFABiotin

AAGTTCATCCATGTTTCTGCAC

TNFRSF11AA
4aAR

CCATCAACAGATGAATGGATAAGA
(ac)14 172 Nicht informativ

TNFRSF11AA
4bAFABiotin

TTGTGTCAATTTCTGCTGTATGG

TNFRSF11AA
4bAR

AAATGTAAGCAATATGCTTCTAACA
GA

(ta)13 154 Nicht informativ

TNFRSF11AA5A
FABiotin

CCTTGACCTTCATTTGTTTGC

TNFRSF11AA5A
R

TGGGAACTTTCACATGTTGC
(at)13 172 Nicht informativ

TNFRSF11BA6A
FABiotin

TTTTGCATTTTAAACAGCATGG

TNFRSF11BA6A
R

GGAGAGGCGCAGACTACATT
(tgttt)5 187 Nicht informativ

TNFRSF12AA
1aAFABiotin

TCCTTGGATGTGAAGAACGA

TNFRSF12AA
1aAR

TTCACTTCTCTTGCCCTTCG
(ac)24 153 Schwer lesbar

Pg.: Produktgröße auf Basis der Referenzsequenz
F: Forward Primer
R: Reverse Primer



Anhang                                                                                                                      162

6.5 Probenherkunft

Tabelle 19: Detaillierte Informationen zu den Proben der Verbraucherstudie
Nr. Stadt Kaufdatum Kaufort Fleischart Zustand

1 Hannover 16.02.06 Rewe Linden Leber
Abgepackt, W.
Brandenburg

2 Hannover 16.02.06
Kaufhof am

Hauptbahnhof
Niere abgepackt

3 Kiel 21.03.06 Edeka Bauchfleisch Frischetheke
4 Kiel 21.03.06 Edeka Carbonade abgepackt
5 Neumünster 21.03.06 Penny Minutensteak abgepackt
6 Neumünster 21.03.06 Penny Kotelett abgepackt

7 Neumünster 21.03.06
Schlachter
Brinkhoff

Leber frisch

8 Neumünster 21.03.06
Schlachter
Brinkhoff

Niere frisch

9 Pinneberg 21.03.06
Feinkost Meier
im SparAMarkt

Leber Frischetheke

10 Hamburg Hbf 21.03.06 Rewe Leber
Abgepackt, W.
Brandenburg

11 Hamburg Hbf 21.03.06 Rewe Bauchfleisch
Abgepackt, W.
Brandenburg

12 Hamburg Harburg 21.03.06 Marktkauf Leber
Abgepackt,

“Landfleisch”

13 Hamburg Harburg 21.03.06 Marktkauf Niere
Abgepackt,

“Landfleisch”

14 Berlin Zoo 23.03.06 Wertheim Bauchfleisch
Abgepackt, W.
Brandenburg

15 Berlin Ostbahnhof 23.03.06 MiniMal Leber
Abgepackt, W.
Brandenburg

16 Berlin Ostbahnhof 23.03.06 Lidl Bauchfleisch
Abgepackt,

“Oldenländer”

17 Berlin Ostbahnhof 23.03.06
Fleischerei

Naesert
Leber frisch

18 Dresden Hbf 23.03.06
Fleischerei
Täubrich

Kotelett Frisch

19 Dresden Hbf 23.03.06 Netto Leber Frischetheke
Nr. Stadt Datum Kaufort Fleischart Zustand

20 Dresden Hbf 23.03.06
Fleischerei
Täubrich II

Leber Frisch

21 Dresden Hbf 23.03.06 Aldi
SchweineA

Nackensteak
Abgepackt,

“Bauernglück”

22 Leipzig 23.03.06
Schlachter

Sogut
Leber frisch

23 Leipzig 23.03.06
Schlachter

Sogut
Zunge, gepökelt frisch

24 Leipzig 23.03.06
Schlachter im

Bahnhof
Leber Frisch

25 Leipzig 23.03.06 MiniMal Bauchfleisch
Abgepackt, W.
Brandenburg

26 Halle 23.03.06 Rewe Nahkauf Leber
Abgepackt, W.
Brandenburg

27 Jena 24.03.06 ? Leber frisch
28 Jena 24.03.06 ? Niere frisch
Nr. Stadt Datum Kaufort Fleischart Zustand

29 Jena 24.03.06 ? Minutensteaks
Abgepackt, “Gut

& Günstig”
30 Jena 24.03.06 ? Leber frisch
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Nr. Stadt Kaufdatum Kaufort Fleischart Zustand

31 Stuttgart 28.03.06
Edeka

(im Karstadt)
Kotelett Frischetheke

32 Stuttgart 28.03.06
Edeka

(im Kaufhof)
Leber Frischetheke

33 Stuttgart 28.03.06
Edeka

(im Kaufhof)
Niere Frischetheke

34 Heidelberg 28.03.06 Kaufland Leber
abgepackt (aus

Neckarsulm)

35 Heidelberg 28.03.06 Kaufland Niere
abgepackt (aus

Neckarsulm)

36 Darmstadt 28.03.06
Schlachter

Lach
Leber frisch

37 Koblenz 30.03.06
Fleischer
Rastinger

(im Edeka)
Leber Frischetheke

38 Koblenz 30.03.06
Fleischer
Rastinger

(im Edeka)
Niere Frischetheke

39 Koblenz 30.03.06 Lidl Minutensteak
abgepackt,

“Oldenländer”
40 Bonn 30.03.06 Kaufhof Leber abgepackt
41 Bonn 30.03.06 Kaufhof Niere abgepackt

42 Bonn 30.03.06
Schlachter
Casserole

Bauchfleisch frisch

43 Düsseldorf 30.03.06 Plus Minutensteak abgepackt

44 Düsseldorf 30.03.06
Fleischer
Schlosser

Leber frisch

45 Dortmund 30.03.06
Aldi

(im Kaufhof)
Minutensteak abgepackt

46 Magdeburg 31.03.06
Schlachter
Altmärker

Leber frisch

47 Magdeburg 31.03.06 Kaufland Leber
abgepackt,
“Purland”

48 Gelsenkirchen 04.04.06 Kaufpark Leber abgepackt
49 Gelsenkirchen 04.04.06 Kaufpark Bauchfleisch abgepackt
50 Gelsenkirchen 04.04.06 Kaufpark Leber Frischetheke

51 Gelsenkirchen 04.04.06
Schlachter

Ridderskamp &
Hahn

Leber frisch

Nr. Stadt Datum Kaufort Fleischart Zustand

52 Recklinghausen 04.04.06 Aldi Minutensteak
abgepackt,

“Bauernglück”

53 Münster 04.04.06
Schlachter
Casserole

(im Kaufhof)
Kotelett frisch

54 Rheine 04.04.06 Lidl Bauchfleisch
Abgepackt,

“Oldenländer”

55 Osnabrück 04.04.06
Schlachter im

Allfrisch
(im Kaufhof)

Leber Frischetheke

56 Osnabrück 04.04.06
Schlachter im
Allfrisch (im

Kaufhof)
Bauchfleisch Frischetheke

Nr. Stadt Datum Kaufort Fleischart Zustand

57 Osnabrück 04.04.06
Schlachter im

Allfrisch
(im Kaufhof)

Minutensteak
abgepackt, “Gut

& Günstig”

58 Wadenburg 15.04.06
Schlachter

im CombiAMarkt
Bauchfleisch Frischetheke
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Nr. Stadt Kaufdatum Kaufort Fleischart Zustand

59 Rostock 15.04.06
Schlachter
Kaschau

Bauchfleisch frisch

60 Rostock 15.04.06 Sky Leber abgepackt
61 Rostock 15.04.06 Plus Minutensteak abgepackt
62 Essen 29.04.06 Edeka Leber abgepackt

63 Bremen 27.05.06
Schlachter

Willers
Leber frisch

64 Pilsting (Bayern) 09.06
Metzger
Pollinger

Leber frisch

65 Bayern 09.06
Großmetzgerei

Donauland
Leber frisch

66 Würzburg 20.09.06 lokale Kette Leber abgepackt
67 Saarbrücken 01.07 ? Leber frisch
68 Fulda 08.11.06 ? Leber frisch
69 Fulda 08.11.06 ? Leber frisch

Herkunftsorte des abgepackten Fleisches:

1. W. Brandenburg: Wilhelm Brandenburg GmbH & Co. OHG, 60386 Frankfurt
2. Oldenländer: Fleischwaren GmbH & Co. KG, 33378 Rheda
3. Bauernglück: SBAFleisch & Convenience GmbH, 33378 RhedaAWiedenbrück
4. Gut & Günstig (Jena): Schiller Fleisch GmbH, 95030 Hof / Saale
5. Kaufland: Kaufland Fleischwaren SB GmbH & Co. KG, Rötelstr. 35, 74172 Neckarsulm

Tabelle 20: Detaillierte Informationen zu den Wildschweinproben
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

DNA aus Tonsillen von Frischlingen

12
13
14
15
16

DNA aus Tonsillen von Bachen

Zur Verfügung gestellt von Herrn
Prof. T. Leeb; genaue Herkunft

und Verwandschaftsgrad
unbekannt

17 Bache; geschossen am 14.11.05 in Nienburg
18 Eber; geschossen am 16.11.05 in Nienburg

19
Geschlecht unbekannt; geschossen am 15.12.05 in

Nienburg

20
Geschlecht unbekannt; geschossen am 19.12.05 in

Nienburg

Zur Verfügung gestellt von Herrn
Dr. L. Wiehlmann; unverwandte

Tiere
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Tabelle 21: Detaillierte Informationen zu den Mangalitzaproben
1
2
3
4
5
6

GeschwisterAFerkel
Privat organisierte Proben; zur

Verfügung gestellt von Herrn G.
Naschitzki aus Rödinghausen

7
8
9

GeschwisterASauen
Privat organisierte Proben; zur
Verfügung gestellt von Familie

Häsker aus Worpswede
10 Eber

11 Sau

Privat organisierte Proben; zur
Verfügung gestellt von Familie

Veen aus Osterode
12
13
14
15
16

GeschwisterAFerkel
Privat organisierte Proben; zur

Verfügung gestellt vom Hof
Johannis Hag in Osterode
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6.6 Allelfrequenzen

6.6.1 Rohdaten zur PIC�Wertberechnung für alle Marker

Der folgenden Tabelle sind die Rohdaten zur PICAWertberechnung auf Basis der

Allelfrequenzen in der Kontrollkohorte für alle 36 etablierten Marker zu entnehmen.

Tabelle 22: Rohdaten zur PICAWertberechnung für alle 36 Marker
Gen /

Markername
Summe

Beobachtete
Allele

10 12 13 18 4

Anzahl 44 11 48 1 104
Frequenz [%] 42,3 10,6 46,2 0,96 100

TNFRSF1A
MS 1

PICAWert 0,51 A

Beobachtete
Allele

10 11 12 3

Anzahl 52 1 51 104
Frequenz [%] 50 0,96 49 100

Tyk2 MS 2

PICAWert 0,39 A

Beobachtete
Allele

10 11 12 17 4

Anzahl 28 66 3 1 98
Frequenz [%] 28,6 67,3 12,2 5,9 100

Tyk2 MS 4

PICAWert 0,35 A

Beobachtete
Allele

10 17 18 3

Anzahl 10 7 81 98
Frequenz [%] 10,2 7,14 82,65 100

CD14 MS 1

PICAWert 0,28 A

Beobachtete
Allele*

10 11 12 13 14 15 15,5 16 17 17,5 10

Anzahl 10 1 3 2 13 24 2 24 11 4
Frequenz [%] 10,6 1,1 3,2 2,1 13,8 25,5 2,1 25,5 11,7 4,3 100

CD14 MS 10

PICAWert 0,80 A
*teilweise unterbrochene Motive aufgrund von Leserasterverschiebungen

Beobachtete
Allele*

10 11 18,5 19 19,5 20 20,5 21 22 22,5 23 23,5 26 12

Anzahl 13 26 6 6 2 3 3 6 6 5 7 1 4 88
Frequenz [%] 14,8 29,5 6,8 6,8 2,3 3,4 3,4 6,8 6,8 5,7 8 1,1 4,5 100

CD95 MS 5

PICAWert 0,85 A
*teilweise unterbrochene Motive aufgrund von Leserasterverschiebungen
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Gen /
Markername

Summe

Beobachtete
Allele

11 13 14 16 22 23 6

Anzahl 9 2 2 54 2 35 104
Frequenz [%] 8,7 1,9 1,9 51,9 1,9 33,7 100

CD95 MS 7

PICAWert 0,54 A

Beobachtete
Allele

10 11 17 19 4

Anzahl 50 16 2 2 70
Frequenz [%] 71,4 22,9 2,9 2,9 100

BPI MS 2

PICAWert 0,38 A

Beobachtete
Allele

10 30 31 33 40 41 52 53 54 56 10

Anzahl 3 5 70 5 5 2 4 1 4 1 100
Frequenz [%] 3 5 70 5 5 2 4 1 4 1 100

BPI MS 3

PICAWert 0,49 A

Beobachtete
Allele

10 11 11A1 3

Anzahl 10 86 8 104
Frequenz [%] 9,6 82,7 7,7 100

BPI MS 6

PICAWert 0,28 A

Beobachtete
Allele

10 11 13 14 15 16 17 7

Anzahl 28 19 14 5 16 18 2 102
Frequenz [%] 27,5 18,6 13,7 4,9 15,7 17,6 1,9 100

TF MS 1

PICAWert 0,79 A

Beobachtete
Allele

10 11 2

Anzahl 34 52 86
Frequenz [%] 39,5 60,5 100

TFR1 MS 9

PICAWert 0,36 A

Beobachtete
Allele

10 16 17 18 19 20 21 22 26 9

Anzahl 12 14 17 4 7 1 16 27 4 102
Frequenz [%] 11,8 13,7 16,7 3,9 6,9 1 15,7 26,5 3,9 100

TFR2 MS 1

PICAWert 0,82 A

Beobachtete
Allele

10 11 12 3

Anzahl 86 7 9 102
Frequenz [%] 84,3 6,9 8,8 100

pBDA1 MS 4

PICAWert 0,26 A

Beobachtete
Allele

14 15 16 17 19 20 21 22 23 24 10

Anzahl 1 31 17 4 9 21 8 1 3 1 96
Frequenz [%] 1,0 32,3 17,7 4,2 9,4 21,9 8,3 1,0 3,1 1,0 100

PRA39 MS 1

PICAWert 0,77 A
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Gen /
Markername

Summe

Beobachtete
Allele

10 11 14 3

Anzahl 50 2 48 100
Frequenz [%] 50 2 48 100

TLR1/6/10
MS 1

PICAWert 0,40 A

Beobachtete
Allele

9 11 13 14 15 17 18 20 21 25 27 28 29 30 32 15

Anzahl 1 10 20 1 37 2 7 2 9 3 5 2 1 2 2 104
Frequenz [%] 1 9,6 19 1 35 1,9 6,7 1,9 8,7 2,9 4,8 1,9 1 1,9 1,9 100

TLR1/6/10
MS 3

PICAWert 0,79 A

Beobachtete
Allele

10 11 12 3

Anzahl 2 98 4 104
Frequenz [%] 1,9 94 3,8 100

TLR2 MS 1

PICAWert 0,11 A

Beobachtete
Allele

6 10 11 14 4

Anzahl 1 64 32 1 98
Frequenz [%] 1,0 65,3 32,7 1,0 100

TLR2 MS 5

PICAWert 0,38 A

Beobachtete
Allele*

10 16 17 18 18,5 19 20 7

Anzahl 20 1 9 24 2 20 6 82
Frequenz [%] 24,4 1,2 10,9 29,4 2,4 24,4 7,4 100

TLR3 MS 1

PICAWert 0,74 A
*teilweise unterbrochene Motive aufgrund von Leserasterverschiebungen

Beobachtete
Allele*

10,5 13 15 16 17 18 19 20 8

Anzahl 1 2 5 19 12 10 13 2 64
Frequenz [%] 1,6 3,1 7,8 29,7 18,8 15,6 20,3 3,1 100

TLR4 MS 1

PICAWert 0,78 A
*teilweise unterbrochene Motive aufgrund von Leserasterverschiebungen

Beobachtete
Allele

14 17 20 24 27 30 6

Anzahl 13 9 30 9 14 27 102
Frequenz [%] 13 9 28 8 14 28 100

TLR7/8 MS 2

PICAWert 0,76 A

Beobachtete
Allele

9 10 11 11+1 12 13 14 7

Anzahl 5 16 34 4 4 6 5 74
Frequenz [%] 6,8 21,6 45,9 5,4 5,4 8,1 6,8 100

TLR9 MS 1

PICAWert 0,69 A
*teilweise unterbrochene Motive aufgrund von Leserasterverschiebungen

Beobachtete
Allele

10 11 12 18 4

Anzahl 22 65 14 3 104
Frequenz [%] 21,1 62,5 13,5 2,9 100

TNFRSF1B/8
MS 1

PICAWert 0,49 A
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Gen /
Markername

Summe

Beobachtete
Allele

10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 10

Anzahl 4 1 5 7 36 5 2 27 1 8 96
Frequenz [%] 4,2 1,0 5,2 7,3 37,5 5,2 2,1 28,1 1,0 8,3 100

IFNGR1 MS 3

PICAWert 0,73 A

Beobachtete
Allele

9 13 14 15 16 17 6

Anzahl 32 31 9 9 3 14 98
Frequenz [%] 32,7 31,6 9,2 9,2 3,1 14,3 100

IFNAR1/
IFNGR2 MS 2

PICAWert 0,72 A

Beobachtete
Allele

10 11 14 16 4

Anzahl 78 6 10 8 102
Frequenz [%] 76,5 5,9 9,8 7,8 100

IFNAR1/
IFNGR2 MS 4

PICAWert 0,37 A

Beobachtete
Allele

10 11 15 16 17 18 22 23 24 32 10

Anzahl 54 5 3 3 8 11 3 1 1 1 90
Frequenz [%] 60 5,5 3,3 3,3 8,8 12,2 3,3 1,1 1,1 1,1 100

CXCR2 MS 1

PICAWert 0,59 A

Beobachtete
Allele

10 11 12 13 14 5

Anzahl 32 5 1 40 10 88
Frequenz [%] 36,4 5,7 1,1 45,5 11,4 100

IL12RB2/
IL23R MS 1

PICAWert 0,58 A

Beobachtete
Allele

11 12 13 15 18 19 6

Anzahl 21 11 9 2 4 43 90
Frequenz [%] 23,3 12,2 10 2,2 4,4 47,7 100

IL12RB2/
IL23R MS 3b

PICAWert 0,65 A

Beobachtete
Allele

10 11 12 21 23 25 32 7

Anzahl 22 4 67 2 3 2 6 106
Frequenz [%] 20,8 3,8 63,2 1,9 2,8 1,9 5,7 100

IL18R1 MS 6

PICAWert 0,51 A

Beobachtete
Allele

10 13 15 19 21 22 24 33 36 9

Anzahl 11 1 13 44 7 1 7 16 4 104
Frequenz [%] 10,6 0,96 12,5 42,3 6,7 0,96 6,7 15,4 3,8 100

CD40 MS 3

PICAWert 0,74 A

Beobachtete
Allele

10 11 19 21 22 28 29 30 31 32 10

Anzahl 52 12 5 1 3 4 1 4 8 8 98
Frequenz [%] 53,1 12,2 5,1 1 3,1 4,1 1 4,1 8,2 8,2 100

TNFRSF11B
MS 3

PICAWert 0,66 A
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Gen /
Markername

Summe

Beobachtete
Allele

10 20 21 22 23 26 6

Anzahl 11 6 59 23 2 1 102
Frequenz [%] 10,8 5,9 57,8 22,5 1,96 0,98 100

TNFRSF12A
MS 6n

PICAWert 0,55 A

Beobachtete
Allele

9 10 11 12 13 14 16 17 18 19 23 11

Anzahl 2 21 19 7 5 1 1 9 8 25 2 100
Frequenz [%] 2 21 19 7 5 1 1 9 8 25 2 100

TNF α/β MS 1

PICAWert 0,81 A

Beobachtete
Allele

11 12 16 3

Anzahl 70 30 2 102
Frequenz [%] 68,6 29,4 1,96 100

NRAMP1
MS 1

PICAWert 0,36 A

6.7  Allelverteilungen in den Kohorten

Die folgenden zwei Tabellen 23 und 24 enthalten die Rohdaten zu den

Allelverteilungen der 12 Marker, die für die Genotypisierungen aller Kohorten

verwendet wurden. Zu jedem Marker sind die aufgetretenen Allele mit den

zugehörigen Beobachtungszahlen in der jeweiligen Kohorte angegeben.
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6.8 p�Werte

Der folgenden Tabelle sind die pAWerte aus den Algorithmen T2, T3 und T4 der

ClumpASoftware als ergänzende Information zu Kapitel 3.3.5.5 zu entnehmen.

Tabelle 25: pAWerte aus den Algorithmen T2, T3 und T4
Gen / Markername Vergleich pAWert aus T2 pAWert aus T3 pAWert aus T4

VS – WS 0,010690 0,010530 0,010530
VS – L 0,121749 0,123209 0,123209

VS – SH 0,164978 0,162838 0,162838
VS – Herd. 0,238178 0,239018 0,239018

VS – Pt. A A A
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,00001

Tyk2
MS 2

VS – DL 1,00000 1,00000 1,00000
VS – WS 0,00001 0,00001 0,00001
VS – L 0,009800 0,600844 0,000370

VS – SH 0,00001 0,00001 0,00001
VS – Herd. 0,00001 0,000250 0,00001

VS – Pt. 0,00001 0,00001 0,00001
VS – Hp. 0,00004 0,137389 0,00006

CD95
MS 5

VS – DL 0,00001 0,00001 0,00031
VS – WS 0,00001 0,002750 0,00001
VS – L 0,105659 0,018580 0,002530

VS – SH 0,002180 0,039000 0,002670
VS – Herd. 0,000080 0,000020 0,000280

VS – Pt. 0,045210 0,128239 0,054239
VS – Hp. 0,00002 0,008550 0,00009

Transferrin
MS 1

VS – DL 0,002370 0,00089 0,00058
VS – WS 0,00001 0,00001 0,00001
VS – L 0,919191 0,959820 0,364106

VS – SH 0,010050 0,017050 0,017530
VS – Herd. 0,000050 0,000850 0,000500

VS – Pt. 0,003420 0,00482 0,01489
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,0001

TFR2
MS 1

VS – DL 0,0003 0,00043 0,02558
VS – WS 0,00001 0,000340 0,00001
VS – L 0,053089 0,080909 0,359256

VS – SH 0,000140 0,000160 0,001870
VS – Herd. 0,00001 0,000030 0,00001

VS – Pt. 0,00255 0,00192 0,00359
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,00001

TLR4
MS 1

VS – DL 0,00296 0,013710 0,01079
VS – WS 0,000060 0,350786 0,00001
VS – L 0,000160 0,071119 0,003160

VS – SH 0,000430 0,000570 0,000020
VS – Herd. 0,00001 0,000020 0,000060

VS – Pt. 0,147459 0,335717 0,222998
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,00001

IFNGR1
MS 3

VS – DL 0,00038 0,00982 0,01469
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Tabelle 25: pAWerte aus den Algorithmen T2, T3 und T4 (Fortsetzung)
Gen / Markername Vergleich pAWert aus T2 pAWert aus T3 pAWert aus T4

VS A WS 0,000040 0,000710 0,00001
VS A L 0,027670 0,034800 0,000750

VS A SH 0,00001 0,00001 0,00001
VS – Herd. 0,00001 0,000020 0,000160

VS – Pt. 0,225788 0,132589 0,106609
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,00001

IFNAR1 / IFNGR2
MS 2

VS A DL 0,01615 0,410366 0,00033
VS A WS 0,00001 0,000860 0,00001
VS A L 0,001190 0,001090 0,00002

VS A SH 0,032140 0,068659 0,038430
VS – Herd. 0,000250 0,004210 0,000850

VS – Pt. 0,00153 0,069369 0,00454
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,00001

CXCR2
MS 1

VS A DL 0,279877 0,281867 0,008640
VS A WS 0,000020 0,722143 0,00001
VS A L 0,022380 0,022230 0,274857

VS A SH 0,845692 0,843002 0,001970
VS – Herd. 0,003080 0,000550 0,004340

VS – Pt. 0,183988 0,230238 0,544525
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,00001

TNFRSF11B
MS 3

VS A DL 0,817322 0,816762 0,020870
VS A WS 0,00001 0,000060 0,00001
VS A L 0,268667 0,145909 0,001070

VS A SH 0,433006 0,456235 0,109969
VS – Herd. 0,000490 0,016340 0,000580

VS – Pt. 0,002140 0,00148 0,008620
VS – Hp. 0,00011 0,00026 0,00239

TNFRSF12A
MS 6n

VS A DL 0,064269 0,095179 0,346937
VS A WS 0,085509 0,751312 0,00001
VS A L 0,000360 0,000350 0,002760

VS A SH 0,022590 0,031300 0,000180
VS – Herd. 0,000030 0,006240 0,000060

VS – Pt. 0,183018 0,371006 0,00972
VS – Hp. 0,00001 0,00001 0,00001

TNF α/β
MS 1

VS A DL 0,00122 0,01694 0,00169
VS A WS 0,00001 0,00001 0,00001
VS A L 0,094969 0,106159 0,415756

VS A SH 0,686893 0,814792 0,646454
VS – Herd. 0,492875 0,295287 0,352386

VS – Pt. 0,00345 0,005210 0,02411
VS – Hp. 0,347807 0,00017 0,0001

NRAMP1
MS 1

VS A DL 0,04812 0,069359 0,325027
VS: Verbraucherstudie
WS: Wildschwein
L: Leicoma
SH: SchwäbischAHällische Schweine
Herd.: Herdlinientiere  der BHZP
Pt.: Pietrain (Eltern der Ferkel aus den Infektionsversuchen)
Hp.: Hampshire (Eltern der Ferkel aus den Infektionsversuchen)
DL: Deutsche Landrasse (Eltern der Ferkel aus den Infektionsversuchen)
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6.9  Infektionsversuche: Familienstruktur und Rankingwerte

Tabelle 26: Familienstrukturen und Rankingwerte der Tiere aus den Infektionsversuchen
Deutsche Landrasse

Familie FUGATOATier Interne Isolationsnummer Rankingwert Mittelwert
Mutter Sau 85 S 226 A
Vater 60129269 S 411 A
Ferkel

1
69 S 401 89,75

Ferkel
2

63 S 399 89,95

Ferkel
3

74 S 334 26,65

Ferkel
4

65 S 400 40,01

Ferkel
5

64  S 444 44,81

Ferkel
6

62  S 343 89,95

Ferkel
7

67  S 328 44,61

Ferkel
8

72 S 337 5,56

1

Ferkel
9

71 S 402 76,62

56,4

Mutter Sau 21 S 209 A
Vater 31223373 S 375 A
Ferkel

1
37 S 282 1,712

Ferkel
2

38 S 283 0,91

1,31

Mutter Sau 221 S 210 A
Vater 62096862 S 398 A
Ferkel

1
77 S 345 95,61

Ferkel
2

82 S 350 95,40

Ferkel
3

83 S 367 63,14

Ferkel
4

84 S 445 23,00

Ferkel
5

76 S 344 95,35

3

Ferkel
6

75 S 359 6,59

63,2

Mutter Sau 1298 S 212 A
Vater 61764775  S 383 A
Ferkel

1
33 S 280 2,704

Ferkel
2

32 S 279 0,76

1,73
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Familie FUGATOATier Interne Isolationsnummer Rankingwert Mittelwert
Mutter Sau  221 S 210 A
Vater 61764775 S 383 A
Ferkel

1
35 S 281 1,215

Ferkel
2

30 S 278 1,67

1,44

Mutter Sau 261 S 211 A
Vater 31222367 S 387 A
Ferkel

1
31 S 219 1,646

Ferkel
2

36 S 221 0,76

1,2

Mutter Sau 19 S 208 A
Vater 31223373 S 375 A
Ferkel

1
34 S 220 3,477

Ferkel
2

29 S 218 15,03

9,25

Mutter Sau 368 S 440 A
Vater 62277934 S 434 A
Ferkel

1
87 S 425 41,998

Ferkel
2

93 S 428 12,88

27,4

Mutter Sau 245 S 439 A
Vater 31304363 S 435 A
Ferkel

1
88 S 426 14,599

Ferkel
2

91 S  427 5,11

9,85

Mutter Sau 309 S 518 A
Vater 61975116 S 534 A
Ferkel

1
106 S 492 42,38

Ferkel
2

110 S 496 1,39
10

Ferkel
3

117 S 527 5,53

16,4

Mutter Sau 84 S 520 A
Vater 70922422 S 531 A
Ferkel

1
109 S 495 15,74

Ferkel
2

113 S 523 15,83
11

Ferkel
3

116 S 526 38,43

23,3

Pietrain
Mutter Sau 745 S 517 A
Vater 62358585 S 529 A
Ferkel

1
118 S 528 81,1712

Ferkel
2

112 S 522 3,17

42,2
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Familie FUGATOATier Interne Isolationsnummer Rankingwert Mittelwert
Mutter Sau 722 S 355 A
Vater 9819566 S 433 A

13
Ferkel

1
57 S 320 46,14

46,14

Mutter Sau 720 S 356 A
Vater 9853037 S 369 A
Ferkel

1
53 S 317 37,9714

Ferkel
2

56 S 319 31,00

34,5

Mutter Sau 688 S 353 A
Vater 21406657 S 386 A15

15 Ferkel
1

52 S 307 28,41
28,41

Mutter Sau 450 S 441 A
Vater 61907283 S 430 A
Ferkel

1
94 S 451 29,6716

Ferkel
2

90 S 449 19,75

24,71

Mutter Sau 697 S 357 A
Vater 21406657 S 386 A

17
Ferkel

1
61 S 310 29,28

29,28

Mutter Sau 744 S 354 A
Vater 9793415 S 443 A

18
Ferkel

1
58 S 321 30,30

30,30

Mutter Sau 722 S 355 A
Vater 62358585 S 529 A
Ferkel

1
114 S 524 23,8319

Ferkel
2

111 S 521 2,92

13,4

Mutter Sau 645 fehlt A
Vater 21406657 S 386 A

20
Ferkel

1
54 S 308 20,02

20,02

Mutter Sau 572 S 358 A
Vater 9857749 S 431 A

21
Ferkel

1
59 S 309 23,40

23,40

Mutter Sau 448 S438 A
Vater 62337761 S 532 A
Ferkel

1
89 S 448 11,3622

Ferkel
2

86 S 447 11,27

11,3
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Familie FUGATOATier Interne Isolationsnummer Rankingwert Mittelwert
Mutter Sau 516 fehlt A
Vater 9901505 S 536 A
Ferkel

1
115 S 525 9,8923

Ferkel
2

107 S 493 1,42

5,7

Mutter Sau  497 fehlt A
Vater 9853037 S 369 A

24
Ferkel

1
60 S 322 13,88

13,88

Mutter Sau  721 fehlt A
Vater 9895087 S 436 A

25
Ferkel

1
55 S 318 7,42

7,42

Mutter Sau  511 S 519 A
Vater 9796624 S 537 A
Ferkel

1
108 S 494 3,6926

Ferkel
2

105 S 491 2,72

3,2

Mutter Sau 507 S 456 A
Vater 9796624 S 537 A
Ferkel

1
99 S 485 0,33

27

Ferkel
2

95 S 481 0,33

0,33

Mutter Sau 710 S 455 A
Vater 9930868 S 538 A
Ferkel

1
102 S 488 3,3328

Ferkel
2

96 S 482 0,17

1,75

Mutter Sau  456 S 437 A
Vater 21406152 S 432 A
Ferkel

1
92 S 450 4,5929

Ferkel
2

85 S 446 2,79

3,7

Hampshire
Mutter Sau 927 S 270/452 A
Vater 62246806 S 533 A
Ferkel

1
101 S 487 21,8930

Ferkel
2

98 S 484 0,50

11,2

Mutter Sau 803 S 351 A
Vater 62025770 S 390 A
Ferkel

1
78 S 346 17,1731

Ferkel
2

79 S 347 3,00

10,1

Mutter Sau 857 S 342 A
Vater 62088612 S 397 A
Ferkel

1
80 S 348 12,1732

Ferkel
2

81 S 349 1,50

6,8
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Familie FUGATOATier Interne Isolationsnummer Rankingwert Mittelwert
Mutter Sau 923 S 287 A
Vater 52000874 S 374 A
Ferkel

1
50 S 305 9,5633

Ferkel
2

51 S 306 2,06

5,8

Mutter Sau 981 S 340 A
Vater 61902995 S 442 A
Ferkel

1
70 S 333 10,1234

Ferkel
2

68 S 332 3,35

6,7

Mutter Sau 922 S 269 A
Vater 61912374 S 382 A
Ferkel

1
42 S 284 6,3335

Ferkel
2

43 S 285 1,33

3,8

Mutter Sau 961 S 254 A
Vater 52108966 S 379 A
Ferkel

1
45 S 301 4,8336

Ferkel
2

44 S 300 1,33

3,1

Mutter Sau 864 S 341 A
Vater 62089826 S 429 A

37
Ferkel

1
73 S 403 9,17

9,17

Mutter Sau 927 S 270/452 A
Vater 52000874 S 374 A
Ferkel

1
48 S 261 1,3338

Ferkel
2

49 S 304 1,39

1,4

Mutter Sau 904 S 255 A
Vater 52000874 S 374 A

39
Ferkel

1
47 S 303 1,00

1,00

Mutter Sau 805 S 453 A
Vater 62400775 S 535 A
Ferkel

1
103 S 489 0,5040

Ferkel
2

100 S 486 0,50

0,5

Mutter Sau 910 S 454 A
Vater 62333562 S 530 A

41
Ferkel

1
104 S 490 0,33

0,33

Large White
Mutter Sau 491 fehlt A
Vater 52261286 S 670 A
Ferkel

1
133 S 562 0,76

Ferkel
2

134 S 563 7,63
42

Ferkel
3

138 S 579 33,81

14,1
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Familie FUGATOATier Interne Isolationsnummer Rankingwert Mittelwert
Mutter Sau 416 S 678 A
Vater 52447083 S 671 A

43
Ferkel

1
137 S 578 0,91

0,91

Mutter Sau 508 S 641 A
Vater 52261286 S 670 A

44
Ferkel

1
139 S 580 0,32

0,32

Mutter Sau 505 S 638 A
Vater 52464476 S 669 A

45
Ferkel

1
144 S 585 0,91

0,91

Mutter Sau 412 S 640 A
Vater 52447083 S 671 A

46
Ferkel

1
140 S 581 0,91

0,91

Mutter Sau 514 S 634 A
Vater 52708104 S 673 A

47
Ferkel

1
142 S 583 0,91

0,91

Mutter Sau 418  fehlt A
Vater 52377033 S 668 A
Ferkel

1
135 S 564 3,9148

Ferkel
2

136 S 565 28,23

16,1

Mutter Sau 428 S 639 A
Vater 52299773 S 674 A

49
Ferkel

1
143 S 584 6,06

6,06

Mutter Sau 496 S 677 A
Vater 52261286 S 670 A

50
Ferkel

1
131 S 560 10,66

10,66

Mutter Sau 413 S 636 A
Vater 6879936 S 672 A

51
Ferkel

1
141 S 582 10,25

10,25

Mutter Sau 408  fehlt A
Vater 52377033 S 668 A
Ferkel

1
129 S 558 19,3452

Ferkel
2

132 S 561 37,24

28,3

Mutter Sau 420 S 676 A
Vater 52464476 S 669 A

53
Ferkel

1
130 S 559 27,45

27,45
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6.9.1 Tierauswahl für FAMHAP: Extreme Phänotypen

Die Tabelle 27 enthält detaillierte Informationen zu den Tieren aus den

Infektionsversuchen, die für den Vergleich kontrastierender Phänotypen ausgewählt

wurden (siehe 3.5.2.1).

Tabelle 27: Tierauswahl für FAMHAP: Extreme Phänotypen
Am mildesten erkranktes Ferkel pro Familie Am schwersten erkranktes Ferkel pro Familie

FUGATOA
Tier

Rasse
RankingA

wert
Korr.

Rangwert
FUGATOA

Tier
Rasse

RankingA
wert

Korr.
Rangwert

96 DL 0,17 1 139 LW 0,32 1
139 LW 0,32 2 99 Pt. 0,33 2,5
95 Pt. 0,33 3,5 104 Hp. 3,40 2,5

104 Hp. 0,33 3,5 103 Hp. 0,50 4
98 Hp. 0,50 5,5 137 LW 0,91 6,5

100 Hp. 0,50 5,5 140 LW 0,91 6,5
32 DL 0,76 8 142 LW 0,91 6,5
36 DL 0,76 8 144 LW 0,91 6,5

133 LW 0,76 8 47 Hp. 1,00 9
38 DL 0,91 12 49 Hp. 1,39 10

137 LW 0,91 12 31 DL 1,64 11
140 LW 0,91 12 30 DL 1,67 12
142 LW 0,91 12 37 DL 1,71 13
144 LW 0,91 12 33 DL 2,70 14
47 Hp. 1,00 15 102 Pt. 3,33 15
35 DL 1,21 16 108 Pt. 3,69 16
43 Hp. 1,33 18 92 Pt. 4,59 17
44 Hp. 1,33 18 45 Hp. 4,83 18
48 Hp. 1,33 18 143 LW 6,06 19

110 DL 1,39 20 42 Hp. 6,33 20
107 Pt. 1,42 21 55 Pt. 7,42 21
81 Hp. 1,50 22 73 Hp. 9,17 22
51 Hp. 2,06 23 50 Hp. 9,56 23

105 Pt. 2,72 24 115 Pt. 9,89 24
85 Pt. 2,79 25 70 Hp. 10,12 25

111 Pt. 2,92 26 141 LW 10,25 26
79 Hp. 3,00 27 131 LW 10,66 27

112 Pt. 3,17 28 89 Pt. 11,36 28
68 Hp. 3,35 29 80 Hp. 12,17 29
34 DL 3,47 30 60 Pt. 13,88 30

135 LW 3,91 31 88 DL 14,59 31
91 DL 5,11 32 29 DL 15,03 32
72 DL 5,56 33 78 Hp. 17,17 33

143 LW 6,06 34 54 Pt. 20,02 34
75 DL 6,59 35 101 Hp. 21,89 35
55 Pt. 7,42 36 59 Pt. 23,40 36
73 Hp. 9,17 37 114 Pt. 23,83 37

141 LW 10,25 38 130 LW 27,45 38
131 LW 10,66 39 136 LW 28,23 39
86 Pt. 11,27 40 52 Pt. 28,41 40
93 DL 12,88 41 61 Pt. 29,28 41
60 Pt. 13,88 42 94 Pt. 29,67 42

109 DL 15,74 43 58 Pt. 30,30 43
129 LW 19,34 44 138 LW 33,81 44
90 Pt. 19,75 45 132 LW 37,24 45
54 Pt. 20,02 46 53 Pt. 37,97 46
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Am mildesten erkranktes Ferkel pro Familie Am schwersten erkranktes Ferkel pro Familie
FUGATOA

Tier
Rasse

RankingA
wert

Korr.
Rangwert

FUGATOA
Tier

Rasse
RankingA

wert
Korr.

Rangwert
59 Pt. 23,40 47 116 DL 38,43 47

130 LW 27,45 48 87 DL 41,99 48
52 Pt. 28,41 49 106 DL 42,38 49
61 Pt. 29,28 50 57 Pt. 46,14 50
58 Pt. 30,30 51 118 Pt. 81,17 51
56 Pt. 31,00 52 63 DL 89,95 52
57 Pt. 46,14 53 77 DL 95,61 53

DL: Deutsche Landrasse LW: Large White
Hp.: Hampshire Pt.: Pietrain

In der linken Tabellenhälfte ist für jede der 53 untersuchten Familien jeweils das am mildesten
erkrankte Ferkel aufgeführt; in der rechten Hälfte jeweils das am schwersten erkrankte Ferkel jeder
Familie.
Rot markiert sind die auf beiden Seiten die Tiere, die für den Vergleich der Genotypen von mild und
schwer erkrankten Tieren nach ���	�
����
������ Infektion mittels FAMHAPAAnalyse ausgewählt
wurden.
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