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EINLEITUNG

1 Einleitung

Paratuberkulose ist eine chronische granulomatfse Enteritis der Wiederk&uer, die durch
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) verursacht wird und sich durch eine lange
Inkubationszeit auszeichnet. Die Erkrankung ist besonders beim Rind gekennzeichnet durch
starke, intermittierende, spéater chronische Durchfdlle und fuhrt unter fortschreitender
Abmagerung letztlich zum Tod der betroffenen Tiere. Paratuberkulose ist nicht heilbar und ein
Impfstoff ist in Deutschland nicht zugelassen. Neben der negativen Beeinflussung der
Tiergesundheit in Nutztierbestanden hat die Infektion grofRe wirtschaftliche Bedeutung, die
sich in finanziellen Verlusten aufgrund von verminderten Milch- und Mastleistungen sowie
verringerter Fruchtbarkeit, bereits in subklinischen Stadien, &uRert. Durch mehrjahrige
Inkubationszeit, subklinische Phasen (Chiodini et al. 1984), schwierige Diagnostik und nicht
flachendeckende Bestandsuntersuchungen sind genaue Angaben (ber das eigentliche
Vorkommen von MAP in deutschen Rinderbestanden nicht vorhanden. Ein wichtiger Aspekt
im Sinne des vorbeugenden Verbraucherschutzes liegt in der moéglichen Beteiligung des
Erregers Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis am Morbus Crohn des Menschen, einer
Erkrankung mit ahnlichem klinischen Bild (Bilte et al. 2005).

Die Bekdmpfung der Paratuberkulose erfolgt bis jetzt vor allem auf der Grundlage von
ManagementmaRnahmen, welche die Ubertragung des Erregers verhindern sollen, und der
Erkennung infizierter Rinder in den Bestdnden sowie der Merzung von Erregerausscheidern.
Die Diagnostik erfolgt entweder ber den direkten Erregernachweis durch PCR, Anzucht aus
Kot- oder Gewebeproben oder indirekt durch Antikorperdetektion mittels kommerzieller
ELISA-Tests. Problematisch ist allerdings bei allen Methoden die eingeschrénkte Sensitivitat
und Spezifitat, infizierte Tiere zu detektieren, insbesondere im friihen Infektionsstadium.
Durch Kombination der Testverfahren kann die Diagnostik nur geringfligig verbessert werden
(Bottcher und Gangl 2004).

Genetisch bedingte Unterschiede in der Empfénglichkeit gegentiber Mycobakterien wurden
bei verschiedenen Spezies beobachtet (Kang und Chae 2001), bei der Maus (Frelier et al.
1990) und beim Schaf (Reddacliff et al. 2005) auch beziiglich MAP. Daher koénnte —
begleitend zu den erforderlichen HygienemaBnahmen — die tierziichterische Beeinflussung
genetischer Unterschiede in der Empfanglichkeit fir Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis hin zu Tieren, die eine héhere Resistenz gegen den Erreger aufweisen,
entscheidend zur Erhoéhung der natirlichen Krankheitsresistenz und zur Verbesserung der
Gesundheit und Produktivitat der Nutztierbestande beitragen (Adams und Templeton 1998).
Beispiele fir das Auffinden an der Merkmalsauspragung verantwortlicher Gene und den
erfolgreichen Einsatz molekulargenetischer Methoden in der Tierzucht sind das Maligne-
Hyperthermie-Syndrom beim Schwein (Fujii et al. 1991), die Bovine Leukozyten
Adhasionsdefizienz (BLAD) des Rindes (Kehrli et al. 1990) oder die Zucht auf
Scrapieresistenz beim Schaf (Hunter 2003).
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Aufgrund der morphologischen und klinischen Ahnlichkeit des Morbus Crohn beim Menschen
mit Paratuberkulose, geht die dieser Arbeit zugrunde liegende Arbeitshypothese davon aus,
dass ahnliche immunologische Mechanismen in der Krankheitsentstehung auch beim Rind
eine Rolle spielen.

Ziel der Arbeit ist daher die Charakterisierung von genetischen und umweltbedingten
Einflussen auf die Paratuberkulose des Rindes als Basis weiterer Forschungsarbeiten. Zu
diesem Zweck sollen zundchst die Heritabilitit geschatzt und die nicht genetischen
Einflussfaktoren ermittelt werden. Weiterhin werden durch molekulargenetische
Untersuchungen genetische Pradispositionen fir die Infektion mit Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis am Beispiel der Rasse Dt. Holstein analysiert. Es sollen Kandidatengene und
Mikrosatelliten aus den unterschiedlichen immunologischen Kaskaden auf informative
Polymorphismen untersucht und bei erkrankten bzw. serologisch positiven Tieren im
Vergleich zu Tieren ohne serologisch positiven Befund typisiert werden. Die gewonnen
Ergebnisse sollen eine mogliche Basis zur Bekampfung der Paratuberkulose beim Rind und
somit zur Minimierung des Infektionsrisikos fiir den Menschen darstellen.
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2 Literaturubersicht
2.1 Paratuberkulose beim Rind

2.1.1 Atiologie

Der Erreger der Paratuberkulose ist Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP), ein
sdurefestes, streng aerobes, unbewegliches grampositives Stadbchenbakterium (Bisping und
Amtsberg 1988). MAP zeichnet sich durch hohe Alkohol- und Saurefestigkeit aus, welche auf
der spezifischen Zellwandstruktur mit Mykolséuren, Glykolipiden und Wachsen beruht und
den Nachweis durch die Ziehl-Neelsen-Farbung ermdglicht. Sein Wachstum ist abhé&ngig von
Mycobactin  (Gerlach 2002), einem Eisenchelatbildner, was ihn von verwandten
Mycobakterien unterscheidet und daher bei der kulturellen Anzucht diagnostisch von
Bedeutung ist.

Aufféllig ist die hohe Tenazitat von MAP. In Kot, Gulle und sauren Boden ist es monatelang
uberlebensfahig und &uBerst resistent gegen Austrocknung, allerdings nicht gegen direkte
Sonneneinstrahlung (Chiodini et al. 1984). Die Uberlebenszeit in FlieRgewassern betragt
mindestens 163 Tage, in stehenden Gewéssern 270 Tage und 330 Tage in Fazes und Erde,
abhdngig von der Beschaffenheit (Anonymus 2004). Hervorzuheben ist zudem die
Thermostabilitidt des Bakteriums, auch nach Lagerung bei —14 °C gelang noch die kulturelle
Anzucht. Die Replikation auBerhalb eines Wirtstieres ist nicht moglich (Grant 2005). Die
meisten Ublichen Desinfektionsmittel auBer formaldehyd- und phenolhaltigen Praparaten sind
nicht wirksam (zusammengefasst von vom Schlof} 2000). MAP wurde auBerdem in
Schmeil¥fliegenarten (Calliphora und Lucilia spp.) nachgewiesen, die in Schlachthdusern
gefangen wurden und Kontakt zu Schlachtabféllen paratuberkulosekranker Rinder hatten
(Fischer et al. 2004).

2.1.2 Geografische Verbreitung

Es handelt sich bei der Paratuberkulose um eine weltweit verbreitete Erkrankung, mit groRer
6konomischer Bedeutung. Studien zur Ermittlung der Prévalenzen in einzelnen L&ndern
wurden weltweit durchgefuhrt, grinden jedoch meist auf der Préavalenz in einzelnen Regionen
des entsprechenden Landes und darauf basierenden Hochrechnungen (Dreier et al. 2006) und
sind daher ltckenhaft.

Die geschatzte Herdenprdvalenz liegt in Europa zwischen 6,9 und 95,3 % (Tabelle 1).
AuRerhalb Europas schwankt die Pravalenz zwischen 30 und 86 % in Kanada bzw. Agypten.
Anhand der Untersuchungen von Salem et al. (2005) schlussfolgerten die Autoren, dass
autochthone Rinderrassen entweder eine hohere Resistenz gegenuber MAP besitzen bzw. dass
importierte Holsteins einer hoheren MAP-Exposition ausgesetzt sind.
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Tabelle 1: Pravalenzen von MAP-Infektionen bei Rindern in verschiedenen Landern.

Land

Prévalenz (%)

Autoren

Aulereuropéische Lander

Agypten 16,7 (autochthone Rassen) bzw. Salem et al. (2005)
85,7 (Holstein)
Australien 14-17 Johne’s Information Center
2005
Kanada 2,6 (Einzeltier) bzw. Hendrick et al. (2005a)
(Ontario) 30 (Herden mit > 2 positiv getesteten Tieren)
Neuseeland 60 Johne’s Information Center
(2005)*
USA 6,9 (Einzeltier) bzw. Johnson-Ifearulundu (1999)
54 (Herde)
Europa
Belgien (e 18,0); 7,0 (Fleischrinder) bzw. Boelaert et al. (2000)
32,0 (Milchvieh)
Dé&nemark 8,8 (Einzeltier) Jakobsen et al. (2000)

Deutschland

9,6-12,7 (Einzeltier) bzw.

vom Schlof3 (2000)

20-84,7/95,3 % (Herde) Hacker (2004)
Donat (2005)
England 17,4 (Herde) Cetinkaya et al. (1998)
Niederlande  2,5-6,9 (Einzeltier) bzw. Muskens et al. (2000)
54,7 (Herde)
Osterreich 1,1-7,1 (Einzeltier) bzw. Gasteiner et al. (2000)
6,9-19 % (Herde) Dreier (2006)
Schweiz 1,7-49,2 (2 19,7) Corti und Stephan (2002)

Stephan et al. 2002

Y (http://www.johnes.org/dairy/epidemiology.html)

2.1.3 Pathogenese

Die Infektion mit MAP erfolgt in der Regel horizontal durch fakal-orale Ubertragung des
Erregers mit dem Kolostrum, durch kontaminierte Stallungen und Arbeitsgerate oder Uber
kotverschmierte Zitzen (Chiodini et al. 1984). Auch die Ubertragung des Erregers von Kalb zu
Kalb wurde experimentell nachgewiesen (van Roermund et al. 2007). Besonders bei klinisch
erkrankten Mittern wurde zudem von einer vertikalen Ubertragung auf das Kalb berichtet
(Sweeney 1996). Bei asymptomatisch infizierten Kiihen ist die Ubertragungswahr-
scheinlichkeit geringer, jedoch tritt die Ausscheidung von MAP mit der Milch auch schon bei
diesen Tieren auf (Sweeney et al. 1992b). MAP wurde in Leber, Milz, Sperma, Samenblase,
Hoden und Nebenhoden von Zuchtbullen nachgewiesen, daher kann zusétzlich der Deckakt
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als potenzielle Infektionsquelle vermutet werden (Ayele et al. 2004).

Urspringlich wurde angenommen, dass die Tonsillen die primare Eintrittspforte des Erregers
in den Organismus darstellen (Payne und Rankin 1961). Neuere Ergebnisse stlitzen jedoch die
Hypothese, dass der Dinndarm primére Eintrittspforte des Erregers ist (Sweeney et al. 2006a),
im Speziellen das Mucosa-assoziierte Lymphgewebe (MALT). Der Erreger wird von M-
Zellen aufgenommen, durch die Schleimhautbarriere in das Lymphgewebe geschleust
(Momotani et al. 1988) und von Makrophagen phagozytiert (Lugton 1999), die Teil des
unspezifischen, zellvermittelten Abwehrsystems des Wirtes sind (Sugawara et al. 1999). MAP
scheint wie Mycobacterium tuberculosis die Fusion zum Phagolysosom zu verhindern
(Clemens und Horwitz 1995) und ist dadurch vor Abwehrmechanismen des Wirtsorganismus
geschtzt.

Kalber bis zum Alter von 30 Tagen sind empfanglicher fur eine MAP-Infektion und die
spatere Ausbildung Klinischer Symptome, wéhrend &ltere Tiere ab ca. 6-24 Monaten als
partiell resistent gelten (Rankin 1961; Larsen et al. 1975; Chiodini et al. 1984). Hierfir gibt es
eine Reihe von Erklarungen: Zum einen wird die geringere Empféanglichkeit &lterer Tiere auf
die Verringerung der M-Zellen des Darms zurtickgefuhrt (Clarke 1997; Liebler-Tenorio und
Pabst 2006), die eine bedeutende Rolle im Infektionsgeschehen spielen. In den Peyerschen
Platten des Ileums, die bei Jungtieren ihren hdchsten Entwicklungsgrad haben, herrscht ein
potenzieller T-Zell-Mangel, der ebenfalls ginstig fir den Erreger zu sein scheint (Clarke
1997). Eine weitere Erklarungsmaglichkeit liegt in der Umgehung der Pansenflora durch den
Schlundrinnenreflex bei Kélbern, welcher eine schnellere Passage der Mycobakterien nach der
oralen Aufnahme zum Dulnndarm als bei Adulten bewirkt. Sweeney (1996) erklért die erhdhte
Empfanglichkeit von Neonaten fiir eine MAP-Infektion mit der vereinfachten Passage von
Makromolekulen post natum. Maternale Antikorper eines infizierten Muttertieres scheinen den
Eintritt der Bakterien in die intestinale Mucosa des Kalbes zu beglinstigen (Momotani et al.
1988).

Eine Infektionsdosis von 10* Erregern pro Kalb ist ausreichend (Gerlach 2002), allerdings
begunstigen hohe Dosen die Infektion (Clarke 1997). Dies konnte in einer weiteren Studie von
Sweeney et al. (2006a) bestatigt werden, in der Kalber mit verschieden hohen Dosen von
MAP experimentell infiziert wurden. Mit der Menge des Inokulums stieg die Anzahl der
spater in Kultur positiven Gewebe je Tier. Kélber, die am zweiten und dritten Lebenstag
infiziert wurden, ergaben signifikant mehr positive Gewebekulturen als die Kélber, deren
Infektion am 21. und 22. Lebenstag stattfand. Es muss jedoch herausgestellt werden, dass die
Infektionsdosis im ersten Fall 2,5 x 10'° KBE, im zweiten Fall nur 1,5 x 10°® KBE betrug. Im
Falle der Verabreichung von nur 2 x 10° KBE war in dieser Untersuchung keine Infektion
nachweisbar.
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2.1.3.1 Verlauf der Immunantwort

Der Infektionsverlauf der Paratuberkulose kann in drei Stadien eingeteilt werden. (a) nicht
infiziert, (b) infiziert mit vorherrschender zellvermittelter Immunantwort, geringer humoraler
Beteiligung und sehr seltenem Nachweis der Bakterien im Kot sowie (c) fortgeschritten
infiziert (Nielsen et al. 2002a). Mit der Erregervermehrung und dem Zugrundegehen der
Makrophagen unter Freisetzung der Bakterien nimmt die humorale Immunantwort zu. Es sind
erhdhte Antikorpertiter messbar und der Erregernachweis im Kot gelingt haufiger (Nielsen et
al. 2002a; Toft et al. 2005).

Antikorper gegen MAP sind nicht von protektivem Wert (Chiodini et al. 1984; Burrells et al.
1998; Waters et al. 1999; Stabel 2000), dennoch unterstiitzen sie die T-Zell-Antwort durch
Antigenprasentation und Ankurbelung der Immunantwort. Wahrend der humoralen
Immunabwehr besteht somit eine hohere Wahrscheinlichkeit der Erregerausscheidung und
somit Infektiositat als wahrend der zellvermittelten Immunantwort (Stabel 2000; Stabel et al.
2002).

In experimentellen Infektionen konnte jedoch mit einem LAM-ELISA schon frih eine
humorale Immunantwort nachgewiesen werden, was der vorherrschenden Lehrmeinung der
spaten Antikorperentwicklung widerspricht (Waters et al. 2003). Gestutzt wird diese These
durch Koets et al. (2001). Da MAP hauptsdachlich auf das Wachstum innerhalb der
Makrophagen beschrénkt ist, sind der proinflammatorische und zytotoxische Bereich der
Immunabwehr essenziell fur die Kontrolle der Infektion (Coussens 2004). Kiirzlich wurde die
Bildung von Autoantikdrpern beim Schaf im Verlauf der klinischen Paratuberkulose-
Erkrankung nachgewiesen (Berger et al. 2007).

Th1 und Th2 sind an der Aktivierung des Immunsystems des Wirtes beteiligt, indem sie die
Produktion der Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-a induzieren, welche die Infektion in der
subklinischen Phase halten (McDonald et al. 1999). Der klinische Ausbruch einer
Paratuberkulose-Erkrankung ist beim Rind mit einem Wechsel der T-Helferzell (Th)-1-
dominierten Immunabwehr zu einer Th-2-gesteuerten Immunabwehr verbunden (Coussens et
al. 2004).

Es kann in jedem, hauptsdchlich jedoch im Endstadium zu einem Zustand der Anergie
kommen, in der jegliche Abwehrreaktionen des Wirtsorganismus gegen den Erreger fehlen
(Merkal et al. 1970; Chiodini et al. 1984; Winterhoff 2000). Eine antigen-spezifische T-Zell-
Anergie ist auch bei Lepra und anderen mycobakteriellen Infektionen bekannt
(zusammengefasst von Waters et al. 1999) und fuhrt zu einem Fortschreiten der Erkrankung.
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2.1.4 Klinik
Whitlock und Birgelt (1996) unterscheiden vier Stadien der Paratuberkulose:

1. Eine Phase der stillen Infektion bei Tieren bis zu zwei Jahren, die noch nicht mit
Klinischer Symptomatik einhergeht.

2. Die Phase der subklinischen Infektion, die ebenfalls noch keine Krankheitszeichen
erkennen l&sst, aber zu teilweise messbaren Antikorpertitern fuhrt und mit einer
erhdhten Anfalligkeit fur andere Krankheiten wie Mastitis oder Infertilitat assoziiert
ist.

3. Die Phase der klinischen Erkrankung.

4. Die Phase der fortgeschrittenen klinischen Erkrankung. Dritte und vierte Phase gehen
ineinander Gber und beginnen nach einer Inkubationszeit von zwei bis zehn Jahren. In
diesen Stadien sind viele, jedoch nicht alle, Tiere Uber eine Kotkultur identifizierbar.
Laborparameter wie Albumin, Gesamtprotein und Triglyceride fallen unter den
Referenzbereich, sind aber aufgrund ihrer Unspezifitat nicht als Krankheitsindikatoren
geeignet. Abmagerung, Odeme, stumpfes Haarkleid sowie unstillbare Durchfille sind
die einprdgsamsten Zeichen der klinischen Paratuberkulose-Erkrankung. Der
Schweregrad der klinischen Symptomatik korreliert nicht mit der Schwere der
histologisch feststellbaren Lasionen im Intestinum (Clarke 1997).

In der klinischen oder exkretorischen Phase kommt es zu massenhafter Ausscheidung der
Mycobakterien in Kot, Kolostrum und Milch, die bis zu 5 x 10** Erreger pro Tag ausmacht
(Chiodini et al. 1984). Je jlinger das Tier zum Zeitpunkt der Infektion war, desto friher sind
klinische Symptome der Erkrankung zu erwarten (Clarke 1997). Gewohnlich treten klinische
Symptome nicht vor dem zweiten bis flinften Lebensjahr auf.

2.1.5 Nachweis
Zum Nachweis der Paratuberkulose bestehen zwei Mdglichkeiten:
1. der Nachweis des Erregers bzw. seiner DNA (direkter Nachweis),

2. der Nachweis einer stattfindenden bzw. stattgefundenen Immunreaktion auf MAP-
Antigene (indirekter Nachweis).

Die Diagnostik ist nicht nur abhéngig von der Sensitivitdt bzw. Spezifitat der verwendeten
Methoden, sondern auch vom Stadium der Erkrankung des getesteten Tieres, das einen
Einfluss auf die Serokonversion hat (Gasteiner et al. 2000; Nielsen et al. 2002b). In Herden
mit einer geringeren Krankheitspravalenz besteht ein erhohtes Risiko der falschen
Klassifizierung von Einzeltieren, da der préadiktive Wert eines Tests auch von der Pravalenz
der Erkrankung in der Population beeinflusst wird (Hendrick et al. 2005b).
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2.1.5.1 Direkter Nachweis
2.1.5.1.1 Kotkultur

Die Kotkultur gilt als Goldstandard (Chacon et al. 2004). Die Kultivierungsdauer betragt
8-12 Wochen. Vorteil der Methode ist die hohe Spezifitadt. Nachteilig zu bewerten ist jedoch,
dass diese Methode teuer, durch wochen- bis monatelange Anzuchtdauer zeitaufwendig und
storanféllig ist, da die Begleitkeime zerstort werden missen (Collins 1994). Zudem weist sie
eine geringe Sensitivitdt von ca. 50 % auf (Homuth 2002), da aufgrund der langen Inku-
bationszeit und der intermittierenden Ausscheidung der Erreger nicht alle MAP-positiven
Tiere erkannt werden. Wéhrend der ersten 300 Tage einer Laktation ist die Testsensitivitat
erhoht (Nielsen und Ersboll 2006), daher empfiehlt sich eine Testdurchfiihrung in frihen
Laktationsstadien. Des Weiteren sind falsch positive Ergebnisse durch passagere
Mycobakterien (Sweeney et al. 1992a) im Kot der Tiere moglich, denkbar bei hoher
Keimbelastung im Bestand.

2.1.5.1.2 Mikroskopie

Die Ziehl-Neelsen-Farbung ist aufgrund der wachsartigen Mykolsduren in der
Bakterienzellwand geeignet, MAP in Abklatschpréparaten der Rektumschleimhaut sowie in
Kotausstrichen darzustellen (Homuth 2002).

Der mikroskopische Nachweis von Nestern des Erregers ist einfach, schnell und
kostengunstig, aber trotzdem nur bei Tieren mit klinischer Symptomatik anzuraten, da nur
dann eine ausreichend hohe Sensitivitdt des Verfahrens zu erwarten ist. Die Spezifitat ist
gering, nur ein Drittel der Falle kann mit einer Kotprobe bestétigt werden (OIE 2006).

2.1.5.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die h&ufigste angewendete PCR-Methode detektiert das Insertionselement 1S900 (Bull et al.
2003). Dieses Verfahren ist im Gegensatz zur Kultur sehr schnell durchfihrbar, allerdings
lasst es keine Aussage uber die Vermehrungsfahigkeit der Erreger zu (Naser et al. 2004),
sondern beweist nur das Vorhandensein von MAP-DNA im untersuchten Probenmaterial.
Falsch positive Ergebnisse sind jedoch moglich. So konnten schon Cousins und Mitarbeiter
(1999) 1S900-artige PCR-Fragmente amplifizieren, die von anderen Mycobakterienspezies
stammten.

2.1.5.1.4 Untersuchung des lleozékallymphknotens

Aufgrund der bevorzugten und friihen Kolonisation des lleozakallymphknotens ist die Kultur
dieses Lymphknotens zur Detektion der Infektion mit MAP gut geeignet (Wu et al. 2007).
Demgegenuber stehen die Ergebnisse einer Studie von Sweeney et al. (2006a). Bei zwei von
sechs respektive 15 von 20 experimentell infizierten Kalbern, bei denen entweder aus
Geweben oder aus dem Jejunallymphknoten die kulturelle Anzucht des Erregers gelang,
erbrachte die Kultur des Ileozakallymphknotens negative Ergebnisse. Minimalinvasive
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Verfahren zur Biopsie von Darmlymphknoten bei Kalbern konnten zukunftig eine wichtige
Erweiterung und Verbesserung der Diagnostik der MAP-Infektion darstellen (Seeger et al.
2007).

2.1.5.2 Indirekter Nachweis
2.1.5.2.1 Serologie

Die zum serologischen Nachweis prinzipiell geeigneten Testverfahren sind die
Komplementbindungsreaktion (KBR), die Agargelimmunodiffusion (AGID) sowie der
Enyme-linked immunosorbent assay (ELISA), deren gemeinsamer Nachteil in der spaten
Einsatzmdglichkeit im Verlauf der Infektion liegt (Harris und Barletta 2001). Der ELISA ist
von den genannten Methoden am sensitivsten (Collins 1996) und das am hé&ufigsten
verwendete Testsystem im Herdenscreening (Gasteiner et al. 1999; Muskens et al. 2003). Es
handelt sich um eine kostengunstige und fur groBe Probenzahlen geeignete Methode.
Allerdings herrscht die humorale Typ-2-Immunantwort mit messbarer 1gG1-Produktion erst in
spaten Stadien der Erkrankung vor (Coussens 2004). Der Nachweis spezifischer Antikdrper
hangt auch entscheidend von der Auswahl der verwendeten Isotypen und Antigene im Test ab
(Waters et al. 2003). Die Methode der Antigenpréparation beeinflusst die Sensitivitdt und
Spezifitat (zusammengefasst von Harris und Barletta 2001). Problematisch ist die Einstufung
der Tiere, die bei alleiniger serologischer Antikorpertestung, z.B. im Rahmen von
Routineuntersuchungen, negativ reagieren, jedoch einen positiven Erregernachweis erlauben
(Dreier et al. 2006).

Der Zeitpunkt der Antikorperproduktion hangt von der Infektionsdosis und dem Infektionsweg
ab. Hohe Infektionsdosen fiihren zu einer schnelleren Produktion von humoralen Antikorpern
(Waters et al. 2003). Den Autoren gelang es, 143 Tage nach der experimentellen Infektion von
Kélbern mit MAP Antikdrper mittels eines LAM-ELISA nachzuweisen, wéahrend mit einem
kommerziellen ELISA zu keinem Zeitpunkt der Studie (320 Tage) die Infektion nachweisbar
war. Die Menge des Inokulums, der Infektionszeitpunkt und der Infektionsweg entsprachen in
dieser Studie indes keiner naturlichen Infektion, da MAP in die Krypten der Tonsillen
instilliert wurde.

Ein Teil der infizierten Rinder tritt nie in das Stadium der klinischen Erkrankung ein, das von
den typischen Symptomen geprégt ist (Toft et al. 2005), und es gibt aktuell auch kein
Testsystem, das auf eine spéatere klinische Erkrankung des getesteten Tieres hinweisen kann.
Nielsen und Ersboll (2006) konnten in ihrer Untersuchung feststellen, dass wiederholte Tests
mit dem ELISA-Verfahren 98 % der starken sowie 95 % der schwachen MAP-Ausscheider
erkennen. Es konnten jedoch nur 72 % der im ELISA positiven Tiere durch Kotkultur als
Ausscheider ermittelt werden. Die Autoren zogen den Schluss, dass die meisten infizierten
Tiere Antikorper ausbilden. Die grote Wahrscheinlichkeit, im ELISA ein positives
Testergebnis zu erreichen, liegt zwischen 2,5 und 4,5 Jahren, unter Berucksichtigung der
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Kotkultur bei 2,5-5,5 Jahren. Bei Tieren unter vier Jahren ergibt sich bei monatlicher Testung
mit ELISA eine Erhéhung der Wahrscheinlichkeit, Antikdrper zu detektieren, von 19 %,
verglichen mit der Testung in halbjahrlichen Intervallen.

Kommt es im ersten oder zweiten Trimester der Graviditét zu einer Infektion des Fetus, kann
sich eine Immuntoleranz entwickeln (Chiodini et al. 1984). Die betroffenen Tiere sind
entweder in der Serologie falsch negativ oder weisen nur in der zellvermittelten Abwehr
Defizite auf, wéhrend sie eine physiologische humorale Immunantwort entwickeln. Es wird
empfohlen, jeweils eine serologische Testmethode mit der Detektion des Antigens zu
kombinieren, um die Sensitivitat zu erhdhen (Gasteiner et al. 2000).

2.1.5.2.2 Sonstige Methoden

Weitere indirekte Nachweismethoden, die von geringerer Bedeutung sind, zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2: Indirekte Nachweismethoden fiir Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis nach
Homuth (2002) und OIE (2006).

Methode Vorteile Nachteile
Johnin-Hauttest Hautdickenzunahme, - geringe Sensitivitat
Typ-1V-Reaktion vom und Spezifitat, nicht
Spéttyp nach standardisierbar
Applikation von MAP-
Antigen
Interferon-Test Nachweis der zelluléren - geringe Sensitivitat
Immunantwort durch und Spezifitat,
IFNgamma-Messung erhdhte sowie
erniedrigte Spiegel
bei MAP infizierten
Tieren moglich, nicht
standardisierbar
Agargel- Inkubation von MAP- einfach, bei Rindern geringe
Immunodiffusionstest  Antigen mit Test- und kostengunstig, Sensitivitat
(AGID) Kontrollseren, hohe Spezifitét,

Komplementbindungs-
reaktion (KBR)

Vergleich der
Prézipitationszonen

verschiedene
Testverfahren zur
Messung humoraler
Immunantwort

V. a. bei Schafen
und Cameliden

geeignet bei
klinisch
verdachtigen
Tieren

geringe Sensitivitat
und Spezifitat, nicht
standardisierbar, in
manchen L&ndern
vorgeschrieben

2.1.6 Therapie und Impfung

Die Paratuberkulose-Erkrankung ist nicht heilbar, obwohl der Erreger in vitro gegentber anti-
tuberkulésen Medikamenten empfindlich ist. Es kann zwar eine zeitlich begrenzte
Abschwachung der klinischen Symptome durch Antibiotika erreicht werden, aber die
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Erregerausscheidung konnte durch Medikamente nicht beeinflusst werden (Chiodini et al.
1984).

In Deutschland ist zurzeit kein Impfstoff gegen Paratuberkulose zugelassen. Die Impfung fuhrt
zu einer verminderten Ausscheidung des Erregers und einer geringeren Anzahl klinisch
kranker Tiere, verhindert jedoch nicht die Infektion und induziert eine Immunantwort, die eine
Differenzierung zwischen geimpften und natirlich infizierten Tieren und somit die
serologische Diagnostik unmdglich macht (zusammengefasst von Muskens et al. 2000).

2.1.7 Erblichkeit

Es gab friihzeitig Hinweise darauf, dass die Anfalligkeit fur Paratuberkulose von einer
genetischen Komponente beeinflusst wird. Schon 1959 berichteten Hole und Maclay vom
unterschiedlich haufigen Auftreten der Paratuberkulose-Erkrankung in bestimmten
Rinderfamilien derselben Rasse und unter identischen Haltungsbedingungen. Im selben Jahr
untersuchte Withers (1959) das Vorhandensein von Paratuberkulose in britischen Gebieten
und ermittelte eine erhohte Inzidenz bei der Rasse Jersey. Cetinkaya et al. (1997) berichteten
ebenfalls in GroR3britannien ein gehduftes Vorkommen der klinischen Paratuberkulose in den
beiden von den Kanalinseln stammenden Rassen Jersey und Guernsey, verglichen mit
Holstein und anderen Rassen sowie deren Kreuzungen. Clarke (1997) sieht keine
rassespezifischen Empfénglichkeitsunterschiede und erklart die Haufung von Erkrankungen
bei manchen Rinderrassen mit deren vermehrtem Vorkommen in spezifischen Regionen.
Chiodini et al. (1984) sehen ebenfalls die Haufung der Paratuberkulose-Infektion in
bestimmten Rassen proportional zur Haufigkeit der Rasse und interpretieren dies nicht als
Verschiedenheit in der Resistenz gegeniber MAP, sondern als rasseabhangig
unterschiedlichen Ausbreitungsgrad. Ferner fuhren die Autoren die geringere Inzidenz bei
Fleischrindern auf deren extensivere Haltungsformen und den dadurch resultierenden
geringeren Kontakt mit kontaminierten Fazes zurick.

Vom SchloB (2000) wies fur Schwarzbunte Rinder in Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen
eine signifikante Rassedisposition (p =0,0029) nach, an Paratuberkulose zu erkranken.
Gestiitzt wird dieses Ergebnis durch Gasteiner und Mitarbeiter (2000), die fir die Rasse
Holstein-Friesian in Osterreich einen signifikant hoheren Anteil an seropositiven Reagenten,
verglichen mit anderen Rinderrassen, ermittelten.

Die Heritabilitat in zwei verschiedenen indischen Ziegenrassen variiert von 0,01-0,15 (Singh
et al. 1990). Grundlage der Einteilung war die kulturelle Kotuntersuchung Uber drei Jahre
sowie die postmortale Untersuchung der Tierkorper einschlieRlich der lleozékal- und
Mesenteriallymphknoten.

Beim Rind wurde die erste Heritabilitatsschatzung von Koets et al. (2000) an niederlandischen
Milchrindern durchgefihrt. Die Einstufung der Tiere erfolgte auch hier basierend auf der
mikrobiellen und histologisch-pathologischen Untersuchung geschlachteter Kihe. Die

11



LITERATURUBERSICHT

Erblichkeit fir die Population der geimpften Tiere betrug 0,09, die fur die ungeimpften Tiere
0,01. In der Gesamtpopulation (3020 Tiere) betrug die Heritabilitat 0,06.

Eine weitere Studie an 11535 danischen Kuhen unter Berlcksichtigung der taglichen
Milchmenge sowie der optischen Dichte als abhéngigen Variablen ergab im Tiermodell eine
Heritabilitdt von 0,10. Grundlage hierfur war die Einteilung des Paratuberkulosestatus beim
lebenden Tier durch einen ELISA an Milchproben und damit die Héhe des Antikorpertiters.
Die tagliche Milchmenge und die Antikérpermenge waren geringfiigig korreliert, allerdings
nicht signifikant (-0,037). Unter Anwendung des Vatermodells betrug die geschatzte
Erblichkeit 0,09 (Mortensen et al. 2004).

Gonda et al. (2006a) untersuchten die Tochter von zwdolf Holstein-Bullen mit einer
kombinierten Methode aus ELISA-Tests und Kotkultur auf eine Infektion mit MAP. Basierend
hierauf schatzten sie Heritabilitdten und fanden eine Erblichkeit von 0,102 bei Berck-
sichtigung beider Testverfahren sowie 0,153 flr die Kotkultur. Sie ermittelten Heritabilitaten
von 0,09-0,16 fur den Antikorpertiter.

2.1.8 Wirtschaftliche Bedeutung

Die wirtschaftliche Bedeutung der Paratuberkulose erstreckt sich nicht nur auf direkte
Verluste, die durch Todesfélle bedingt sind, sondern vor allem auf die verringerte Mast- bzw.
Milchleistung der Tiere und erhdhte Kosten flr die Remontierung (Ott et al. 1999). Verglichen
mit nicht infizierten Rinderherden kommt es bereits bei subklinisch infizierten Kihen zu
einem Rickgang der Milchleistung und zur Verschlechterung reproduktionsassoziierter
Parameter (Abbas et al. 1983; Nordlund et al. 1996; Johnson-Ifearulundu et al. 2000).
Hendrick et al. (2005b) untersuchten Kihe mittels Kotkultur, Milch- und Serum-ELISA.
Tiere, die in Kultur und Milchserologie positive Ergebnisse aufwiesen, hatten geringere
Milchleistung sowie Fett- und Proteinmengen als negativ getestete Herdenmitglieder. Die 305-
Tagesleistung von allen blutserologisch positiven Rindern unterschied sich nicht von der
Milchleistung negativ getesteter Kihe, jedoch zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Proteinmenge. Tiere mit positiven Testergebnissen in einem der drei verwendeten Tests hatten
ein hoheres Risiko, vorzeitig aus der Herde entfernt zu werden.

In einer Herde von Angus-Brahman-Kreuzungstieren sowie Reinzuchttieren hatten Kihe, die
im ELISA hdhere Antikorpertiter aufwiesen, einen héheren Gewichtsverlust von der Kalbung
bis zum Absetzen der Kalber sowie eine langere Gustzeit und Kkleinere Kalber als Rinder mit
negativem ELISA-Ergebnis oder geringeren Antikorpertitern (Elzo et al. 2006). Die
wirtschaftlichen Verluste wurden von Benedictus et al. (1987) auf 209 £ pro subklinisch
infiziertem Tier in Europa geschatzt.

2.2 Paratuberkulose bei anderen Wiederkauern

MAP betrifft nicht nur die Hauswiederk&uer Rind, Schaf und Ziege, sondern wurde auch bei
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Dickhornschafen (Williams et al. 1983), Tule-Wapitis, einer Unterart des Rothirsches (Cook et
al. 1997), Weilwedelhirschen (Chiodini und Van Kruiningen 1983), Bisons (Buergelt et al.
2000) und Antilopen (Dukes et al. 1992) beschrieben, was vor allem im Hinblick auf die
Ubertragungswege des Erregers von Bedeutung ist.

2.3 Paratuberkulose bei Nichtwiederkauern

Die Infektion mit MAP wurde bei einigen Nichtwiederk&duern nachgewiesen. Betroffene
Spezies waren unter anderem Hund, Fuchs, Hermelin, Mauswiesel, Feldhase, Dachs,
verwilderte Hauskatzen sowie verschiedene Rabenvégel (Vogel 1970; Beard et al. 1999;
Beard et al. 2001; Palmer et al. 2005). Greig und Mitarbeiter (1997) fanden sowohl die
charakteristischen Befunde im Darm von Kaninchen als auch den Erreger im Kot der Tiere.

Erkrankungsfalle wurden ebenfalls in einer Kolonie von Makaken durch 1S900-PCR
dokumentiert, ein Teil der betroffenen Tiere starb an &hnlicher Symptomatik wie an
Paratuberkulose erkrankte Rinder (McClure et al. 1987). Bei einem Mandrill wurde
intermittierende, wéssrige Diarrhé und fortschreitender Gewichtsverlust beschrieben. In der
pathologischen Untersuchung wurden eine generalisierte Lymphknotenschwellung und eine
granulomattse Entziindung der intestinalen Mucosa festgestellt. Die Ziehl-Neelsen-Farbung
ergab hohe Zahlen von Mycobakterien in den betroffenen Arealen, welche durch kulturelle
Anzucht und nachfolgende 1S900-PCR als MAP identifiziert wurden (Zwick et al. 2002).

2.4 Morbus Crohn - Paratuberkulose beim Menschen?

Seit Morbus Crohn entdeckt (Dalziel 1913) und als eigenes Krankheitsbild beschrieben wurde
(Crohn et al. 1932), gibt es Spekulationen tber die Mitwirkung des Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis an der Atiologie der Erkrankung.

Morbus Crohn gehort zur Gruppe der chronischen entziindlichen Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes (Inflammatory Bowel Diseases, IBD). Ein Hauptsymptom der
Erkrankung ist schwere Diarrhd, die meist in Schiben verlduft. Prinzipiell kann jeder
Abschnitt des Magen-Darm-Trakts betroffen sein, gesunde und kranke Gewebeabschnitte
konnen sich benachbarn. Morbus Crohn ist — wie Paratuberkulose beim Rind — eine Erkran-
kung, die alle Schichten des Darms betrifft (Chacon et al. 2004).

Beim Menschen wurden drei Erkrankungsfélle unter Beteiligung von MAP beschrieben. Ein
an AIDS erkrankter Mann entwickelte eine schwere Durchfallerkrankung, woraufhin unter
anderem in Darmbioptaten Mycobakterien gefunden und sowohl kulturell als auch durch PCR
nachgewiesen werden konnten (Richter et al. 2002). Bei einem 7-jahrigen Jungen wurde MAP
in einem Halslymphknoten nachgewiesen, funf Jahre spater entwickelte dieser die Symptome
eines Morbus Crohn (Hermon-Taylor et al. 1998).

Ein 21-jahriger Kanadier, bei dem drei Jahre zuvor M. Crohn diagnostiziert worden war, litt
unter terminaler lleitis und granulomatdser Kolitis, die sich als resistent gegeniber allen
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gangigen Therapieversuchen zeigten. Mithilfe der 1S900-PCR von entnommenen
Gewebeproben konnte MAP nachgewiesen werden, woraufhin der Patient einer Therapie mit
den antibiotisch wirksamen Medikamenten Clarithromycin und Rifabutin unterzogen wurde.
Dies resultierte nach einer Erstverschlimmerung unter Entwicklung von Symptomen, die aus
der Tuberkulosetherapie bekannt sind, in einer deutlichen Verbesserung des
Gesundheitszustands (Behr et al. 2004). MAP wurde bereits in Geweben nachgewiesen, die
von Crohn-Patienten stammten (u. a. Bull et al. 2003; Autschbach et al. 2005; Romero et al.
2005), ebenso in der pelletierten Fraktion aus Muttermilch von zwei stillenden Crohn-
Patientinnen (Naser et al. 2000). Sechi et al. (2005) detektierten MAP in Bioptaten der
intestinalen Mukosa von 25 aus 30 Crohn-Patienten, allerdings auch in drei Kontrollproben,
durch 1S900-PCR und teilweise durch kulturelle Anzucht. Der kulturelle Nachweis aus Blut
von Crohn-Patienten gelang Naser et al. (2004), was fir eine systemische Infektion spricht. In
dieser Studie waren auch vier Probanden mit ulzerativer Kolitis und drei gesunde Individuen
ohne IBD in der PCR positiv, wogegen aus keiner der entnommenen Proben der
Kontrollgruppe die kulturelle Anzucht gelang. Diese Ergebnisse spiegeln allerdings auch die
weite Verbreitung des Bakteriums in der Umwelt wider und sind nicht beweisend fiir die
atiologische Beteiligung von MAP an der Entwicklung eines Morbus Crohn, da der Erreger
auch jeweils innerhalb der Kontrollgruppen auftrat.

Gegen eine urséchliche Beteiligung des MAP an Morbus Crohn spricht die Tatsache, dass die
Erkrankung in l&andlichen Gebieten seltener auftritt als in stadtischen, wobei auf dem Land
eine hohere Exposition der Bevolkerung durch die Kontamination mit MAP besteht. Ferner
scheinen  mangelhafte ~ Hygienebedingungen,  endemischer  Parasitenbefall  und
Uberbevolkerung — Situationen, die eigentlich eine Ubertragung von Infektionskrankheiten
begunstigen — vor einer Erkrankung mit Morbus Crohn zu schitzen. Gene, die unter
mangelhaften Hygienebedingungen zur Resistenz beitragen, scheinen in modernen Umwelten
ein Risiko fir immunbedingte entzlindliche Prozesse darzustellen (Anonymus 2004).

Es gibt keine Anhaltspunkte fir eine Ubertragbarkeit der Erkrankung beim Menschen
(Anonymus 2004). Durch eine immunsuppressive Behandlung mit Anti-TNF-a steigt zwar das
Risiko einer disseminierten Tuberkulose, es erfolgt aber keine Streuung von MAP im
Organismus von an Morbus Crohn erkrankten Personen (Shanahan und O'Mahony 2005). Ein
infektidses Agens, das eine hochgradige Entziindungsreaktion im Darm wie bei Morbus Crohn
verursacht, wirde vermutlich auch eine starke zelluldre bzw. humorale Immunantwort des
Organismus gegen MAP ausldsen, was bei Crohn-Patienten nicht der Fall ist (Anonymus
2004). Der alleinige Nachweis von MAP-DNA konnte auch durch eine reine Passage des
Erregers, z. B. nach Aufnahme kontaminierter Lebensmittel, durch den Darm erklart werden
(Greenstein 2003). Es konnte sich um eine reine Kolonisation durch MAP oder um eine
Sekundarinfektion handeln (Grant 2005).
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2.5 Zucht auf Krankheitsresistenz beim Rind

Da eine Therapie bzw. sichere Prophylaxe durch Impfung fur die Infektion mit MAP und die
Paratuberkulose-Erkrankung nicht moglich ist (Kapitel 2.1.6), stellt sich die Frage nach
weiteren MaRnahmen zur Einddmmung der Paratuberkulose. Neben technischen und
Managementmalnahmen, die zwar teilweise wirkungsvoll (Goodger et al. 1996; Johnson-
Ifearulundu und Kaneene 1998), jedoch von der Durchfihrung auf einzelnen Betrieben
abhangig und daher anfallige bzw. kurzfristige Malinahmen sind, stellt sich die Frage nach
tiefergreifenden Methoden der VVorbeugung, wie sie die Zucht auf geringere Empfanglichkeit
fur Paratuberkulose ermdglichen kénnte. Die mogliche ursichliche Beteiligung des Erregers
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis am M. Crohn des Menschen gibt weitere
Veranlassung zur Bekampfung der Infektion des Rindes im Sinne des vorbeugenden
Verbraucherschutzes.

Krankheitsresistenz ist definitionsgemal die ererbte Fahigkeit eines vorher nicht exponierten
Tieres, widerstandsfahig gegen eine Erkrankung zu sein, nachdem es einem Pathogen
ausgesetzt wurde (Adams und Templeton 1998).

Ein Teil der Varianz von Resistenzmerkmalen ist auf Umweltfaktoren zuriickzufiihren, ein
Teil jedoch ist erblich und wird daher auf die Nachkommen (bertragen. Die meisten
Merkmale, die Krankheitsanfélligkeit und Fruchtbarkeit betreffen, haben eine geringe
Heritabilitdt (Lyons et al. 1991; Uribe et al. 1995; Heringstad et al. 2005; Snowder et al.
2005). Der zuchterische Effekt in Bezug auf Resistenzmerkmale ist daher geringer als bei
hoch erblichen Merkmalen, die beispielsweise das Exterieur betreffen. Dennoch, gerade bei
Merkmalen, die schwierig durch eine klassische Selektion zu beeinflussen sind, ermdglicht die
markergesttzte Selektion (MAS) eine direkte Selektion auf erwiinschte genetische Varianten
und damit Fortschritte in der Tierzucht (Dekkers und Hospital 2002; Raadsma und Fullard
2006). Der erfolgreiche Einsatz molekulargenetischer Methoden in der Tierzucht gelang unter
anderem beim Maligne-Hyperthermie-Syndrom des Schweins (Fujii et al. 1991), bei der
Bovinen Leukozyten Adhasionsdefizienz (BLAD) des Rindes (Kehrli et al. 1990) oder bei der
Zucht auf Scrapieresistenz beim Schaf (Hunter 2003).

Die schwierige Merkmalserfassung und -definition, die niedrige Heritabilitat sowie die lange
Inkubationszeit der Paratuberkulose machen sie zu einem Uberaus interessanten Gebiet fur die
MAS (Dekkers 2004), gleichwohl sich die Frage nach der Wirtschaftlichkeit dieser
kostenintensiven Methode stellt (Dekkers und Hospital 2002). Es gibt verschiedene genetische
Marker, die in der MAS angewendet werden. Dies sind 1.) direkte Marker, die fiir eine
funktionelle Mutation kodieren und in der gengestitzten Selektion (GAS) angewendet werden,
2.) LD-Marker (Marker, die sich populationsweit im Kopplungsungleichgewicht mit der
funktionellen Mutation befinden und abhéngig von der Populationsstruktur 1-5 cM nahe der
Mutation liegen sollten), sowie 3.) Marker, die sich populationsweit im Kopplungs-
gleichgewicht mit der funktionellen Mutation befinden (LE-Marker). LE-Marker sind durch
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genomweite Untersuchungen in Halbgeschwisterfamilien oder an Kreuzungstieren zu finden.
Direkte Marker und bis zu einem gewissen Grad auch LD-Marker erlauben es, direkt auf einen
bestimmten Genotyp zu selektieren, da die Assoziation zwischen Genotyp und Phéanotyp
populationsweit konsistent ist (Dekkers 2004). In jeder untersuchten Population, in der ein
LD-Marker angewendet wird, muss die Kopplung dieses Markers mit der funktionellen
Variante, die zwischen Populationen unterschiedlich sein kann, abgeschétzt werden (Dekkers
und Hospital 2002).

Aufgrund der bisher ermittelten Heritabilitaten gébe es grundsatzlich die Moglichkeit, auf eine
verbesserte Resistenz gegentber MAP zu ziichten, da es sich hier um eine sehr nachhaltige,
von Umwelteinflissen unabhangige Maoglichkeit handelt. Mit klassischen Zuchtmethoden, die
auf phanotypischer Auspragung von Merkmalen basieren, ist der Zuchtfortschritt aufgrund der
hohen Umwelteffekte begrenzt (Wolf 2005). Die Erblichkeit der Paratuberkulose von rund
10 % deutet darauf hin, dass entsprechende Polymorphismen im Genom einen Einfluss auf die
Infektion mit MAP nehmen. Spezifische Gene bzw. Genprodukte, die fir die Infektion mit
MAP und den Verlauf der Paratuberkulose verantwortlich sind, sind bisher nicht bekannt.

2.5.1 Voraussetzungen fur genetische Studien

Jede genetische Analyse der variierenden Krankheitsresistenz ist davon abhéngig, dass die
betroffenen Tiere auch als resistent bzw. empféanglich identifiziert werden kénnen. (Adams
und Templeton 1998). Einfluss auf die Infektion der Kalber haben nicht nur der Infektionsweg
und die Infektionsdosis, sondern auch der MAP-Stamm, das Alter des Tieres sowie dessen
Immunstatus und genetische sowie umweltbedingte Faktoren (Clarke 1997). Besonders
hervorzuheben ist die Wirkung des Hygienemanagements der betroffenen Betriebe, die schwer
zu standardisieren bzw. schwer messbar ist. (Goodger et al. 1996; vom Schlof3 2000).

Um den genetischen Hintergrund der Beziehungen zwischen Pathogen und Wirtsorganismus
analysieren zu kénnen, missen verschiedene Faktoren beachtet werden. Im Idealfall herrschen
konstante Umweltbedingungen, die Infektionsdosis ist standardisiert und gewahrleistet eine
gleich bleibende Infektiositat des Erregers, eine gleich bleibende Infektionsroute, sowie eine
geeignete einheitliche Merkmalserfassung (Adams und Templeton 1998). Voraussetzung ist
weiterhin die Polymorphie untersuchter Mikrosatelliten bzw. Genloci, die besteht, wenn
mindestens zwei Varianten existieren und die haufigste Variante in einer Allelfrequenz unter
99 % auftritt (Landegren et al. 1998).

Es Dbestehen in der Hauptsache zwei Maoglichkeiten, genetische Varianten, die das
Krankheitsrisiko beeinflussen, zu analysieren. Bei der Kopplungsanalyse werden genomweit
Marker innerhalb von Familien analysiert, in denen das Merkmal nachgewiesen wurde.
Hierdurch konnen Marker, die in Verwandten hdufiger als erwartet mit dem Merkmal
segregieren, verwendet werden, um krankheitsverursachende Gene zu finden Das Potenzial,
Allele mit moderatem Effekt auf die Merkmalsausprdgung zu identifizieren, ist bei diesem
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Ansatz meist gering (Hirschhorn 2005).

Assoziationsstudien haben mehr Potential, den Effekt von Genvarianten auf ein Merkmal zu
erfassen als Kopplungsanalysen (Hirschhorn 2005). Der Marker muss jedoch im
Kopplungsungleichgewicht mit dem empféanglichmachenden Allel (disease susceptibility
allele, DSA) stehen. Aus diesem Grund ist eine groBe Tierzahl wichtig, um bei erwarteten
Polymorphismen mit geringem Effekt zu aussagekraftigen Ergebnissen zu kommen. Es sind
Probenzahlen von 500 (Long und Langley 1999) bis 1000 und mehr (Zondervan und Cardon
2004; Hirschhorn 2005) erforderlich, um in einer Assoziationsstudie allein nominell
signifikante p-Werte (p <0,05) zu erzielen. Die Wahrscheinlichkeit, eine Assoziation
feststellen zu koénnen, steigt ebenfalls mit dem Anteil des verantwortlichen Genortes an der
phanotypischen Variation und mit der Zahl untersuchter Polymorphismen in einer
Kandidatengenregion (Long und Langley 1999).

Studientypen, die sich eignen, die Assoziation von Krankheiten und Risikofaktoren zu
ermitteln, sind Kohorten- oder Langsschnittstudien, Querschnittsstudien und Fall-
Kontrollstudien (Klug et al. 2007). Eine Assoziation liegt vor, wenn ein spezifisches Allel
eines genetischen Markers in einer Population h&ufiger bei erkrankten als bei gesunden
Individuen vorkommt (Boddeker und Ziegler 2000). In Fall-Kontroll-Studien werden
erkrankte und nicht erkrankte Individuen bezlglich verschiedener Risikofaktoren verglichen.
Wichtig ist die Anpassung (Matching) der Kontrolle nach Alter, Betrieb und Geschlecht (Klug
et al. 2007), um die Gefahr systematischer Fehler, die zu einer Verzerrung (bias) von
Ergebnissen fuhren, zu verringern.

2.6 Kandidatengenansatz

Kandidatengene sind Gene, die aufgrund ihrer (mdglichen) biologischen Funktion oder
bedingt durch ihre Position innerhalb eines QTLs mdglicherweise fiir die ph&notypische
Auspragung eines Merkmals verantwortlich sind (Bdddeker und Ziegler 2000). Da eine
morphologische und klinische Ahnlichkeit zwischen M. Crohn beim Menschen und
Paratuberkulose beim Rind besteht (Chacon et al. 2004), kann man davon ausgehen, dass
ahnliche immunologische Mechanismen in der Krankheitsentstehung eine Rolle spielen.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass Gene, die einen Einfluss auf die Auspragung
von M. Crohn haben, geeignete Kandidatengene zur Untersuchung von Paratuberkulose sind.

Andere Mycobacteria spp. als MAP verursachen Erkrankungen, bei denen ein genetischer
Einfluss bewiesen ist. Bei der Lepra ist eine Punktmutation im TLR2-Gen des Menschen mit
der schweren Verlaufsform assoziiert (Bochud et al. 2003, Kang et al., 2001), auch bei
humaner Tuberkulose beeinflussen genetische Varianten die Krankheitsauspragung (Bellamy
und Hill 1998; Bellamy et al. 1998; Bellamy 2000; Greenwood et al. 2000; Ben-Ali et al.
2004).

Die vermehrte bzw. verminderte Expression einzelner Gene in verschiedenen Stadien der
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Paratuberkulose ist in zahlreichen Studien an Schafen (Alzuherri et al. 1996; Burrells et al.
1999) und Rindern (Lee et al. 2001; Coussens et al. 2002; Aho et al. 2003; Buza et al. 2003;
Coussens et al. 2004b; Khalifeh und Stabel 2004a; Coussens et al. 2005) untersucht worden.
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2.6.1 Interleukin-12 (1L12)

IL-12 wird von aktivierten Makrophagen ausgeschuttet und ist essentiell fir die Abwehr
intrazellularer Erreger. Weiss und Mitarbeiter (2002) untersuchten die Immunantwort boviner
Makrophagen und fanden eine verringerte Expression von Interleukin-12, Interferon-y und
TNF-o nach Inkubation mit Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis. Beim Menschen
besteht eine erhdhte Empféanglichkeit fir mycobakterielle Infektionen bei Mutationen im I1L12-
Gen und bei Mutationen im IL12-Rezeptor (Basu et al. 2004).

IL12-defiziente Mause zeigen eine erhohte Anfalligkeit fir Erkrankungen, die durch
Mycobakterien ausgel6st werden. 1L12B kodiert fir die p40-Untereinheit des 1L12, IL12A flr
die p35-Untereinheit (Doffinger et al. 2006), daher wurden die Mikrosatelliten BB719 in
Locus IL12B sowie BB704 in Locus IL12A zur Untersuchung ausgewéhlt (Tabelle 3).

2.6.2 Natural Resistance associated Macrophage Protein 1 (NRAMP1)

Synonym: Solute Carrier Family 11 (Proton-coupled divalent Metal lon Transporters),
Member 1

NRAMPL ist ein integrales Membranprotein mit 12 transmembrandren Doméanen, das von
Makrophagen exprimiert wird und am Transport divalenter Kationen beteiligt ist (Govoni und
Gros 1998). Nach erfolgter Phagozytose befindet sich das Protein in der Membran des
reifenden Phagosoms und modifiziert direkt oder indirekt die Umweltbedingungen fir
intrazellulare Pathogene, indem es die Replikation beeinflusst (Gruenheid et al. 1997).

NRAMPL ist assoziiert mit natlirlicher Resistenz gegenuber Infektionen mit Salmonella sp.,
Leishmania sp. und Mycobacterium sp. bei der Maus (Vidal et al. 1993). Im Unterschied zur
Maus, bei der NRAMP1 die F&higkeit vermittelt, in frihen Stadien einer Infektion mit
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) zu kontrollieren, ist das menschliche
NRAMP1 vermutlich an der Auspragung einer offenen Tuberkulose beteiligt. Die Ausbildung
einer symptomatischen Tuberkuloseerkrankung wurde von Greenwood et al. (2000)
untersucht. Die Autoren vermuten, dass die Empfanglichkeit von einem in der Nahe des
NRAMP1-Gens liegenden, aber davon verschiedenen Gen beeinflusst wird. Beim Rind
konnten Adams und Templeton (1998) sowie Barthel et al. (2001) eine Assoziation mit der
Resistenz gegen Brucella abortus nachweisen, jedoch war keine Assoziation von
Polymorphismen im NRAMP1-Gen mit der natirlichen Resistenz gegen Tuberkulose
herstellbar (Barthel et al. 2000). Auch Estrada-Chavez et al. (2001) konnten beim Rind zwar
eine Erhdhung der Expression des NRAMPL, jedoch keine protektive Wirkung gegen
Tuberkulose feststellen. Daher scheinen zumindest beim Rind andere Genorte fiur die
Resistenz gegen Tuberkulose verantwortlich zu sein (Chacon et al. 2004). Reddacliff et al.
(2005) fanden eine mdogliche Assoziation eines NRAMP1-Mikrosatellitenallels mit schwerer
Klinischer Paratuberkulose-Erkrankung beim Schaf.
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2.6.3 Interferon-y (IFNG)

Interferon-y (IFNG) ist ein proinflammatorisches Zytokin. Es wirkt makrophagenaktivierend
und ist der starkste Gegenspieler des Interleukin-4. Es wird bei vielen Spezies zur Abwehr von
Mycobakterieninfektionen und anderen intrazellularen Pathogenen wie Leishmania spp. oder
Listeria monozytogenes benétigt (Flynn et al. 1993; Coussens 2004). IFNG wird von
aktivierten T-Zellen und natirlichen Killerzellen sezerniert. Bei der menschlichen
Tuberkulose gilt IFNG als wichtigstes Zytokin bei der Zellaktivierung (Cooper und Flynn
1995). Menschen mit einem Defekt des IFNG-Rezeptors sind hochempfanglich gegeniber
Mycobakterieninfektionen (Altare et al. 1998a; 1998b) .

Die IFNG-Genexpression in Geweben subklinisch infizierter Rinder ist signifikant hoher als
bei Tieren, die sich im klinischen Stadium der Erkrankung befinden (Stabel 1996; Sweeney et
al. 1998; Khalifeh und Stabel 2004b). Die Expression in Geweben mit aktiver MAP-Infektion
ist ebenfalls erhéht, allerdings wird sie teilweise durch eine erh6hte Produktion von TGFb in
infizierten Geweben eingeddmmt (Coussens et al. 2004c). Eine verringerte Produktion von
IFNG fuhrt zu einer erleichterten Ausbreitung der Infektion, da neu produzierte Makrophagen
nicht ausreichend aktiviert werden (Coussens 2004). Zur Analyse ausgewdahlt wurde der
Mikrosatellit BMS1617 im IFNG (Tabelle 3).

2.6.4 Interleukin-4 (IL4)

Interleukin-4 (IL-4) ist ein antiinflammatorisches Typ-2-Zytokin. Es beschrankt die zelluléren
Abwehrmechanismen gegen Mycobakterien durch Einddmmung der Makrophagenaktivitat
und untersttzt die Entwicklung einer humoralen Immunantwort (Basu, 2004). IL-4 defiziente
Méuse entwickeln gesteigerte pathologische Lé&sionen im Zusammenhang mit
mykobakteriellen Infektionen (Sugawara et al. 2000), wahrend sich die Behandlung mit
exogenem IL-4 hemmend auf die Entwicklung von Granulomen auswirkt. Daher wurde der
Mikrosatellit BOBT24 (Tabelle 3) zur Untersuchung ausgesucht.

2.6.5 Interleukin-18 (1L18)

Interleukin-18 (IL-18) stimuliert synergistisch mit Interleukin-12 die Produktion von IFN-y
(Sugawara et al. 1999). Ein Polymorphismus im IL18 ist mit einem erhohten Risiko fur
M. Crohn assoziiert (Tamura et al. 2002). I1L-18-defiziente Mause haben nur eingeschrankte
Fahigkeiten, Infektionen mit diversen Mycobakterien zu bek&mpfen und zeigen verminderte
IFNG-Level im Vergleich mit Wildtyp-Mé&usen. Erst nach Behandlung mit exogenem IL-18
waren diese Méuse in der Lage, die granulomatdsen Lésionen einzudammen. Ein Mangel an
IL-18 kann nicht durch IL-12 oder andere Zytokine kompensiert werden (Sugawara et al.
1999). Fir die Studie wurde daher der Mikrosatellit BB702 gewéhlt (Tabelle 3).
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2.6.6 Interleukin-10 (1L10)

Khalifeh und Stabel (2004) vermuten, dass der Eintritt in das klinische Stadium der
Paratuberkulose-Erkrankung durch die Expression von TGFg und IL10 vermittelt wird,
begleitet von einer verminderten IFNG-Genexpression. IL-10-defiziente Mé&use sind in der
Lage, mycobakterielle Infektionen besser zu kontrollieren als Wildtyp-Mduse (Murray und
Young 1999).

Die IL10-Expression von in vitro mit MAP infizierten Rindermakrophagen ist gegeniiber nicht
infizierten Makrophagen verstarkt (Coussens et al. 2002; Weiss et al. 2002; Coussens 2004;
Berger und Griffin 2006). Makrophagen MAP-infizierter Rinder produzieren ohne vorherige
Stimulation mehr IL-10 als Makrophagen gesunder Rinder (Coussens et al. 2004c). Insgesamt
gibt es starke Hinweise auf eine Beteiligung des Interleukin-10 in der Abwehr von
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, es wurde der Mikrosatellit BB717 untersucht
(Tabelle 3).

2.6.7 Tumor Necrosis Factor-a (TNF)

Tumor Necrosis Factor-a (TNF) ist ein Hauptaktivator der Entziindungsreaktion und initiiert
eine protektive Immunantwort bei Mycobakterieninfektionen. Die Expression von TNF ist bei
mit Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis subklinisch infizierten Tieren geringer als bei
gesunden Vergleichstieren (Buza et al. 2003). Zur Analyse kam der Mikrosatellit BB705 in
Locus TNF (Tabelle 3).

2.6.8 Toll-like-Rezeptoren (TLR)

Toll-like-Rezeptoren sind wichtige Vermittler der angeborenen Immunitat, die spezifische,
hochkonservierte Strukturen von Erregergruppen, sogenannte pathogenassoziierte molekulare
Muster, Pathogen associated molecular Patterns (PAMPs) erkennen (Janeway und Medzhitov
1998). Daher spielen sie eine zentrale Rolle bei der Initiierung der Immunantwort gegentiber
vielen Pathogenen. Sie gehdren zur Multigenfamilie von ,,Pattern Recognition“-Rezeptoren,
Molekdilen der Zelloberflache, die Teil der TLR-Interleukin-1-Superfamilie sind (Aderem und
Ulevitch 2000; Medzhitov 2001; Lien und Ingalls 2002; Akira 2004; Krutzik und Modlin
2004). Bis jetzt sind mindestens 13 dieser Toll-like-Rezeptoren bei Saugetieren bekannt, zehn
davon wurden beim Rind bereits physisch kartiert (White et al. 2003a; McGuire et al. 2006).

Die Bindung an PAMPs induziert die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, die
Effektorzellen der angeborenen Immunitat (Neutrophile, Monozyten) rekrutieren. Diese sind
nicht nur an der entziindlichen Reaktion beteiligt, sondern regulieren auch die nachfolgende
Immunantwort (Werling und Jungi 2003; Sharma et al. 2006). Jeder Rezeptor erkennt ein
spezifisches Muster von PAMPs, bei TLR4 sind dies Lipopolysaccharide gramnegativer
Bakterien sowie Hitzeschockproteine, Fibrinogen, Fibronectin und Oligosaccharide des
Hyaluronan (Lien und Ingalls 2002).
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Lebendes Mycobacterium tuberculosis enthalt ebenfalls Liganden, die Uber TLR4 Zellen
aktivieren. Im Tierversuch zeigte sich die protektive Funktion des TLR4 in der Immunantwort
gegen Mycobacterium tuberculosis (Means et al. 1999; Means et al. 2001) und gegen
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (Ferwerda et al. 2007).

TLR4 wird unter anderem im Golgi-Apparat von Zellen des Intestinalepithels exprimiert
(Hornef et al. 2003). Beim Menschen konnte in einer Studie ein SNP im TLR4-Gen mit
erhohter Inzidenz fir Morbus Crohn assoziiert werden (Franchimont et al. 2004).

Im TLR4 des Rindes wurden drei SNPs identifiziert, die einen Einfluss auf die
Laktationspersistenz sowie die somatische Zellzahl in der Milch in der kanadischen
Holsteinpopulation aufweisen (Sharma et al. 2006). Diese Austausche liegen in der
Promotorregion (P-226) sowie in Exon Il (E3+1656, E3+2021) und wurden mittels Tetra-
Primer Amplification-Refractory-Mutation-System-PCR (Tetra-Primer ARMS) untersucht (Ye
et al. 2001). Exon | und Il waren in dieser Studie nicht polymorph. Kiihe mit einer flacheren
Milchleistungskurve werden als langlebiger angesehen verglichen mit Tieren, die zwar
dieselbe Milchmenge, jedoch einen hohen Leistungspeak mit starkem Leistungsabfall
aufweisen, da sie geringeren Stoffwechselbelastungen ausgesetzt sind und daher als
krankheitsresistenter gelten.

Beim Huhn liegt TLR4 innerhalb eines QTL flr Resistenz gegen Salmonella enterica ser.
Typhimurium (Leveque et al. 2003), einem fakultativ intrazelluléren Pathogen.

2.6.9 Caspase Recruitment Domain, Member 15 (CARD15)
Synonym: NOD2, Nucleotide binding Oligomerization Domain.

NODs bilden eine Proteinfamilie, die an der intrazellularen Erkennung pathogener
Komponenten beteiligt ist und Mechanismen der angeborenen und erworbenen Immunitét
verbindet (Inohara und Nunez, 2001; Inohara und Nunez, 2003).

CARD15 ist ein zytoplasmatisches Protein, das in peripheren Blutmonozyten und intestinalen
Epithelzellen und Leukozyten exprimiert wird (Berrebi et al. 2003; Ogura et al. 2003) und die
Abwehr gegen mikrobielle Pathogene vermittelt. Es besteht aus einer aminoterminalen
effektorbindenden Doméne (CARD), einer nukleotidbindenden Domane (NBD) und der
carboxyterminalen ligandenerkennenden Doméne (LRRs), die ein Fragment erkennt, das auch
Bestandteil der Zellwand grampositiver Bakterien ist (Inohara und Nunez 2003).

CARD15 liegt innerhalb der ersten identifizierten, mit entzindlichen Darmerkrankungen
assoziierten Region IBD 1 auf Chromosom 16 des Menschen (Hugot et al. 1996) und wurde
2001 als erstes Gen, dessen Varianten mit erhohter Empféanglichkeit fur Morbus Crohn
assoziiert sind, nachgewiesen (Hugot et al. 2001; Ogura et al. 2001). Bei der Maus wurden
durch Sequenzierung des CARD15-Gens vielféltige Polymorphismen in allen zwolf Exons
gefunden (Ogura et al. 2003).
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Drei funktionelle Genvarianten beim Menschen, die mit einer erhdhten Empfanglichkeit fur
Morbus Crohn assoziiert sind (R675W, G881R, 980fs) liegen in Exon 111, VII und X (Hugot et
al. 2001; Ogura et al. 2001). Menschen mit Mutationen im CARD15 sind haufiger mit MAP
infiziert als unter IBD leidende Patienten ohne diese Mutationen (Sechi et al. 2005).

Schmid et al. (2004) vermuten einen Zusammenhang mit einer verminderten Expression von
alpha-Defensin, einem endogenen antimikrobiellen Peptid. Das Risiko, an bestimmten Formen
von M. Crohn zu erkranken, ist bei heterozygoten Trégern einer der drei Mutationen 2- bis 4-
fach, bei homozygoten 20- bis 40-fach erhéht (Bonen und Cho 2003).

Eine molekulargenetische Untersuchung bezuglich der Suszeptilibitéatsallele (R675W, G881R,
980fs) des CARD15-Gens bei einem kanadischen Patienten (siehe Kapitel 2.4) ergab fiir zwei
dieser Bereiche den homozygot empfanglichen Genotyp und eine heterozygote Substitution
fur G881R. Die Autoren zogen den Schluss, dass bei diesem Patienten die Infektion eines
genetisch empfanglichen Wirtes mit MAP in Morbus Crohn resultierte (Behr et al. 2004).

2.6.10 Interleukin-2 (I1L2)

Interleukin-2 ist ein wichtiger Wachstums- und Differenzierungsfaktor flr aktivierte T-Zellen.
Eine Ausweitung von proinflammatorischen T-Zellen innerhalb der Lymphknoten wird durch
eine verstarkte Expression von IL-2 und IL-2/CD25-Signalwege stimuliert (Coussens et al.
2004c). Die Ausbreitung von Supressor-T-Zellen erfolgt vermutlich durch denselben
Signalweg, bleibt jedoch anfangs hinter der Expansion der proinflammatorischen Zellen
zurlick. Solange das Gleichgewicht zugunsten der proinflammatorischen Zellpopulation
verschoben ist, zeigen infizierte Rinder positive Ergebnisse im In-vitro-IFNG-Assay
(Coussens 2004). Bei Menschen dominieren Thl-like Zellen, die IFNG und IL-2 exprimieren,
bei der tuberculoiden oder paucibazillaren Form der Lepra, wéhrend IL-4 und IL-10
exprimierende Th2-like Zellen bei der lepromatdsen (multibazillédren) Lepra, die mit einer
ineffizienten  Immunabwehr einhergeht, vorherrschen (Yamamura et al. 1991).
Untersuchungen an Lymphozyten von klinisch an Paratuberkulose erkrankten Schafen zeigten,
dass bei mykobakteriellen Infektionen initial ein Thl1-Zytokin Sekretionsprofil besteht
(Burrells et al. 1999).

Im Promotorbereich und in Introns des bovinen Interleukin-2-Gens (IL2) wurden 12
Nukleotidaustausche und eine Insertion identifiziert (Lihken 2007), jedoch noch nicht im
Zusammenhang mit der Infektion mit MAP untersucht.

2.6.11 GATA binding protein 3 (GATA3)

GATAS3 gehort zur Familie der GATA-Transkriptionsfaktoren (Weiss und Orkin 1995) und ist
ein wichtiger Regulator der Th2-Zell-Entwicklung und -Funktion (Kim et al. 2006; Ho und Pai
2007). Alle GATA-Proteine enthalten zwei hochkonservierte Zinkfinger, die an DNA mit der
Konsensussequenz ,,WGATAR*" binden (zusammengefasst von Ho und Pai 2007).

23



LITERATURUBERSICHT

Die Expression von GATAZ ist in peripheren mononukleédren Blutzellen (PBMC) subklinisch
mit MAP infizierter Rinder erhoht, verglichen mit PBMC von nicht infizierten Kontrolltieren
(Coussens et al. 2005).

Tabelle 3: Kandidatengene und die zur Analyse ausgewéhlten Mikrosatellitenmarker, ihre
genetische und physische Position und deren Referenzen.

Locus/ Marker BTA relative Referenz
Gen Position
Marker
(cM)
IL12A BB704 1 q34-q36 100,083 Band et al. 2000; Sonstegard et al.
2000
IL12B BB719 7 023-q24 83,466 Band et al. 2000; Sonstegard et al.
2000
NRAMP1 BMC9006 2 q43-q44 95,570 Feng et al. 1996; Sonstegard et al.
1997
IFNG BMS1617 5023 56,303 Stone et al. 1995
IL4 BOBT24  7q15-921 32,045 Buitkamp et al. 1995; Buitkamp et al.
1996
IL18 BB702 15 gq13-q14 19,526 Sonstegard et al. 2000
IL10 BB717 16 q12 2,685 Sonstegard et al. 2000
TNF BB705 23 ql4d-ql5p 43,103 Sonstegard et al. 2000
* RM106 20 3-5,500 Kappes et al. 1997; Gonda et al. 2006b
* BM1225 20 8,238 Kappes et al. 1997; Gonda et al. 2006b

BTA, chromosomale Lokalisation auf dem bovinen Chromosom; *, Mikrosatelliten innerhalb eines QTL

2.7 Mikrosatellitenanalyse

Mikrosatelliten sind eine Form der VNTRs (variable nucleotide tandem repeats), kurze
repetitive Sequenzen des Genoms, die vor allem in nicht kodierenden Bereichen des Genoms
auftreten und kodominant vererbt werden (Litt und Luty 1989). Mikrosatelliten zeichnen sich
durch eine im Vergleich mit Punktmutationen kodierender Gene hohe Mutationsrate
von 107 bis 10°*/Locus/Generation (Li et al. 2002) und einen hohen Polymorphiegrad aus. Ein
GroRteil der Mikrosatelliten gilt als selektionsneutral und zuféllig tUber das euchromatische
Genom verteilt (Tachida und lzuka 1992; Schil6tterer 2000). Li et al. (2002) postulieren eine
nicht zuféllige Verteilung der Mikrosatelliten und deren Beteiligung an der Regulierung der
Genaktivitat, der DNA-Replikation und des Zellzyklus sowie an der chromosomalen
Organisation. Sind Mikrosatelliten mit Kandidatengenen gekoppelt, konnen sie fur
Untersuchungen der Kosegregation mit dem Zielmerkmal verwendet werden (Rothuizen et al.
1999). Variationen in der Repeatanzahl von Mikrosatelliten der UTRs und Introns kénnen
signifikante Effekte auf die Genexpression haben und zu phanotypischen Modifikationen
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fihren (Li et al. 2004). Dinukleotid-Sequenzen sind aufgrund ihrer hohen Affinitat zu
Rekombinationsenzymen bevorzugte Orte der Rekombination (Biet et al. 1999).

Die beiden hauptsachlich zugrunde liegenden Mutationsmechanismen von Mikrosatelliten
sind DNA-Slippage (Levinson und Gutman 1987) wahrend der Replikationsphase (Tachida
und lzuka 1992) sowie Rekombination zwischen DNA-Strangen bei ungleichem Crossing-
over oder Genkonversion (Harding et al. 1992). Durch ihren hohen Polymorphiegrad, die
kodominante Vererbung und die gleichmaRige WVerteilung Gber das Genom sind
Mikrosatelliten gut geeignet fir molekulargenetische Untersuchungen an landwirtschaftlichen
Nutztieren. Weitere Vorteile der Mikrosatellitenanalyse liegen in der effektiven
Typisierbarkeit durch Multiplex- und Multiloading-Verfahren (Peter 2005).

Beispiele fir den Einsatz von Mikrosatelliten sind die ldentifizierung von quantitative trait
loci (QTL) (Kuhn et al. 2003) sowie die Erstellung genetischer Karten (Kappes et al. 1997;
Ihara et al. 2004). Weitere erfolgreiche Anwendungsgebiete sind die Durchfihrung von
Abstammungskontrollen (Glowatzki-Mullis et al. 1995), Diversitatsstudien (Ibeagha-Awemu
und Erhardt 2005; Freeman et al. 2006) und Studien zur Populationsgenetik (Cymbron et al.
2005).

Ferner seien die Bedeutung der Trinukleotidblock-Expansionserkrankungen, beispielsweise
Chorea Huntington (MacMillan et al. 1993), oder Fragile X Syndrom (White et al. 1999)
erwéhnt, die mit einer unphysiologisch erhohten Anzahl an Trinukleotid-Repeats einhergehen.
Dariiber hinaus wird in der Literatur die Assoziation eines bestimmten (CA)n-Repeats eines
Mikrosatelliten oberhalb des humanen Aldose Reduktase-Gens mit diabetischer Retinopathie
(Fujisawa et al. 1999; Becker 2002) beschrieben. Beim Rind konnte die Assoziation eines
Dinukleotid-Repeats in der 3’'UTR des NRAMP1-Gens mit der Resistenz gegen Brucella
abortus nachgewiesen werden (Adams und Templeton 1998; Barthel et al. 2000).
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3 Material und Methoden
3.1 Tiere und Probenmaterial

3.1.1 Vergleichsgruppe

Zur Ermittlung von rasseabhangigen Allel- und Genotypfrequenzen der Mikrosatellitenmarker
wurden als Vergleichsgruppe Proben der Rassen Dt. Holstein (n = 84), Dt. Angus (n = 116),
Dt. Fleckvieh (n = 99) und Jersey (n = 41) untersucht. Die Rassen Dt. Holstein, Dt. Angus und
Dt. Fleckvieh wurden aufgrund ihrer in Deutschland vorherrschenden Bedeutung ausgewahit.
Die Vergleichsgruppe ist unselektiert, nicht verwandt und stellt einen Populationsquerschnitt
in Deutschland dar. Blutproben dieser Tiere lagen in der Probenbank des Instituts flr
Tierzucht und Haustiergenetik vor bzw. wurden auf der Lehr- und Forschungsstation Oberer
Hardthof und dem Lehr- und Versuchsbetrieb Rudlos der Universitat GielRen gesammelt.

3.1.2 Proben verschiedener Rinderrassen

Zur Charakterisierung von Kandidatengenen und zur ldentifikation von Polymorphismen
wurden in der Probenbank des Instituts fir Tierzucht und Haustiergenetik vorliegende DNA-
Proben von Rindern der Rassen Gelbvieh, Pinzgauer, Jersey, Angler, Braunvieh, Brown
Swiss, Dt. Fleckvieh, Dt. Angus, Dt. Schwarzbuntes Niederungsrind, Limousin, Anatolisches
Schwarzvieh, Ostanatolisches Rotvieh, Brahman und N’Dama verwendet (siehe Anhang
Abbildung A).

3.1.3 Proben von Tieren mit MAP-Status

Die Proben von Tieren mit bekanntem MAP-Status stammten aus Betrieben, die am Thuringer
Sanierungsprogramm fiir von Paratuberkulose betroffene landwirtschaftliche Betriebe
freiwillig teilnehmen. Das Programm besteht seit dem Jahr 2000. Alle Rinder Gber 18 Monate
werden halbjahrlich serologisch mittels ELISA-Tests (Svanovir® ParaTB Ab ELISA Kit;
IDEXX HerdChek™ M. pt. Ab ELISA-Test Kit) vom Tiergesundheitsdienst Thiringen e. V.
(TGD) auf ihren Antikorperstatus gegen den Erreger Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis untersucht. Die Ergebnisse wurden als kontinuierliche Variable (optische
Dichte, OD) gemessen und anschlieRend durch den Vergleich mit einem vom Hersteller
definierten Grenzwert (sogenannter ,,Cut-off-Wert“, IDEXX: S/P-Wert 0,0-0,09 negativ,
0,10-0,24 verdachtig, > 0,25 positiv; Svanovir OD-Wert < 31 % negativ, 32-52 % verdachtig,
>53 % positiv) trichotomisiert, sodass die Einteilung aller beprobten Tiere in testpositive
(MAP-positiv), testnegative (MAP-negativ) und verdachtige Tiere (MAP-verdachtig) vorlag.
Serologisch negative und verdachtige Tiere werden einem weiteren turnusgemélien
serologischen Screening unterzogen, wahrend vom Kot der positiven Tiere ebenso zyklisch
Kulturen zum Erregernachweis durch Anzucht angelegt werden.
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Im Rahmen dieses Programms wurden fiir diese Arbeit 6165 im Friihjahr 2005 gewonnene
Vollblutproben (EDTA-Vollblut) von Rindern der Rassen Dt. Holstein (Schwarzbunt;
Rotbunt), Dt. Fleckvieh, Dt. Angus, Limousin und Jersey sowie von Kreuzungstieren zur
Verfligung gestelt.

Fur 4524 dieser Tiere der Rasse Dt. Holstein stellten die Vereinigten Informationssysteme
Tierhaltung w. V. (VIT) in Verden Pedigreedaten (Lebensohrmarkennummer des Tieres,
Abstammung [Vater/Mutter], Rasse, Geburtsdatum und Betriebszugehorigkeit) und
Leistungsdaten (Daten zur letzten Kalbung, Laktationsanzahl, Laktations-Melktage,
Laktationsmilchmenge, -fettmenge und -eiweiBmenge) zur Verfligung. Abbildung 1 zeigt die
Infrastruktur und den Informationsfluss zwischen dem Institut fiur Tierzucht, dem
Tiergesundheitsdienst sowie dem VIT in Verden. Die Pedigree- und Leistungsdaten der
beprobten Tiere wurden neben den Typisierungsergebnissen in einer Datenbank
zusammengefasst (Datensatz 1).

Blut-/Kotproben v. Tieren > 18 Mo

Tiergesundhcitsdienst <: | MLP/I1B

Lhiinngen | = Betriebe

i Einzelter- und Herdenstatus -
Blutproben
+
Testergebnis
\/ Tiendentitit und \/
Institut

| @ _ Leistungsdaten =
fiir Tierzucht < | VIl

und Haustiergenetik Verden

Zusammenfassung der Daten

Abbildung 1: Infrastruktur und Vernetzung zur Durchfiihrung der Studie.

In den unterschiedlichen Betrieben (A bis L) lag die Anzahl der auf Paratuberkulose
untersuchten Tiere im Frihjahr 2005 zwischen 192 und 655 Tieren, der Anteil serologisch
MAP-positiver Tiere lag zwischen 3,2 und 36,9 % (Tabelle 4). Von 2084 Tieren aus sechs
Betrieben lag zusatzlich zum MAP-Status (positiv, negativ, verdachtig) der gemessene OD-
Wert (optische Dichte, ODV) aus dem LAM-ELISA (Svanovir® ParaTB Ab ELISA Kit) vor
(Datensatz 2, Tabelle 5).
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Tabelle 4: Anteil (%) serologisch MAP-negativer (n = 3113), MAP-positiver (n = 637) und
MAP-verdachtiger (n =774) Tiere der Rasse Dt. Holstein, aufgeschliisselt nach Betrieben
sowie gesamte Tierzahl je Betrieb (n=).

Betrieb- Tier- MAP-Status

Nr. ish; negativ (%) positiv (%) verdachtig (%)
A 528 41,48 36,93 21,59
B 311 78,14 7,40 14,47
C 655 89,16 3,21 7,63
D 486 61,93 15,23 22,84
E 139 92,81 5,04 2,16
F 490 67,55 14,49 17,96
G 641 62,71 13,10 24,18
H 323 75,23 13,93 10,84
| 225 76,89 10,22 12,89
J 234 56,84 28,63 14,53
K 192 75,52 5,21 18,27
L 300 70,00 5,67 24,33

Tabelle 5: Beschreibung des zur Auswertung verwendeten Datenmaterials mit Tierzahl,
Anzahl der eingesetzten Bullen sowie der Zahl der Tochter pro Vater.

Datensatz 1 Datensatz 2
Tiere mit MAP-Status Tiere mit MAP-Status
und ODV

Tierzahl 4524 2084
Anzahl der Betriebe 12 6
Anzahl der Vater 564 297
Anzahl der Tdéchter/Vater 8,0 7,0
Spanne 1-161 1-117

positiv 14,1 14,1
MAP-Status in %  verdachtig 17,1 22,7

negativ 68,8 63,2

Datensatz 1, Tiere mit MAP-Status positiv, negativ, verdachtig (Anteile in Prozent); Datensatz 2, Tiere mit
gemessenem OD-Wert aus dem ELISA

Um das Niveau der untersuchten Betriebe im Bezug auf die Milchleistung darzustellen, sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen der Milchleistungsdaten ohne Berticksichtigung
des Paratuberkulosestatus der einzelnen Kiihe aufgefuhrt (Tabelle 6).

28



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 6: Rohmittelwerte ( x ) und Standardabweichungen (Std) der Milchleistungsdaten der
ersten Laktation von Kiihen der Rasse Dt. Holstein in MAP-positiven Betrieben.

Gesamt (n=4524)

X Std
Milchmenge (kg) 8397,8 1780,0
Milchfett (kg) 337,5 69,0
Milchprotein (kg) 283,0 54,9

Gesamt, alle Tiere mit Pedigree- und Laktationsdaten, nur Laktationen tber 250 Tagen wurden berlicksichtigt

3.1.3.1 Auswahl der Proben fur Assoziationsanalysen

Fur die Assoziationsstudien wurde aus der Gesamtheit der serologisch positiven Tiere
(n=637) die Fallgruppe (n=594) ausgewahlt. Hierbei wurden nur Rinder der Rasse Dt.
Holstein mit zusétzlichen Pedigreeinformationen berlcksichtigt, die im Frihjahr 2005 oder
davor serologisch MAP-positiv getestet wurden und zum Testzeitpunkt noch im Betrieb
vorhanden waren.

Dreiundvierzig der serologisch positiven Kihe hatten keine vaterlichen Halbgeschwister und
wurden daher nicht in der Fall-Kontroll-Studie einbezogen.

Als Kontrollgruppe (n=585) wurde anhand gleicher véterlicher Abstammung und unter
Berlicksichtigung des Alters der Rinder mdglichst zu jedem Positiven ein Tier aus dem selben
Betrieb, jedoch mit negativem serologischen MAP-Status, gewahlt. War kein Kontrolltier im
gleichen Alter (=3 Monate) wie das MAP-positive Tier vorhanden, wurde ein alteres,
serologisch negatives Halbgeschwister aus demselben Betrieb, bei Bedarf aus dem gesamten
Tiermaterial ausgewéhlt. Fir insgesamt 116 der serologisch positiven Tiere waren keine
negativ getesteten Halbgeschwister im gleichen Betrieb vorhanden.

Die Differenz von neun Tieren zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe erklért sich
dadurch, dass in wenigen Fallen mehrere vaterliche Halbgeschwister positiv getestet worden
waren und nicht die gleiche Anzahl an negativen vaterlichen Halbgeschwistern zur Verfligung
stand.

Das Alter der Tiere lag zwischen zwei und elf Jahren, der prozentual hochste Anteil davon
(29,6 %) entfiel auf die Altersgruppe von drei Jahren. Die Zahl der aus dem Gesamtkollektiv
fir die Assoziationsstudie ausgewahlten Tiere, aufgeschlisselt nach Geburtsjahr und
serologischem MAP-Status, zeigt Tabelle 7.
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Tabelle 7: Altersstruktur der Fall- und Kontrollgruppe (MAP-pos., n = 594; MAP-neg.,

n = 585).

Geburtsjahr MAP-pos. (n) MAP-neg. (n) gesamt
1994 0 4 4
1995 2 8 10
1996 6 14 20
1997 11 16 27
1998 34 33 67
1999 51 51 102
2000 129 93 222
2001 185 156 341
2002 157 192 349
2003 19 18 37

MAP-neg, serologisch negativ getestete Tiere; MAP-pos, serologisch positiv getestete Tiere

3.2 Verbrauchsmaterialien

3.2.1 Chemikalien und Puffer

Alle verwendeten Chemikalien wiesen den Reinheitsgrad p. a. (zur Analyse) auf.

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30 % v/w)
Agar

Agarose low EEO
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bacto Tryptone

Bacto Yeast Extract
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-
galactopyranosid (X-Gal)
Bromphenolblau
Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTP Mix 100mM

5x Enhancer Solution P
Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigséure-Na,-Salz

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Applichem GmbH, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Applichem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Applichem GmbH, Darmstadt
Applichem GmbH, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt
Merck AG, Darmstadt

ABgene Advanced Biotechnologies Ltd.,
Hamburg

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Merck AG, Darmstadt

Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

Merck AG, Darmstadt
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(EDTA)

Formamid

Glycerol

Harnstoff

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
NuSieve®GTG®Agarose
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

10x Taqg Reaktionspuffer advanced 5U/ul

10x TBE (0,89 mM Tris; 0,02 mM EDTA-
Na,;H,0; 0,89 mM Borséure)

N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Trypton

HPLC-Wasser

Wasser fur die Molekularbiologie
Xylencyanol FF

3.2.2 Reaktionskits

ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit
ABsolute™QPCR Mix

Invisorb® Blood Mini HTS 96-Kit/C-SHEEP

MSB Spin PCRapace-Kit

ProMega pGEM®-T Easy Vector System I
QIAGEN Multiplex PCR Kit

Wizard®SV Gel and PCR clean up system

3.2.3 Enzyme
Proteinase K (10 mg/ml Stock)

Tag-(Thermus aquaticus) DNA-Polymerase
(5 U/ul)

Restriktionsendonukleasen:

Taql, Taal, BsuRI (Haelll), Pstl

Nlalll, Hpy188llI

Applichem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bio Rad, Miunchen

Merck AG, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf

Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Amresco, Ohio, USA

Merck AG, Darmstadt

Applichem GmbH, Darmstadt
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Applichem GmbH, Darmstadt
Merck AG, Darmstadt

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

ABgene Advanced Biotechnologies Ltd.,
Hamburg

Invitek GmbH, Berlin
Invitek GmbH, Berlin
Promega GmbH, Mannheim
Qiagen, Hilden

Promega GmbH, Mannheim

Biometra, biomedizinische Analytik,
Gaottingen
Eppendorf AG, Hamburg

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
New England Biolabs, Frankfurt am Main
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3.2.4 Oligonukleotide

unmarkierte Oligonukleotide

VIC- bzw. NED- markierte Oligonukleotide

6-FAM- bzw.Cy5-markierte Oligonukleotide

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe;
biomers.net GmbH, Ulm; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

3.2.5 Léangen- und Konzentrationsstandards

FastRuler™ DNA Ladder Low Range, ready-
to-use

FastRuler™ DNA Ladder, High Range,
ready-to-use

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus
GroRenstandard ROX 500

pUC Mix Marker 8 (67-1116 bp),
pUC Mix Marker 19 (26-501 bp)

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

3.2.6 Plastikwaren, Glaswaren, Handschuhe, Filter und Tucher

Borosilikat-Glasplatten (36 cm Lange)

EDTA Monovetten (9 ml)
Filterspitzen

Haifischzahnkamm 36-well/48-well (mylar,
0,2 mm stark)

Handschuhe

Kimwipes®
Membranfilter (Porengréfie 0,2 pm)
mylare Spacer (0,2 mm stark)

Pasteurpipetten

PCR-Cups Soft Tubes® mit Deckel Soft
Strips®

PCR-Platten 96-Well ohne bzw. mit Rahmen
und Deckel

Petrischalen

Pipettenspitzen

Reagenzréhrchen 13 ml

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf;
Molecular BioProducts, Inc., San Diego,
Kalifornien, USA

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

Safeskin GmbH, Neufahrn; Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe

Kimberly Clark, Roswell, USA
Schleicher & Schuell, Dassel

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

Hilgenberg, Malsfeld
Biozym, Hess. Oldendorf

G.Kisker GbR Produkte f. d. Biotechnologie,
Steinfurt

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht; Biozym,
Hess. Oldendorf; Gilson Medical Electronics,
Villiers-le-Bel, Frankreich

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
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Reagiergefalie 1,5 ml und 2 ml
ReaktionsgefélRe fir PCR, 0,2 ml
Thermowellplatten, 96-well

3.3 Gerate
ABI PRISM® 377 DNA Sequencer

A.L.F.express DNA Sequencer

Analysenwaage AC211S
Autoklav
Bidestanlage Bi Dest 2302

Brutschrank
Eismaschine Scotsman, AF 10

Elektrophoreseeinheit CBS Kammer Modell
SGU-030

Elektrophoreseeinheit IBI Kammer Modell
HRH

Gradientencycler iCycler
Heizblock, Techne Dri-Block, DB 3
Heizplatte mit Magnetrihrer MR2002

Netzgerate fur Elektrophoreseeinheit Power
Pac 1000, 3000

Netzgerate E321, E443, E425
pH-Meter pH 537

Pipetten:
Distriman
Multipette Pipetman 8 x 200

Pipette Pipetman® P2, P10, P20, P200,
P1000

Pipette Research Pro 8 x 10

Transferpette®8 (2,5 bis 25 pl)
Prézisionswaage EW Serie
Spektralphotometer GeneQuant Il

Spektralphotometermikrozelle (10 mm
Pfadlange)
Sterilwerkbank Kojair

Thermocycler PE 9600

Woasserbad Julabo 22A

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Biostep GmbH, Jahnsdorf
Corning Inc., Corning, New York, USA

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Sartorius AG, Gottingen
Webeco, Bad Schwartau

Gesellschaft fuir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Kalte Mack, Maintal

C.B.S.Scientific Company, Del Mar,
Kalifornien, USA

International Biotechnologies Inc., New
Haven, Connecticut, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Thermo Dux, Wertheim/Main
Heidolph, Kehlheim

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Consort, Turnhout, Belgien

Wissenschaftlich technische Werkstatten,
Weilheim

Gilson S.A.S, Villiers le belle, Frankreich
Gilson S.A.S, Villiers le belle, Frankreich
Gilson S.A.S, Villiers le belle, Frankreich

Eppendorf AG, Hamburg
Brandt GmbH & Co. KG, Wertheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Cleanair Reinraumtechnik GmbH,
Rielasingen Worblingen

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

Julabo Labortechnik, Seelbach
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Wasserbad 3047
Zentrifugen:
Centrifuge 5810 R

Minizentrifuge Combispin FVL-2400 mit
Vortex

Zentrifuge Beckmann 2-21M/E Centrifuge
Zentrifuge Biofuge 13R

3.4 Dokumentation

Photodokumentation BioDocAnalyze
Sony Digital Graphic Printer UP-D895
Sony Photopapier Type V UPP-110HG
Transilluminator, TM 20

3.5 Computerprogramme

3.5.1 Molekulargenetik

AlleleLocator V 1.03
BioDocAnalyze
BLAST

Chromas Pro 1.3

GeneDoc Multiple Sequence Alignment
Editor & Shading Utility V 2.6.002

Genotyper V 3.7 NT, GeneScan Analysis
Software

Mutation Surveyor V 2.60
NEBcutter V 2.0
Primer 3

SIFT

TFSEARCH Searching Transcription
Factor Binding Sites (V 1.3)

3.5.2 Statistische Analysen
ASReml

POPGENE Version 1.32
SAS System 8.1

3.6 Labors

Kdéttermann, UtzeHansingen

Eppendorf AG, Hamburg
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Beckmann Instruments, Minchen
Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

MS Laborgerate Schrdder, Wiesloch
UVP, San Gabriel, USA

Amersham Biosciences, Freiburg
Biometra, Gottingen
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
Technelysium Pty Ltd, Tewantin
www.psc.edu/biomed/genedoc

Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH,
Darmstadt

SoftGenetics, LLC., State College, USA
http://www.neb-online.de/techinfo_d_fs.html
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi
http://blocks.fhcrc.org/~pauline/SIFT.html
http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html

VSN International Ltd, Hemel Hempstead,
GroRbritannien

http://www.ualberta.ca/~fyeh/index.htm
SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA

Gentechnische Arbeiten nach § 7 des Gentechnikgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung
vom 16.12.1993, zuletzt geéndert durch Artikel 1 des Gesetzes vom 01.04.2008, wurden in
Labors der Sicherheitsstufe I des Instituts fur Tierzucht und Haustiergenetik der Justus-Liebig-
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Universitdt, LudwigstraBe 21B, 35390 Giellen, durchgefiihrt (Reg.-Bescheide Nr.
Al3/19/1/1374/90 und Nr. Al3/25/1/1492/90).

3.7 Verwendete Referenzsequenzen

Sequenzen, die in der Datenbank des National Center for Biotechnology Information, NCBI,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 6ffentlich zugéanglich sind, wurden zur Ableitung von PCR-
Primern sowie fir In-silico-Analysen genutzt. In Tabelle 8 sind die verwendeten GenBank-
Sequenzen dargestellt.

Tabelle 8: Referenzsequenzen der untersuchten Genregionen aus der GenBank.

Gen Genbereich GenBank-Eintrag
NRAMP1 Bos taurus mRNA U12862
Bos taurus Intron 5 AY 398762
Bos taurus chromosome 2, reference NC_007300
assembly, whole genome shotgun
sequence
TLR4 Bos taurus mRNA AY 634630
Bos taurus Exonlll, complete cds AY297043
Homo sapiens mMRNA u88880
Homo sapiens ExonlV AF172171
Homo sapiens mMRNA U93091
CARD15 Bos taurus, Exon I-XII AY518738-AY518748
Bos taurus, Protein AAS09826
Bos indicus, Protein AAS09827
Bison bison, Protein AAS09828
Homo sapiens, Protein CAC42117
Pan troglodytes, Protein AAS89991
Saguinus oedipus, Protein AAS89989
Mus musculus, Protein AAM76073
Rattus norvegicus, Protein XP_226330
Canis familiaris, Protein XP_ 544412
GATA3 Bos taurus mRNA XM_873370
Bos taurus mRNA NM_001076804
Homao sapiens, genomisch AY497006
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3.8 Molekularbiologische Methoden

3.8.1 Isolation von DNA aus Vollblut und Gewebe

Aus den Vollblutproben wurde mit dem kommerziellen DNA-Extraktionskit ,,Invisorb Blood
Mini HTS 96-Kit/C-Sheep* genomische DNA nach Vorgaben des Herstellers gewonnen.

3.8.2 Isolation von Kern-DNA aus Vollblut

Zur Gewinnung der Leukozyten aus Vollblut wurden die ungekihlten, mit etwa 9 ml Vollblut
gefullten EDTA-Monovetten 20 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Der ,,Buffy coat“, sichtbar als
weilRe Schicht zwischen Plasma und Erythrozyten, wurde mit einer Pipette in 1,5ml
Reagiergefalie Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert. Nachfolgend
wurde aus diesen Proben genomische DNA entsprechend der modifizierten Hoch-Salz-
Methode gewonnen (Montgomery und Sise 1990). Die Lyse der Erythrozyten wurde durch
Zugabe von 2,5ml Lyselésung erreicht, im Anschluss erfolgte die Pelletierung und
Resuspendierung der Leukozyten in 10 ml Waschlosung. Auf die Zugabe von EDTA vor
Proteinase-K-Inkubation wurde verzichtet. Weitere Modifikationen des Protokolls betrafen die
Zentrifugierzeit und -geschwindigkeit, die statt 2000 rpm 4200 rpm, bzw. statt 1000 rpm fir
3 min, 3000 rpm fir 5 min betrug. Im Anschluss an die Aussalzung der Proteine wurde der
Uberstand in 250 ml-Erlenmeyerkolben mit absolutem Ethanol (30 ml) tberfiihrt und die nun
sichtbare DNA in ein 1,5 ml Reagiergefd gegeben und zweimal mit 1000 pl Ethanol
(70 % v/v) gewaschen. Nach der Trocknung der DNA wurde diese in 1x TE-Puffer (abhéngig
vom optisch geschéatzten DNA-Volumen) geldst.

Verwendete Ldsungen:
Lyseldsung:

150 mM NH,4CI, 10 mM KCI, 0,1 mM Na-EDTA, pH 5,0
Waschlosung:

140 mM NaCl, 0,5 mMKCI, 0,25 mM Tris-HCI, pH 7,4
TE-Puffer:

1 mM Tris-HCI, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, pH 8,0

3.8.3 Ermittlung der Qualitat bzw. Quantitéat von DNA

Die Erfassung der DNA-Konzentration und -Qualitdt von genomischer DNA erfolgte
stichprobenartig im Spektralphotometer (Sambrook et al. 1989).

Zur visuellen Schatzung der Konzentration und Qualitat von PCR-Amplifikaten wurden je
5ul PCR-Produkt mit 2 pl Ladepuffer (0,25 % [v/v] Bromphenolblau, 0,25 % [v/v])
Xylencyanol FF, 30 % [v/v] Glycerol, 69,5 % [v/v] Wasser) versetzt und auf ein Agarosegel
geladen, dessen Konzentration (w/v) entsprechend der GréRe der zu erwartenden Fragmente
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ausgewdhlt wurde (Prinzenberg 1998). Anschlielfend wurden die Produkte elektrophoretisch
aufgetrennt und die Agarosegele mit Ethidiumbromid gefarbt (Sambrook et al. 1989).

Zur GroRenschatzung der amplifizierten Kandidatengenregionen und Mikrosatelliten sowie
zur Auswertung der Restriktionsverdaus wurden die Marker FastRuler™ DNA Ladder Low
Range bzw. High Range, ready-to-use sowie pUC Mix Marker 8 bzw. pUC Mix Marker 19 als
GroRenmarker  eingesetzt. Fur die Konzentrationsschdtzung von  aufgereinigten
Amplifikationsprodukten aus der Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Sequenzierung wurden
5 ul des Markers GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus eingesetzt.

3.8.4 Sequenzanalyse spezifischer Regionen in Kandidatengenen

3.8.4.1 Primerauswahl

Die Auswahl der Oligonukleotide (Tabelle 9) fur die PCR-Amplifikation von
Kandidatengenregionen erfolgte mithilfe des Programms ,,Primer 3“ (Rozen und Skaletsky
2000).

Natural Resistance associated Macrophage Protein (NRAMP1)

Grundlage der Primerauswahl fur das Kandidatengen NRAMP1 waren die von Feng et al.
(1996) und Coussens (2004a) ermittelten Sequenzen. Zielregionen waren Teile der
Promotorregion sowie der die Introns 4 bis 6 umspannende Bereich.

Toll-like Receptor 4 (TLR4)

Die Primer zur Amplifizierung eines 990 bp groRen Bereichs des Exons 111 des TLR4 basierten
auf der Sequenz von White und Mitarbeitern (2003b) und wurden nach Vergleichen mit der
humanen Sequenz ausgewahlt.

Caspase Recruitment Domain Family, Member 15 (CARD15)

Fur die PCR-Amplifikation der Exons II, 1V, VIII und XI sowie von Teilen der flankierenden
Introns des bovinen CARD15 wurde nach Vergleichen mit den homologen humanen
Sequenzen Primer aus den von Tayloretal. (2006) publizierten GenBank-Sequenzen
abgeleitet.

Gata-binding protein 3 (GATA3)

Grundlage fur die Primerauswahl waren die genomischen Sequenzen des Menschen sowie des
Rindes (GenBank-Sequenzen XM_873370 und AY497006).
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Tabelle 9: Primer zur Sequenzanalyse von spezifischen Regionen der Kandidatengene
NRAMP1, TLR4, CARD15 und GATA3 sowie deren Sequenzen, optimale
Annealingtemperatur (AT) und Produktgrélien (bp) der Fragmente.

Name Primersequenz (5° 2 3°) AT bp
(W9)

NRAMP1-1065_F TGGCACCATGAAGCCAACT 60,0 833

NRAMP1-In6_R GCTCTTCTCCCAGTTCACCA

NRAMP1-Prom_F AACAAGGTCAGAGACAAGACGTG 64,0 958

NRAMP1-Prom_R TCCCAGATCTACTTCTCTCTCCAC

TLR4-Exonlll_F TGAAAGAGCTTAATGTGGCTCA 60,0 990

TLR4-Exonlll_R AGTTGCCTGCCATTTTCAAG

CARD15-Exonll_F AGCTTGCCTTGGTGTCTGAG 59,0 695

CARD15-Exonll_R GAGGACTATGACCCACATCTCC

CARD15-ExonlV_F CCCCTTATCAGGTCCCATTT 575 79

CARD15-ExonlV_R CCGCTTCCTCAGGTACAGTT

CARD15-ExonVIII 748_F CCAGAGCTCATTAAGTGTTCACC 58,0 748

CARD15-ExonVIII 748_R TTACCTGAGCCACCTCAAGC

CARD15-ExonXI 434_F TTCATTGGGAATCTCAGACAG 60,0 434

CARD15-ExonXI 434 R CAATTTAAAAACGAGACAGTTGG

GATA3-BT Ex5_F GACCCCTGACTATGAAGAAGGA 60,0 474

GATA3-BT/OA 3’UTR_R CGGGGAGTGAGAACACAGAC

3.8.4.2 PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten flr Sequenzanalysen

Unter Verwendung eines Gradientencyclers wurde jedes ausgewahlte Primerpaar in einem
Standardansatz (Tabelle 10) mit einem Gesamtvolumen von 45 pl getestet. Fir die
Amplifikation von CARD15 ExonVIIl, NRAMP1 und GATA3 waren zusétzliche
Komponenten in der PCR-Reaktion erforderlich. Im Einzelnen war dies der Zusatz von
25 mM Mg Solution bis zu einer Endkonzentration von 3,5 mM bei CARD15 Exon VIII, der
Zusatz von bovinem Serumalbumin 0,8 mg/ml fiir die Amplifikation der Promotorregion des
NRAMPL. Zur Amplifikation des Exon V und der 3’UTR von GATA3 war es erforderlich, die
Endkonzentration der Primer im Reaktionsansatz auf je 0,4 UM zu verringern.

Das verwendete Standard-PCR-Profil ist in Tabelle 11 dargestellt.

Die individuelle Annealingtemperatur wurde fiir jedes verwendete Primerpaar mittels eines
Temperaturgradienten ermittelt. Im Anschluss wurden nach visueller Uberpriifung durch
Agarosegelektrophorese und anschlieRende Farbung die Bedingungen der PCR entsprechend
modifiziert.
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Tabelle 10: Volumenanteil und Konzentration der Reaktionsbestandteile im Standard-PCR-
Ansatz.

Komponenten der Reaktion Anteil in ul Endkonzentration im Reaktionsansatz
Wasser fur die Molekularbiologie 24,9-26,9 -

10x Tag Buffer advanced? 4,5 1x konz.

20 mM dNTP Mix 5,0 2,2mM

Vorwartsprimer 3,15 0,7 uM

Rickwartsprimer 3,15 0,7 uM

Taq DNA Polymerase (5 U/ul)* 0,3 1,5U

Template-DNA3 2,0-4,0

Gesamtvolumen 45,0 -

1Taq DNA Polymerase-Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0 bei 25 °C, 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50
% Glycerol, 0,5 % Tween®20, Igepal® CA-630

2Self-adjusting magnesium buffer, maximale Kapazitat 2,0 mM Mg?*

3Konzentration 3 bis 15 ng/pul

Tabelle 11: Standard PCR-Profil zur Amplifizierung der PCR-Produkte in Kandidatengenen

Zyklus Temperatur (°C) Dauer in min Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 1:30 1

Denaturierung 94 °C 0:15

Annealing variabel 0:30 35

Elongation 72 °C 1:30

Finale Elongation 72°C 5:00 1

3.8.4.3 Direktsequenzierung von PCR-Fragmenten

Die Sequenzierung erfolgte am ABI PRISM® 377 DNA Sequencer unter Verwendung des
ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit. Grundlage war das
enzymatische Sequenzierungsverfahren nach Sanger et al. (1977.)

3.8.4.3.1 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die zu sequenzierenden PCR-Produkte wurden mit dem Wizard®SV-Gel and PCR-clean-up-
System nach den Vorgaben des Herstellers aufgereinigt. Modifikationen betrafen die
Zentrifugierzeit und -Geschwindigkeit, die jeweils 2 min bei 11900 rpm betrug. Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei Raumtemperatur ausgefiihrt. Nach dem zweiten
Waschvorgang mit Ethanol wurde eine zusatzliche Zentrifugation bei 11900 rpm Uber funf
min durchgefihrt. Waren mehr als 20 PCR-Produkte zur Aufreinigung vorhanden, wurden
diese mit dem MSB Spin PCRapace-Kit gemal} Herstellerprotokoll aufgereinigt. AnschlieRend
wurde ein Aliquot (5 ul) der Produkte auf ein 1%iges Agarosegel geladen und einer
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Elektrophorese unterzogen. Als Marker wurde 5 pl (Konz. 0,1 pg/ul) Gene Ruler 100+
verwendet, um die Konzentration der Produkte zum Einsetzen in die Sequenzierreaktion
schatzen zu kdnnen.

3.8.4.3.2 Durchfiihrung der Sequenzierreaktion

Die Komponenten der Sequenzierreaktion gibt Tabelle 12 wieder. Da bei der Sequenzierung
nur ein DNA-Strang amplifiziert wird, wurde jeweils nur ein Primer (Vorwérts- oder
Rickwartsprimer) in die Sequenzierreaktion eingesetzt. Der ,,Cycle Sequencing Mix* enthielt
fluoreszenzfarbstoffmarkierte Didesoxynukleotide, deren zufalliger Einbau neben unmar-
kierten dNTPs im Verlauf der Reaktion einen Kettenabbruch bewirkte. Die Bedingungen der
Sequenzierreaktion sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 12: Volumenanteil und Konzentration der Reaktionsbestandteile fiir die
Sequenzierreaktion

Komponenten der Reaktion Anteil in ul
Premix 4,0
Verdinnungspuffer 2,0

Primer (5 pM) 1,0
PCR-Produktt 1,0-5,0

Wasser fur die Molekularbiologie ad 20,0

'nach Schéatzung der Konzentration mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese

Tabelle 13: Standard-Profil zur Sequenzierung der PCR-Produkte aus Kandidatengenen.

Zyklus Temperatur (°C) Dauer in min Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 96 °C 1:00 1

Denaturierung 96 °C 0:10

Annealing 50-60 °C 0:05 25

Elongation 60 °C 4:00

Finale Elongation 72 °C 5:00 1

Kihlung 4°C o0 1

Nach durchgefuhrter Sequenzierreaktion wurden sofort 50 pl Ethanol absolut und 2 pl 3 M
Natriumacetat (pH 4,6) zugegeben, vermischt und nach einem Zentrifugationsschritt von
15 min bei 11900 rpm bei Raumtemperatur pelletiert. Der Uberstand wurde mittels einer
Wasserstrahlpumpe entfernt und das Pellet zweimalig durch Zugabe von 70%igem Ethanol
gereinigt, anschlieRend luftgetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

3.8.4.3.3 Herstellung eines Polyacrylamidgels fir die Sequenzierung

Fur die Sequenzanalyse wurde ein 5%iges (w/v) Polyacrylamidgel (7 M Urea) gefertigt.
Hierfir wurde eine Gellésung hergestellt, entgast und anschlieRend TEMED sowie APS
dazupipettiert. Anschliefend wurde das Gel gegossen und ein Vorkamm gesetzt. Die weitere
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Vorgehensweise erfolgte wie von Lihken (2007) beschrieben.

Gellosung (Gesamtvolumen 46,3 ml):
21 g Harnstoff
8,4 ml Polyacrylamid (Acrylamid/Bisacrylamid 29:1)
20 ml HPLC-gereinigtes Wasser
6 ml 10x TBE
20 ul TEMED
300 pl 10%iges (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)
Loading Buffer:
50 mg Blue Dextran 2000 in 1 ml EDTA (25 mM) durch Ultraschall geldst

verdiinnt 5:1 mit Dimethylformamid

3.8.4.4 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten wurde mit dem ProMega pGEM®-T Easy Vector System
Il (Promega GmbH, Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Bei der Ligation werden A-Uberhange am 3’-Ende des PCR-Produkts, die bei der
Verwendung von Tag-Polymerase entstehen, mit den T-Uberhingen des Vektors verbunden.
Der Gesamtansatz von 10 ul enthielt 5pl 2x Rapid Ligationspuffer, 1pl pGEM-
T Easy Vector, 2 yul des PCR-Produkts, 1 pl t4-Ligase, 1 ul deionisiertes Wasser und wurde
bei Raumtemperatur eine Stunde inkubiert.

Danach erfolgte die Transformation des Plasmids in chemisch kompetente, hitzeaktivierte
JM 109 E. coli-Zellen (Bestandteil des ProMega pGEM®-T Easy Vector System I1) und deren
Ausplattierung (1x 50 pl, 1x 150 ul) auf zwei LB- Agarplatten pro Tier mit je 20 ml LB-
Medium.

Pro 100 ml LB-Medium wurden 100 ul Ampicillin (Endkonzentration im LB-Medium
100 mg/ml), 200 ul X-Gal (0,5 mM/ml), 500 pl IPTG (80 pg/ml) dazugegeben und gemischt.
Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37 °C iber Nacht im Brutschrank.

Die Auswahl der Kolonien erfolgte auf Basis der Blau/weiR-Selektion. Die erfolgreiche
Ligation fiihrt zu einer Veradnderung im LacZ-Gen und verhindert die Expression aktiver -
Galactosidase und damit die Substratumsetzung. Dadurch bleiben die Bakterienkolonien weilR.
Blaue Bakterienkolonien entstehen, wenn nach erfolgloser Ligation das Substrat X-Gal zu
blauem Farbstoff umgesetzt wird (Muhlhardt 2003).

Flussigkulturen von je 3 ml Luria-Bertani-Medium low salt mit Ampicillinzusatz
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(100 pl/200 ml) wurden mit gepickten Einzelkolonien versetzt, bei 37 °C und 220 rpm Uber
Nacht inkubiert und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

LB (Luria Bertani)-Medium low salt:
10 g Bacto Tryptone
5 g Bacto Yeast

5g NaCl ad 11 H,0, eingestellt auf pH 7

LB (Luria Bertani)-Medium low salt mit Agarzusatz:
10 g Bacto Tryptone
5 g Bacto Yeast
5g NaCl ad 11 H,0, eingestellt auf pH 7
15 g Agar

3.8.5 Genotypisierungsmethoden

3.8.5.1 Fragmentlangenanalysen
3.8.5.1.1 Mikrosatellitenanalyse

Die PCR-Amplifikation der ausgewéhlten Mikrosatelliten BMC9006, BB705, BB717, BB704,
BB719, BMS1617, BB702, BOBT24, RM106 und BM1225 erfolgte in Multiplex-Ansétzen. Die
Genotypisierung wurde am ABI PRISM® 377 DNA Sequencer unter Verwendung der
GeneScan Software und des Programms Genotyper 3.7 NT durchgefihrt.

Eine Standardisierung der Mikrosatellitenanalysen wurden mithilfe einer Referenzprobe (Dt.
Holstein Bulle O2A) erreicht. Zuséatzlich wurde in jeder PCR-Charge eine Kontrollprobe
amplifiziert, die alle Komponenten des Reaktionsansatzes abziuglich des DNA-Templates
enthielt, um Kontaminationen mit Fremd-DNA auszuschlielen (Negativkontrolle). Die
Sequenzen der verwendeten Primer sowie die AllelgréRen sind der Tabelle 14 zu entnehmen.
Zur Detektion der Fragmente am ABI PRISM® 377 DNA Sequencer wurde jeweils der
Riickwartsprimer mit einem der Farbstoffe VIC®, NED® (eingetragene Marken der Firma
Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH, Darmstadt) oder 6-FAM 5’-fluoreszenzmarkiert
(Tabelle 14). Bei den untersuchten Mikrosatelliten BB704 und BMC9006 war durch das
Auftreten von Stotterbanden die Typisierbarkeit erschwert. Um das Auftreten von
Stotterbanden, die als PCR-Artefakte durch partielle Denaturierung des Primer-Template-
Komplexes wéhrend der Elongation und ein dadurch bedingtes Verrutschen des Templates
zum neu synthetisierten Strang (Gerstenberger 2002) vor allem in Multiplex-Ansétzen
entstehen (Clayton et al. 1998), zu verhindern, wurde den betreffenden Markern daher ein
»P1Gtail“, bestehend aus den sieben Basen ,,GTTTCTT®, an das 5’-Ende des Vorwartsprimers
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angehangt (Brownstein et al. 1996; Peter et al. 2005).

Fur den Marker BMC9006 wurde zur Amplifizierung eines 231 bp groflen PCR-Produkts das
Primerpaar GTTTCTTGTGGAATGAGTGGGCACAG (modifiziert nach Horin et al. 1999)
und 6-FAM-CCTTCCAGAACTCCCTCTCC (modifiziert nach Sonstegard et al. 1997),
abgeleitet aus der Sequenz U12862, verwendet. Dieses beinhaltete drei GT-Repeatmotive
(Abbildung 2). Zur Verifizierung der Ergebnisse wurde eine weitere PCR unter Verwendung
des Vorwartsprimers GTTTCTTAAGGCAGCAAGACAGACAGG mit dem o. g. Ruckwarts-
primer durchgefihrt, deren Produkt nur zwei Repeats enthielt. Das hier amplifizierte PCR-
Produkt war 163 bp grof3.

Tabelle 14: Primersequenzen und AllelgréRen (bp) der untersuchten Mikrosatelliten. VIC®,
NED®, 6-FAM= Fluoreszenzmarkierungen der verwendeten Mikrosatellitenprimer; for=
Vorwartsprimer; rev= Rickwartsprimer; unterstrichene Sequenzen= PIGtail.

Mikrosatellit Primersequenz (5 2 3°) bp

BMC9006#9’ for GTTTCTTAAGGCAGCAAGACAGACAGG 163

BMC9006#5" for GTTTCTTGTGGAATGAGTGGGCACAG 223-231

BMC9006rev’ rev 6-FAM-CCTTCCAGAACTCCCTCTCC

BB705 for GGGAGGTCTTTCCTACAGTGC 118-128
rev 6-FAM-CACAAAGAGTCAGACACAGTTTAGC

BB717? for TGAGTCACCTGCAAGTTTGA 152-164
rev VIC®-GTCTGGTCCCAGTTTTGCA

BB704 for GTTTCTTTTAAGCAGGGACGAACGTG 107-145
rev. NED®-AATTGCCAGGAAGATTGTGG

BB719? for AAATGCCAGGACCTCACAG 254-284
rev  VIC®-GCTAGGAGATGTTGCTGCTG

BMS16173 for GCCTGCATGTGTCTGTGG 143-165
rev 6-FAM-TCTGTGTCGGAATACCCTCC

BB7022 for TAGCCACTGGACCATCAGG 186-198
rev  VIC®-TGGCATTAGACCATGACAGC

BOBT24" for GAGCAAGGGAATTCAGTGGAGC 146-165
rev. NED®-TGTATTTTACATTCAGGTCTGTGATCC

RM106° for TGCAGTTCCGACCATGGTGGA 122-136
rev 6-FAM- CAAATGCTATCATTTCTTGGACAA

BM1225° for TTTCTCAACAGAGGTGTCCAC 227-255

rev  6-FAM-ACCCCTATCACCATGCTCTG

"Horin et al. (1999), 2 Sonstegard et al. (2000) * Stone et al. (1995), * Buitkamp et al. (1996), ° Barendse et al.
(1994), ® Bishop et al. (1994); " Sonstegard etal. (1997)
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1681 tcctgaagaggatcaggagaaggggaggacctcgggatgagctcccaccagggcctggec

BMC9O006#5
1741 acgggtggaatgagtgggcacagtggcctgtcagacaagggtgtgtgtgtgtgtgtgtgt

BMC9006#9
1801 gtgtatgtgtgtgaaggcagcaagacagacagggagttctggaagctggccaacgtgagt

GT(13)
1861 tccagagggacctgtgtgtgtgtgacacactggcctgccagacaagggtgtgtgtgtgtg

BMCO006rev
1921 tgtgtgtgtgtgtgcatgcacagcaagacggagagggagttctggaaggcagccaacgtg

1981 agttccatagggacctgctatttcctagctcagatctcagtgttcttgactataaaatgg

Abbildung 2: Ausschnitt aus der 3’UTR des NRAMP1, GenBank Nr. U12862. Die Repeat-
Motive (GT) sind grau unterlegt, die Primer in Fettdruck, Primernamen jeweils dariiber
dargestellt.

3.851.11 Multiplex-PCR zur Amplifikation von Mikrosatelliten

Es wurden drei Multiplex-PCR-Reaktionen unter Verwendung des ABsolute™ QPCR-Mixes
etabliert. Pro Ansatz wurden ca. 30 ng Template-DNA eingesetzt. Der zehnfach konzentrierte
Primermix enthielt zu Beginn je 1,0 pmol/ul jedes Primers. Die Konzentration wurde dann
abhéngig von der Menge an gebildetem PCR-Produkt angepasst, so dass die Endkonzentration
der jeweiligen Primer nach Optimierung des PCR-Protokolls zwischen 0,5 und 2,0 pmol/ul lag
(Tabelle 15). Die Komponenten der Reaktionen sowie deren Konzentration zeigt Tabelle 16.
Zur Durchfiihrung der Multiplex-PCR-Reaktionen wurden von den entsprechenden oben
aufgefiihrten Primermischungen pro Ansatz jeweils 1,5 pl eingesetzt.

Tabelle 15: Zusammensetzung des 10x Primermix flr die Multiplexreaktionen Nr. 1
(BMC9006/BB705/BB717/BB719/BB704), Nr. 2 (BOBT24/BMS1617/BB702) und Nr. 3
(BM1225/RM106) for, Vorwartsprimer; rev, Ruckwaértsprimer.

Multiplex Nr. amplifizierter Mikrosatellit Primerkonzentration im Mixansatz

1 BMC9006 2,00 uM

BB705 1,00 pM

BB717 0,75 uM

BB719 1,25 uM

BB704 for: 0,75 uM; rev: 0,50 uM
2 BOBT24 1,25 uM

BMS1617 1,00 pM

BB702 for: 0,75 puM; rev: 0,50 uM
3 BM1225 1,00 pM

RM106 1,00 uM
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Tabelle 16: Reaktionsansétze fir die Multiplex-PCR-Reaktionen Nr. 1, Nr. 2 und Nr. 3.

Komponenten der Reaktion Volumen Konzentration

ABsolute QPCR-Mix 7,5 ul 1x

10x Primermix 1,5 ul 1x
DNA-Template 1,0 ul ~3-15 ng/ul
H,0 fur Molekularbiologie 5,0 pl -
Gesamtvolumen 15,0 pl

Diese Multiplex-Ansétze unterschieden sich lediglich in den Annealingtemperaturen. Die
Amplifikationsbedingungen der einzelnen Reaktionen sind in Tabelle 17 erldutert.

Tabelle 17: PCR-Profil fur die Multiplex-PCR-Reaktionen Nr. 1, Nr. 2 und Nr. 3.

Zyklus Temperatur (°C) Dauer in min Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 15:00 1
Denaturierung 94 °C 0:30 )
Annealing MP Nr.1: 63 °C
MP Nr.2: 62 °C  1:30 > 30
MP Nr.3: 62 °C
Elongation 72°C 1:00
Finale Elongation 60 °C 30:00 1
3.85.1.1.2 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Bestimmung der Fragmentlangen der amplifizierten Mikrosatelliten erfolgte durch eine
Polyacrylamidgelelektrophorese mit lasergestiitzter Detektion am ABI PRISM® 377 DNA
Sequencer wie von Peter (2005) dargestellt. Die Dauer der Elektrophorese betrug zwei
Stunden bei 3000V, 60 mA, 200 W und einer Temperatur von 51 °C. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm Genotyper 3.7 NT. Zur Standardisierung und Vergleichbarkeit der
Ergebnisse wurde eine Standard-DNA-Probe (Bulle O2A) in jedem Lauf mit analysiert.

Gelldsung:

18 g Harnstoff

7,5 ml Polyacrylamid (Acrylamid/Bisacrylamid 29:1)

23 ml HPLC-gereinigtes Wasser

6 ml 10x TBE

20 pl TEMED

300 pl 10%iges (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)
Mastermix (Volumenverhéltnis der Komponenten 5:1:2):

99,5%iges Formamid
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ROX 500 (Applied Biosystems Applera Dtl. GmbH, Darmstadt)

Ladepuffer
3.8.5.1.2 Analyse der Insertion im Interleukin2-Gen (IL2)

Die Typisierung der Insertion im Intron 2 des IL2-Gens (IL2In2+28 Ins [aattt]) erfolgte mittels
Polyacrylamidgelelektrophorese und Laserdetektion am A.L.F.express DNA Sequenziergerat
wie bei Luhken (2007) beschrieben. Als Léngenstandard wurde der A.L.F.-Leitermix des
Instituts fir Tierzucht und Haustiergenetik mit 74 bp; 124 bp; 170 bp; 202 bp und 266 bp
(Markierung: Cy5) verwendet (Hiendleder et al. 1998).

3.8.5.2 PCR-RFLP und ACRS-Analysen

3.8.5.2.1 Auswahl der Restriktionsenzyme

Basenaustausche innerhalb der amplifizierten Genabschnitte wurden mit Hilfe des
NEBcutter V 2.0 (Vincze et al. 2003) auf Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme
untersucht. Veranderte ein gefundener Basenaustausch die Erkennungssequenz, wurde das
Enzym ausgewéhlt. Falls keine natirliche Schnittstelle im Bereich des Polymorphismus
vorhanden war, wurde durch Modifikation der Basenabfolge eines Primers in der Nahe des 3’-
Endes eine kunstliche Erkennungssequenz (amplification created restriction site, ACRS)
geschaffen (Haliassos et al. 1989). In Tabelle 18 sind die verwendeten Restriktionsenzyme
sowie deren Inkubationstemperaturen und Erkennungssequenzen beschrieben.

Tabelle 18: Restriktionsenzyme fir PCR-RFLP und PCR-ACRS, deren Bezugsquellen,
verwendete Puffer, die jeweiligen erforderlichen Inkubationstemperaturen und
Erkennungssequenzen.

Enzym Hersteller Puffer Inkubations-  Erkennungssequenz
temperatur
Taql Fermentas Buffer Taqgl 65 °C 5-T"C G A-3
3-A G CNT-5'
Nlalllt New England 10x NEB Buffer4 37 °C 5-CATGN-3
Biolabs 3AGTAC-5'
Taal Fermentas 10x Buffer Tango 65 °C 5“ACNAGT-3
3-T G™N C A-5'
BsuRl Fermentas 10x Buffer R 37 °C 5'-G GM"C C-3
(HaeIII) 3'-C CG G-5'
Pstl Fermentas 10x Buffer O 37 °C 5-CTGCANG-3
3-GPACGTC-5
Hpy188Ill  New England 10x NEB Buffer4 37 °C 5-TC"NNG A-3
Biolabs 3-A G NN/ CT-5

1Zusatz von 1 x BSA im Reaktionsansatz
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Buffer Taql:

10 mM Tris-HCL (pH 8.0), 5mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA
NEB Buffer 4:

50 nM Kalium-Acetat, 20 mM Tris-Acetat, 10 mM Mg-Acetat, 1 mM DTT
Buffer Tango:

33 mM Tris-Acetat (pH 7,9), 10 mM Mg-Acetat, 0,1 mg/ml BSA
10X Buffer R:

10 mM Tris-HCI (pH 8,5 at 37°C), 10 mM MgCl,, 100 mM KClI, 0,1 mg/ml BSA
10x Buffer O:

50mM Tris-HCI (pH 7,5 at 37°C), 10 mM MgCl2, 100 mM NacCl, 0,1 mg/ml BSA

3.8.5.2.2 Auswahl der Primer fiir PCR-RFLP

Nach Auswahl des Restriktionsenzyms wurden Primerpaare ermittelt, die eine Produktgrolie
der Amplifikate von rund 200 Basenpaaren ergaben. Die ausgewahlten Primerpaare gibt
Tabelle 19 wieder. Ebenfalls aufgefuhrt sind die Sequenzen der von Lihken (2007)
entwickelten Primer zur Typisierung zweier Nukleotidaustausche im Promotor
(IL2 Promotor -146) und im Intron 2 (IL2In2+148) des IL2.

Tabelle 19: Primer fir die RCR-RFLP in Kandidatengenen (PCR Nr. 1 bis 7) sowie die
ProduktgroRen der Amplifikate (bp) und optimale Annealingtemperatur (AT).

PCRGen Name Primersequenz (5° = 3°) bp AT
Nr. oben: VVorwaértsprimer, unten: Rickwartsprimer °C)

1 NRAMP1BT NRAMP1-RFLP_F! GAAACACAGACCCAGATATGTAAALC 150 59
BT NRAMP1-RFLP_R CCAGGGTGCTGGAGACCTA

2 TLR4  TLR4-RFLP_586_F GACAAATTCTCAGGGGACGAT 188 57
TLR4-RFLP_586_R AACTTTTTGAGAGAACTGAGCTTCAC

3 CARD15 NOD2-IN10_F3 AGCATCCTCAAAGTTCACCATaC 137 59
NOD2-IN10_R5 TGCCCAGGATCTTACCAGAC

4  CARD15 NOD2-ExIV RFLP+271_F GTCCAAGCTGAGGACCGTTA 220 56
NOD2-ExIV RFLP+271_R CAGCACAGTGTCTGCCTCTT

5 IL2 For3 Rind_Cy5° Cy5-AAGCTCTCCAGGATGCATAC 218 59
BT IL2 IN2 RFLP +148 (R)> ACTGCAAAGCCATTTTTCAGAg

6 L2 BT IL2 Prom 340bp (F)? TCTTGTCCACCACAACATGG 340 63
BT IL2 Prom 340bp (R) TGATGGGGGTGTCAAAATGT

7 GATA3 GATAS3-BT ExV_F2 ACCTCACCACCCTTCCAGTA 268 59

GATAS3-BT 3’UTR_R2 TGAATGGCTTATTCACAAATGG

1Zusatz von 2x Enhancer-Solution P in der Reaktion; * Liihken 2007; eingefiigte Fehlpaarungen sind in Klein-
buchstaben dargestellt; Cy-5, Fluoreszenzfarbstoff Indiodicarbocyanin
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3.8.5.2.3 Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Komponenten der PCR-Ansétze sind in Tabelle 20 dargestellt. Es wurde jeweils eine
Standardprobe pro PCR-Reaktion mit amplifiziert, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
gewadhrleisten.

Tabelle 20: Volumenanteil und Konzentration der Reaktionsbestandteile im Standard-PCR-

Ansatz fir die Amplifikation von PCR-Produkten fir den Restriktionsverdau.

Komponenten der

Endkonzentration im Reaktionsansatz

Reaktion

PCR 1 PCR 2 PCR 3 PCR 4 PCR5/6 PCR7
Wasser flr die - - - - - -
Molekularbiologie
10x Taq Buffer 1x 1x 1x 1x 1x -
advanced"
25 mM Mg-Solution - - - — 25mM -
2 mM dNTPs? 0,13mM 013mM 02mM 02mM 02mM 02mM
Enhancer Solution5x 1 X 1x - - - -
konz.
DMSO 100 % - - - - - 5%
Vorwartsprimer 0,7 mM 1mM 06mM 04mM 04mM  0,7mM
Rickwartsprimer 0,7/mM 1mM o6mM 04mM 04mM  0,7mM
Taq DNA Polymerase 1 U 05U 1U 1U 1U 05U
(5 U/ul)
Template-DNA3 2 ul 2 ul 4 ul 4 ul 4 ul 1l
Gesamtvolumen 30 ul 15 pl 25 ul 25 ul 25 ul 15 pul

'Konzentration Taq Buffer advanced bis zu 2,0 mM Mg*"; 2dNTPs (Konz. je Base dATP, dGTP, dTTP, dCTP 2
mM); 3Konzentration 3 bis 15 ng/pl

Die Cyclerbedingungen der Standard-PCR veranschaulicht Tabelle 21. Davon abweichend
erforderte die Amplifikation des IL2Prom340bp eine initiale Denaturierung von 1:30 min bei
94°C und 35 Zyklen mit je 0:15 min Denaturierung bei 94°C, 0:30 min Annealing bei 63 C
sowie 0:45 min Elongation.
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Tabelle 21: Standard PCR-Profil zur Amplifikation von PCR-Produkten fir den
anschlieBenden Restriktionsverdau

Zyklus Temperatur (°C) Dauer in min Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 2:00 1

Denaturierung 95 °C 0:20

Annealing variabel 0:20 35

Elongation 72°C 0:20

Finale Elongation 72°C 5:00 1

Kihlung 6 °C o0 1

3.8.5.2.4 Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen

Anschlielend wurde zu jedem PCR-Produkt ein Mix von Enzym und weiteren erforderlichen
Komponenten gegeben und gemaR den erforderlichen Bedingungen (Tabelle 22) inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden zu jeder Probe 2 ul Ladepuffer gegeben und diese
Mischung auf ein Agarosegel (low melting Agarose und Standard-Agarose im Verhaltnis 1:6)
aufgetragen. Die Agarosegelkonzentration betrug 2,5 % fir Verdau Nr. 1 und 2 bzw. 3,5 % fur
Verdau Nr. 3 bis 5 und 7. Nach erfolgter Trennung der Fragmente bei 0,5 °C in 1x TBE-Puffer
und einer Spannung von 7,5 V/cm wurden die Gele im Ethidiumbromidbad gefarbt und die
Banden unter UV-Licht dargestellt (Sambrook et al. 1989).

Die fluoreszenzmarkierten PCR-Fragmente aus Restriktionsverdau Nr.6 wurden durch
Elektrophorese und Laserdetektion am A.L.F.express DNA Sequenziergerat wie bei Liihken et
al. (2007) dargestellt (siehe auch Kapitel 3.8.5.1.2).

Tabelle 22: Ansatze fur den Restriktionsverdau und eingesetzte Menge einzelner
Komponenten.

Verdau von  Enzym Puffer BSA  Wasser (pl) Gesamtvolumen (ul)
PCR Nr. (Einheiten)

1 Taql (10) 1x - - 10,0

2 Pstl (10) 1x - - 10,0

3 Taal (3) 1x - 0,7 10,0

4 Nlalll (10) 1x 1x 0,4 14,0

5 BsuRI (10) 1x - - 12,0

6 Hpy188I1l (10) 1x 1x - 10,0

7 Taal (3) 1x — 0,7 10,0

BSA, bovines Serumalbumin
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3.8.5.3 Tetra-Primer Amplification-Refractory-Mutation-System-PCR

Die Typisierung des Probenmaterials mittels einer Tetra-Primer Amplification-Refractory-
Mutation-System-PCR (Tetra-Primer ARMS) (Ye et al. 2001) erfolgte mit den publizierten
Primern (Tabelle 9) fiir den Basenaustausch TLR4 E3+2021 (Sharma et al. 2006). Abweichend
vom ver0ffentlichten Protokoll wurde die Konzentration der beiden Outer Primer auf je
5 pmol erhéht, die DNA-Konzentration betrug 15-30 ng im Ansatz.

Tabelle 23: Primer fur die Tetra-Primer ARMS-PCR mit Touchdown-Protokoll zum Nachweis
des Basenaustausches TLR4 E3+2021 (Sharma et al. 2006).

Name Primersequenz (5 = 3°) ProduktgroRen
TLR4 E3+2021 In-F AAAAAGTATGGCAGGGGCGAGAGAAT T-Allel:
272 bp
TLR4 E3+2021 In-R CGAGTAGATGACAAAGGCATCATCGG C-Allel
-Allel:
380 bp
TLR4_E3+2021 Out-F TCATGGCCTCTAAGGAGCAAGAACTACAG S
p

TLR4_E3+2021_Out-R GGGCAATCTCATACTCGAAGATACACCA

3.9 Bioinformatische Analyse von Nukleotidsequenzdaten

Die Auswertung der Sequenzen, die Uberpriifung der Qualitit und die Suche nach
Sequenzvarianten erfolgten mithilfe der Programme ,,ChromasPro Version 1.3 beta 1* und
»~MutationSurveyor™ Version 2.60“. Zur Gegenuberstellung von Aminosauresequenzen
wurde zusatzlich das Programm GeneDoc V 2.6.002 (Nicholas und Nicholas 2000) verwendet.
Die Analyse des Einflusses von Basenaustauschen auf Bindungsstellen  fir
Transkriptionsfaktoren in nicht kodierenden Bereichen erfolgte mit dem Programm
TFSEARCH (Heinemeyer et al. 1998).

Die vergleichende Untersuchung von Aminosaureaustauschen wurde in silico mittels SIFT-
Software (Ng und Henikoff 2001; 2002; 2003) und der BLOSUMG62-Matrix (Henikoff und
Henikoff 1992) durchgefuhrt. Basierend auf der VVoraussetzung, dass wichtige Aminosauren in
einer Proteinfamilie zwischen Spezies konserviert sind, wird nach dem Alignment homologer
Sequenzen untersucht, ob es sich bei dem gefundenen Austausch wahrscheinlich um ein DSA
handelt. Die SIFT-Software kalkuliert einen Score, der angibt, ob ein Aminosaureaustausch
vermutlich toleriert wird oder ob er die Funktion des Proteins beeintrachtigt. SIFT
Werte < 0,08 deuten an, dass die Proteinfunktion durch den Austausch beeintrachtigt wird.
Der Wert 0,00 zeigt die hochste Wahrscheinlichkeit einer funktionellen Bedeutung an.
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Die BLOSUM®62-Matrix berucksichtigt die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Aminosaure-Seitenketten zur Abschatzung, ob es sich um konservative oder nichtkonservative
Aminosaureaustausche handelt. Positive BLOSUM®62-Werte deuten neutrale Aminoséuren-
austausche an, negative Werte nichtkonservative Austausche.

3.10 Statistische Methoden

3.10.1 Varianzkomponentenschatzung

Anhand der Daten des Thiringer Sanierungsprogramms und der Abstammungsdaten des VIT
Verden wurden fiur die Rasse Dt. Holstein Heritabilitaten fur die Antikorperantwort der MAP-
Infektion geschatzt, wobei n = 4524 Kuhe mit Abstammungsinformationen aus 12 Betrieben
zur Schatzung der Heritabilitat genutzt wurden. Fir 2084 dieser Tiere aus sechs Betrieben lag
auch der gemessene OD-Wert vor. Um eine Normalverteilung dieser Werte zu erreichen,
wurde folgende Umwandlung vorgenommen: ODV+r = log.(ODV).

Die Schatzung der Varianzkomponenten erfolgte mittels Tier- bzw. Vatermodellen mit dem
Programm ASREML (Gilmour et al. 2002). Unter Verwendung eines Schwellenwertmodells
und unter Annahme einer Binomialverteilung wurden die verdachtigen Tiere jeweils einmal
den positiven (QPOS) sowie einmal den negativen (QNEG) Tieren zugeteilt. In einem linearen
Modell mit Normalverteilung fur MAP-Status und ODVr und im Schwellenwertmodell
wurden als fixe Einflussfaktoren der Betrieb und das Alter der Kihe zum Zeitpunkt der
Beprobung neben dem zufélligen Effekt des Vaters (Vatermodell) oder des Tieres (Tiermodell
mit Verwandtschaftsmatrix) berlcksichtigt. Aufgrund der Altersverteilung der beprobten Kiihe
wurden sechs Altersklassen (bis zwei Jahre, drei, vier, funf, sechs Jahre sowie alter als sechs
Jahre) gebildet. Die zugrunde liegenden Modelle lauteten wie folgt.

Modell 1: Vatermodell

Vi =M+ Bi+ AKj + Vi + gjju

Yijl = Beobachtungswert des Tieres

M = Mittelwert

B; = fixer Effekt des Betriebes (i = 1-12?/ i = 1-6")

AK; = fixer Effekt der Altersklasse (j = 1-6)

Vi = zufalliger Effekt des Vaters (k = 1-564° / k = 1-297")
i = zufélliger Resteffekt

®= bei Tieren mit MAP-Status (n = 4524)

b= pei Tieren mit MAP-Status und ODV (n = 2084)
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Modell 2: Tiermodell

Yik =M+ Bi+ AK| + ajjk + i

Yiik = Beobachtungswert des Tieres

M = Mittelwert

Bi = fixer Effekt des Betriebes (i = 1-12°/ i = 1-6")
AK; = fixer Effekt der Altersklasse (j = 1-6)

Qjik = zufélliger Tiereffekt

€ijk = zufalliger Resteffekt

®= bei Tieren mit MAP-Status (n = 4524)

b= bei Tieren mit MAP-Status und ODV (n = 2084)

Die Heritabilitat wurde im Vatermodell wie folgt geschétzt:

2 4 652 ; : 2
he = (im Schwellenwertmodell ist o, = 1)

2 2
o, + O,

wobei o und o’ die geschatzten Vater- bzw. Restvarianzen darstellen.

3.10.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) wurden geschétzt unter
Verwendung des Programms POPGENE: Population Genetic Analysis (Yeh et al. 1997).

3.10.3 Assoziationsstudien

Die Genotyp- und Allelfrequenzen wurden berechnet mittels der Prozedur FREQ (SAS
System 8.1).

Die mogliche Assoziation zwischen dem untersuchten  Kandidatengen  bzw.
Mikrosatellitenallel und dem MAP-Status wurde ber den Vergleich der Allelfrequenzen
zwischen Fall- und Kontrollgruppe mittels - und Fishers Exakt-Test geprift.

Anhand der Fall- und Kontrollgruppe wurde der Einfluss des MAP-Status auf die
Milchleistungsparameter mit Hilfe eines linearen Modells mit der Prozedur GLM (SAS
System 8.1) untersucht. Als fixe Effekte wurden der Effekt des Betriebes und der Altersklasse
sowie der MAP-Status berticksichtigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Zusammenhdange zwischen verschiedenen Parametern und MAP-Status

4.1.1 Einfluss des MAP-Status auf die Milchleistung

Die Analyse der Laktationsdaten unter Berlicksichtigung des MAP-Status ergab keine
signifikanten Unterschiede in der Milchleistung zwischen Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle
24).

Der MAP-Status hatte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die Milchprotein-, jedoch
auf die Milchfettmenge (p < 0,05).

Tabelle 24: LSQ-Muittelwerte (LSM) und Standardfehler (SE) fir den Einfluss des MAP-Status
auf Milchleistungsparameter von Kiihen der Fall- und Kontrollgruppe.

Milchmenge (kg) Milchfett (kg) Milchprotein (kg)
n LSM SE LSM SE LSM SE
Fallgruppe 497 7704,2 72,6 304,2* 25 259,5 2,2
Kontrollgruppe 496 7788,7 71,9 310,7 2,5 262,6 2,2

nur Laktationen (iber 250 Tagen wurden beriicksichtigt;

*, signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %

4.1.2 Einfluss von Betrieb und Alter auf den MAP-Status

Die Betriebsmittelwerte des Anteils MAP-positiver Kiihe in den untersuchten betroffenen
Betrieben (A bis L) sind in Abbildung 3 aufgezeigt. Es war in allen Modellen ein hdchst
signifikanter (p < 0,001) Einfluss des Betriebes auf den MAP-Status nachweisbar.

Im Schwellenwertmodell lag der hdchste Anteil positiv getesteter Tiere in einem Betrieb bei
63 % (verdachtige wurden den positiven Tieren zugeschlagen, QPOS) bzw. 38 % (verdachtige
Tiere wurden den negativen zugeschlagen, QNEG), der geringste Anteil positiver Tiere bei
5 % resp. 3 % in einem Betrieb.
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Frequenz C QPOS B QNEG

MAP-positive

DV; log (ODV)

0,7

06 | -3.2

0,5 - -3

04 - - 28

%31 - 26

0,2- —

01 + 24
0 - 22

I J F L HC E
Betriebe

Abbildung 3: Darstellung der geschatzten Betriebsmittelwerte (Betrieb A bis L) des Anteils
MAP-positiver Kiihe der Rasse Dt. Holstein, basierend auf dem serologischen MAP-Status
und dem OD-Wert.

QPOS: die verdachtig getesteten Tiere sind den positiven, bei QNEG den negativen Tieren zugeordnet
(Schwellenwertmodell). Der ODV liegt als normalverteiltes Merkmal vor.

Die geschatzten Mittelwerte fur die Altersklassen in Jahren mit dem serologischen MAP-
Status als binomial verteiltes Merkmal sowie als normalverteiltes Merkmal sind in Abbildung
4 dargestellt. Die Altersklasse hat in allen Modellen einen statistisch hochst signifikanten
(p < 0,001) Einfluss auf den MAP-Status der Rinder.
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Abbildung 4: Darstellung der geschatzten Mittelwerte des Anteils MAP-positiver Tiere fiir
Altersklassen (in Jahren) bei der Rasse Dt. Holstein, basierend auf dem serologischen MAP-
Status und dem OD-Wert.

QPOS: die verdachtig getesteten Tiere sind den positiven, bei QNEG den negativen Tieren zugeordnet
(Schwellenwertmodell). Der ODV liegt als normalverteiltes Merkmal vor.

Anhand von Abbildung 4 kann bei der Analyse mit den fraglichen Tieren in der Klasse der
negativen Tiere ein linearer Anstieg des Anteils serologisch positiv getesteter Tiere von zwei
Jahren bis zu einem Alter von funf Jahren beobachtet werden. Danach sinkt der Anteil positiv
getesteter Kiihe leicht. Dieser Trend ist auch bei der Analyse mit den fraglichen Tieren
innerhalb der Klasse der Positiven zu beobachten.

Die Differenz zwischen den beiden Schétzwerten innerhalb der Altersklassen gibt den Anteil
an fraglichen Tieren wieder, der ebenfalls einen Anstieg bis zur Altersklasse 5 Jahre zeigt und
dann auf dem gleichen Niveau bleibt. Im linearen Modell zeigen ebenfalls die 5-jahrigen Tiere
die hochsten OD-Werte, die bei den 6 Jahre alten leicht abfallen, bei den Uber 6-Jahrigen
jedoch wieder leicht ansteigen.
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4.1.3 Varianzkomponentenschatzung und Heritabilitaten

Die geschatzten Heritabilititen schwanken von 0,05 bis 0,14 und sind in Tabelle 25
dargestellt.

Tabelle 25: Geschétzte Heritabilitaten fur das Merkmal der Antikorperbildung gegen
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis beim Dt. Holstein unter Berticksichtigung
verschiedener Modelle und Datensatze.

Datensatz Status Merkmal Modell Heritabilitdit  SE

1 QPOS binar VM 0,1274 0,0508
1 QPOS binar ™ 0,0617 0,0249
1 QNEG binér VM 0,1145 0,0603
1 QNEG binar ™ 0,0519 0,0320
2 QPOS binér VM 0,1130 0,0644
2 QPOS binér ™ 0,0652 0,0347
2 QNEG binar VM 0,1380 0,0926
2 QNEG binér ™ 0,0518 0,0451
2 log(ODV) normalverteilt VM 0,0969 0,0483
2 log(ODV) normalverteilt TM 0,1018 0,0427

Datensatz 1, Tiere mit bekanntem MAP-Status positiv, verdachtig, negativ; Datensatz 2, Tiere mit MAP-Status
und bekanntem OD-Wert aus dem Svanovir-ELISA; QPOS, verdachtige Tiere sind den positiven zugeordnet;
QNEG, verdachtige Tiere sind den negativen zugeordnet; VM, Vatermodell; TM, Tiermodell; SE Standardfehler

Fur die Schwellenwertmodelle wurden in den Vatermodellen immer héhere Heritabilitaten als
in den Tiermodellen geschatzt. Im linearen Modell mit dem logarithmierten OD-Wert wurde
dies nicht beobachtet. Unter Annahme von Normalverteilung war die Heritabilitdt im
Tiermodell geringgradig hoher. Innerhalb der Tier- bzw. Vatermodelle waren die
Heritabilitdten zwischen den verschiedenen Datensétzen jedoch sehr dhnlich.

Den Anteil der additiv-genetischen Varianz und der Restvarianz in den einzelnen Modellen
zeigt Abbildung 5. In den Vatermodellen ist die additiv-genetische Varianz hoher, die
Restvarianz jedoch geringer als in den Tiermodellen. Diese Unterschiede zwischen den beiden
Modellen sind nicht nachzuweisen, wenn der logarithmierte OD-Wert als Merkmal zugrunde
liegt.
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Abbildung 5: Varianzkomponentenschétzung, Darstellung der additiv-genetischen Varianz

und der Restvarianz unter Verwendung verschiedener Datensatze (1, 2).

TM, Tiermodell; VM, Vatermodell; bei QPOS sind die verdachtig getesteten Tiere den positiven, bei QNEG den

negativen Tieren zugeordnet; der logarithmierte ODV liegt als normalverteiltes Merkmal vor.
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4.2 Mikrosatellitenanalyse

4.2.1 Typisierbarkeit der Mikrosatelliten

Es war fir alle zehn untersuchten Mikrosatelliten moglich, sie im Rahmen von drei Multiplex-
Reaktionen zu typisieren. Bis auf den Marker BMC9006 waren alle Mikrosatelliten
zuverléssig typisierbar. Bei allen Mikrosatelliten konnte bei einzelnen Proben kein
Amplifikationsprodukt gewonnen werden. Dies betraf jedoch verschiedene Einzeltiere an
unterschiedlichen Loci. In der Gelelektrophorese konnte lediglich fiir einzelne Mikrosatelliten
kein Amplifikationsprodukt erhalten werden. Es gab keine Template-DNA, bei der alle
Mikrosatellitenloci ausfielen.

4.2.2 Vergleichstiere

Die Zahlen der fir acht Mikrosatelliten identifizierten Allele bei den Rassen der Vergleichs-
gruppe sind in Tabelle 26 dargestellt. Dabei wurden unter Durchfiihrung des Fishers-Exakt-
Tests hochst signifikante (p < 0,001) Rasseunterschiede festgestellt.

Die einzelnen Marker wiesen zwischen ein Allel (BMC9006) und zwolf Allele auf, wobei die
hochste Anzahl an Allelen in allen Rassen beim Mikrosatelliten BB719 beobachtet wurde. Es
fallt weiterhin auf, dass bei der Rasse Dt. Angus die Allelanzahl in den meisten Fallen héher
ist, als bei den anderen untersuchten Rassen. Bei den Vergleichstieren der Rasse Jersey waren
die Marker BMC9006 und BB705 auf ein Allel fixiert. Die ermittelten Allelfrequenzen fur die
einzelnen Marker sind detailliert im Anhang Tabelle B aufgefuhrt.

Tabelle 26: Allelanzahl der in der untersuchten Vergleichsgruppe typisierten Mikrosatelliten
und Zahl der untersuchten Tiere je Rasse (n).

Rasse n BB704 BMC9006 BMS1617 BOBT24 BB719 BB702 BB717 BB705
Dt. Angus 116 4 4 9 4 12 7 4 5

Dt.

Fleckvieh 99 5 3 8 6 10 6 3 5

Dt.

Holstein 84 4 2 8 6 11 5 4 3
Jersey 41 2 1 6 3 3 4 3 1
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4.2.3 Fall- und Kontrollgruppe

Bei der Analyse konnten seltene Allele mit einer Frequenz von <5 % identifiziert werden. Die
Marker BMC9006 und BB705 wiesen beide nur drei Allele auf, wobei eines der Allele in der
Population jeweils nahezu fixiert war (BMC9006, Allel 231 bp; BB705, Allel 118 bp). Die
Mikrosatelliten BB704, BMS1617, BOBT24, BB719, BB702, BB717, BM1225 und RM106
zeigten zwischen sechs und zwdlf Allele (Tabelle 27, Tabelle 28). Die Allelfrequenzen der
Fall- und Kontrollgruppe wurden fir jeden Mikrosatelliten unter Verwendung des y2- und des
Fishers-Exakt-Tests verglichen. Allele mit einer Frequenz unterhalb 5 % wurden fiir den ¥2-
Test zu einer Klasse zusammengefasst. Es konnten in keinem Fall signifikante Unterschiede in
der Allelfrequenz zwischen Tieren der Fall- bzw. Kontrollgruppe nachgewiesen werden
(p > 0,05).

Die Durchfiihrung der PCR mit den Primern BMC9006#9 und BMC9006rev und DNA von
33 Tieren der Rasse Dt. Holstein zur alleinigen Untersuchung des GT(13)-Repeats (Kapitel
3.8.5.1.1) ergab Monomorphie fir alle untersuchten Proben. Fur den Marker BMC9006 wurde
ein leichter Homozygoteniberschuss gegeniber dem Erwartungswert nach dem Hardy-
Weinberg-Gesetz nachgewiesen, alle anderen untersuchten Mikrosatelliten befanden sich im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Tabelle 27: Anzahl der Allele (ny) in der Fall- und Kontrollgruppe sowie erwartete (He) und
beobachte (H,) Heterozygotie je Locus.

Locus Ny He Ho

BB704 7 0,61 0,62
BMC9006 3 0,04 0,00
BMS1617 9 0,71 0,70
BOBT24 6 0,52 0,52
BB719 12 0,74 0,72
BB702 7 0,43 0,42
BB717 6 0,25 0,26
BB705 3 0,18 0,18
BM1225 8 0,66 0,67
RM106 7 0,58 0,58
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Tabelle 28: Allelfrequenzen (%) der Mikrosatelliten in der Fall (Fall)- und Kontrollgruppe
(Kont) sowie Zahl der je Marker genotypisierten Tiere (n).

Gruppe n Ermittelte Allele und Allelfrequenzen (%)
BB704 ™ *
118" 120' 146 148 150 154 158
Fall 578 1,64 0,09 0,35 4516 0,43 9,78 4256
Kont 571 2,10 0,00 0,70 41,94 0,09 11,38 43,78
BMC9006 ™ *
229 231 235
Fall 418 2,27 97,610,12
Kont 572 1,75 98,16 0,09
BMS1617"™*
148 152! 154' 156 158 160 162 164" 166"
Fall 579 41,880,669 3,20 28,32 0,26 16,234,66 3,54 1721
Kont 573 42,67 0,70 1,75 28,800,09 1449576 3,84 192
BOBT24"*
151 153 155" 157* 159 161
Fall 579 2,68 64,682,233 579 1,47 23,06
Kont 573 1,66 6457244 410 148 2574
BB719"*
258" 264 266" 268' 276' 278" 280 284 286 288' 290! 292
Fall 575 0,35 23,39357 0,09 1,13 3,83 12,26 1,48 39,74 0,52 0,35 13,30
Kont 568 0,53 20,77 3,87 0,00 0,53 4,31 11,97 1,32 44,010,18 053 11,97
BB702"*
183' 187 189 193 195" 197 203"
Fall 583 0,34 549 6,95 74,79 0,43 7,63 4,37
Kont 574 0,552 6,01 6,71 74,650,26 7,93 3,92
BB717"*
158" 164 166' 168 170 174
Fall 571 0,35 86,083,668 9,02 0,53 0,35
Kont 559 0,45 85,423,85 9,93 0,18 0,18
BB705"™*
118 122 124
Fall 582 90,64 7,73 1,63
Kont 574 89,638,389 148

(Fortsetzung nachste Seite)
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Fortsetzung Tabelle 28

Gruppe n Ermittelte Allele und Allelfrequenzen (%)
BM1225"™*
236" 244 246 248 250" 252' 258 260
Fall 573 1,57 1,05 38,0541,360,70 0,17 16,75 0,35
Kont 570 1,40 1,32 38,16 38,77 1,93 0,09 17,54 0,79
RM106" *
134' 138 140" 142 144 146 148!
Fall 572 0,17 59,97 3,76 24,39 6,64 4,98 0,09

Kont 570 0,26 58,07 4,82 24,306,84 5,70 0,00

!seltene Allele, die in Frequenzen unter 5 % der gesamten typisierten Tiere auftraten, wurden zusammengefasst
flr die statistische Auswertung mit y2-Test

n. s.: nicht signifikant (p>0,05)

4.3 Kandidatengene

4.3.1 Natural Resistance associated Macrophage Protein 1 (NRAMP1)

4.3.1.1 PCR und Sequenzierung

Fur das NRAMP1-Gen wurde eine PCR (Primerpaar NRAMP1-1065_F, NRAMP1-In6_R)
etabliert, die den Genbereich zwischen dem Intron 4 und 6 abdeckte. Durch Sequenzierung
konnte das PCR-Produkt von 833 bp verifiziert werden, das Teile des Introns 4 und 6 sowie
Intron 5 und Exons V und VI komplett enthélt. Die Analyse der Sequenzen verschiedener
Rinder ergab Varianten an den Positionen E5(+103), E5(+163) sowie E5(+165), Referenz
GenBank AY398762.

Tabelle 29: Identifizierte Sequenzvarianten im Intron 5 des NRAMP1-Gens

Tier Rasse E5(+103) E5(+163) E5(+165)
Liane Jersey tt ag ag
Anneliese Jersey tt gg aa
S3 Brown Swiss tt gg ag
S5 Brown Swiss tt gg ag
ND 7 N’Dama tt gt g9
ND 13 N’Dama ct ag ag

Zwei der gefundenen Sequenzvarianten zeigten sich in Proben der Rasse Brahman (Bos
indicus) sowie N’Dama (Tabelle 29), der Polymorphismus an Position 165 im Intron 5 des
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NRAMP1-Gens wurde in Proben der Rassen Jersey, Brown Swiss und N’Dama identifiziert
und zur Etablierung einer Genotypisierungsmethode ausgewéhlt. In den Exons V und VI
konnten keine Polymorphismen identifiziert werden.

4.3.1.2 Darstellung des Basenaustausches NRAMP1 E5(+165) mittels PCR-
RFLP

Im Bereich des Polymorphismus konnte mittels computergestutzter Analyse der Sequenz
keine natirliche Erkennungssequenz fir Restriktionsendonukleasen identifiziert werden.
Durch eine kunstlich eingefligte Basenfehlpaarung (ACRS) im Vorwartsprimer entstand eine
Schnittstelle fir die Restriktionsendonuklease Tagl (Erkennungssequenz 5’-TACGA-3’),
sofern ein g an der Position 165 vorhanden war. Die Primer (BT NRAMP1-RFLP_F und BT
NRAMP1-RFLP_R) wurden entsprechend ausgewahlt, um ein Fragment von 150 bp zu
amplifizieren (Abbildung 6). Die Restriktionsspaltung ergab bei Tieren mit E5(+165) aa ein
ungeschnittenes Fragment von 150 bp, bei homozygoten Proben fir g ein 125 bp grof3es
Fragment sowie ein Fragment von 25 bp. Heterozygote Tiere (ag) zeigten Fragmente von 150,
125 und 25 bp. Aus technischen Grinden werden die 25 bp-Fragmente auf dem Agarosegel
nicht dargestellt, sie sind aber auch nicht diagnostisch relevant (Abbildung 7).

a
1 tgaccaatctgccagatggggaaacacagacccagatatgtaaalcgacttgctgcaaat

61 cagacagatgttggtcatcttgcaggcttcaatactgcagccccaagctccctaccacgce

121 tggtcccctgcccagcatggaggtgcecattttaggtctcecagcaccctggcteccctete

Abbildung 6: Sequenz des durch die Primer BT NRAMP1-RFLP_F und BT NRAMP1-
RFLP_R begrenzten PCR-Produkts im Intron 5 des NRAMP1-Gens.
Die Primerpositionen sind in Fettdruck dargestellt, die eingefiigte Fehlpaarung in GroRbuchstaben. Die

Erkennungssequenz flr das Restriktionsenzym Tagl ist unterstrichen. Der Basenaustausch ist in der oberen Zeile
angegeben (g>a).
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147 bp

M aa ag gg aa

Abbildung 7: Darstellung von bovinen NRAMP1 E5(+165)-Genotypen durch PCR-RFLP-
Analyse mit Agarosegelelektrophorese; M, pUC Grélienmarker 8.

4.3.2 Toll-like Receptor 4 (TLR4)

4.3.2.1 PCR und Sequenzierung

Es wurde unter Verwendung der Primer TLR4-Exon I11_F und TLR4-Exon Il1_R ein 990 bp
groRes Fragment des Exon Il des TLR4 (GenBank AY297043) durch PCR amplifiziert. Uber
PCR-Direktsequenzierung konnten drei Nukleotidaustausche bei Rindern verschiedener
Rassen, jedoch nur in heterozygoter Form identifiziert werden (Tabelle 30). Durch Klonierung
und Sequenzierung des PCR-Produktes (ND 13) wurden die Austausche verifiziert. Nur die
Variante an Position 1040 der mRNA (GenBank AY297040) fihrt zu einem
Aminosaureaustausch (Substitution der aliphatischen Aminosaure Alanin (mdgliche Codons
gct, gec, gea, geg) mit der sauren Aminosaure Glutaminsaure (mogliche Codons gaa, gag).

Tabelle 30: Durch Sequenzanalyse ermittelte Sequenzvarianten an Pos. 1040, 1119 und 1167
(mRNA-Referenzsequenz GenBank AY297040) im Exon 11l des TLR4-Gens.

Tier Rasse Pos. 1040 Pos. 1119 Pos. 1167
OARYV 2 Ostanatolisches Rotvieh cc ag gt
Bh 151 Brahman ac ag tt
Bh 157 Brahman ac g9 gt
ND 13 N'Dama cC ag gt

4322 Nachweis des Basenaustausches TLR4 E3+1040 durch PCR-RFLP

Die Analyse der Sequenz des gefundenen Austausches TLR4 E3+1040 (Kapitel 4.3.2.1) ergab
eine natirliche Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease HpyCH4V. Es wurde
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jedoch durch eine Basenfehlpaarung im Rickwartsprimer eine Kkinstliche Schnittstelle
(ACRS) eingeflgt, die bei Vorhandensein des c-Allels an Pos. 1040 eine Schnittstelle flr das
Enzym Pstl ergab (Abbildung 8).

1 atagcgtacttggacaaattctcaggggacgatacagacttatttaattgtttggcaaat

61 gtttctgtgatttctctgttgagtatatctttaggaagtctacaagcccttcttaaagat
a
121 tttagatggcaacacttagaaattattaactgtgactttgacaagtttcctgcaGtgaag

181 ctcagttctctcaaaaagtttgttttcacagacaacaaagatataagcacttttactgag

Abbildung 8: Sequenz des 188 bp groflen PCR-Produkts zur Darstellung der Sequenzvariante
TLR4 E3+1040.

Die Lokalisation der Primer ist fett gedruckt, die eingefugte Fehlpaarung in GroRbuchstaben. Die
Erkennungssequenz flr das Restriktionsenzym Pstl ist unterstrichen. Der Basenaustausch ist in der Zeile
oberhalb angegeben (c>a).

Die Restriktionsspaltung (Abbildung 9) ergab Fragmente von 158 und 30 bp fir das c-Allel.
Heterozygote Proben weisen Fragmente von 188, 158 und 30 bp auf. Bei Durchfiuhrung der
Typisierung in Teilen der Fall- und Kontrollgruppe (n = 192) erwies sich die untersuchte
Position jedoch als monomorph und daher nicht fiir Assoziationsstudien geeignet. Sie wurde
daher nicht weiter untersucht.

- _‘H—ﬂ---ﬂ--—a-ﬂ--

CCCCCC CCCCCC ac acac aa CcC CC CC

Abbildung 9: Darstellung von Genotypen an TLR4 E3+1040 durch PCR-RFLP-Analyse und
Agarosegelelektrophorese; M, pUC Grolienmarker 19.
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43.2.3 Nachweis des Basenaustausches TLR4 E3+2021 durch Tetra-Primer
Amplification-Refractory-Mutation-System-PCR

Die Schatzung der Genotyp- und Allelfrequenzen des Basenaustausches an Position 2021
(GenBank AY297040) des Exon IlIl des TLR4 erfolgte bei 1020 Tieren der Fall- und
Kontrollgruppe mittels Tetra-Primer Amplification-Refractory-Mutation-System-PCR (Tetra-
Primer ARMS). Heterozygote Tiere zeigen Fragmente von 380 (c-Allel) und 272 bp (t-Allel),
homozygote entsprechend ein Fragment. Das Fragment der Outer Primer (600 bp) wird zur
Kontrolle der Reaktion immer mit amplifiziert. Abbildung 10 zeigt Genotypen an Position
E3+2021, die bei der Typisierung der Fall- und Kontrollgruppe dargestellt wurden.

bp bp

cccecctee ctee tt cecec et cc cecccet ct

600

380
272

Abbildung 10: Nachweis der Genotypen an TLR4 E3+2021 c>t durch Tetra-Primer ARMS-
PCR und nachfolgende Auftrennung der Fragmente im 1,5%igen Agarosegel, M, Marker
Gene Ruler 100+.

rechts: Grofien der PCR-Fragmente

4.3.3 Caspase Recruitment Domain Family, Member 15 (CARD15)

4.3.3.1  Vergleich ausgewahlter Bereiche der bovinen CARD15-Proteinsequenz
mit Sequenzen anderer Spezies

Nach einer Gegenuberstellung der CARD15-Proteinsequenzen des Menschen (GenBank
Acc.Nr. CAC42117) und des Rindes (GenBank AAS09826) mit dem Programm GeneDoc,
Version 2.6.002 (Homologie 81 %) wurden die Exons von Homo sapiens und Bos taurus
verglichen.
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Das Sequenzalignment ergab eine Ubereinstimmung des humanen Exon 11 mit Exon II1 des
Rindes (Identitat 88 %, beide 106 bp), des Exons Il Homo sapiens mit Exon IV Bos taurus
(Identitat 83 %, beide 1816 bp), Exon IV Homo sapiens mit Exon V Bos taurus (Identitat
85 %, beide 84 bp), Exon V Homo sapiens mit Exon VI Bos taurus (ldentitat 89 %, beide
84 bp), Exon VII Homo sapiens mit Exon VIII Bos taurus (Identitat 96 %), Exon VIII Homo
sapiens mit Exon IX Bos taurus (Identitat 84 %), Exon 1X Homo sapiens mit Exon X Bos
taurus (ldentitat 84 %), Exon X mit Exon Xl des Rindes (ldentitat 86 %) sowie des
menschlichen Exon XI mit dem bovinen Exon XII (Identitat 79 %).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Primer fir die PCR-Amplifikation der Exons I, 1V und
VIII sowie des die Introns 10 bis 11 abdeckenden Genbereichs des Kandidatengens CARD15
entwickelt.

4.3.3.2 PCR und Sequenzierung
Exon Il

Fur Exon 11 gelang unter Verwendung der Primer CARD15-Exon 1l_F und _R die Darstellung
eines 695 bp grofRen PCR-Produkts, dessen Identitat mittels Sequenzierung bestétigt werden
konnte.

Die Sequenzanalyse von 14 Tieren der Rasse Dt. Holstein sowie je einem Tier der Rassen
Anatolisches Schwarzvieh, Dt. Fleckvieh, Pinzgauer, Gelbvieh, Dt. Angus, Dt. Schwarzbuntes
Niederungsrind und Jersey sowie von zwei Tieren der Rasse N’Dama ergab mit der
Referenzsequenz (GenBank AY518739) zu 100 % identische Sequenzen

Abbildung 11).

Hier trugen gleichermalien alle Tiere den homozygoten Genotyp gg an der Position des SNP
CARD15 E2(-32), daher wurde auf die Untersuchung zusétzlicher Proben verzichtet.
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1 ccttgcattggcaggcagattcttaaccactgaaccaccaaggaagtcataaacctgtta
61 aaccaggcatgacgcatagatgtgggagccaggggccttaatttaattcctggctgcttc
121 agactctctgtgagaccacaagccagtttgccttctctgggcctcagtttgaacacctgt
181 acaatggggagcttgccttggtgtctgagggtacagccgtggctggcttggtctcagggt
241 ggggcagacttgccctctccactaccctccgectgetttctgagaageccctgecctgacce
301 tcattctcctcccagattgtgaaatgtgcgcacaagatgcttttcagacacagagaagcc
361 aactggtggagttgctggtctcggggtccctggagggctttgagagtattctggaccggce
421 tgctttcccgggaagtcctctcctgggaggactatgaggggettagectcgtggggeagce
481 ccatctcccacttggccaggcgcctecctggacaccatctggaataagggtacttgggget
541 gtgaacaactgactgcagctgtgcgggaggcccaggccgacagccagccccccgagettce
601 ccagctcctgggacccccactcaccccacccagcccgtgacctgcagagtcaccgaccag
661 ccattgtcaggagactctacggccacgtggagggtgtgctggacctgacacagcagcggg
721 gtttcatcagccagtacgaaactgatgaaatcaggcggcccatcttcacttcatcccagce
781 gggtaagcacttccctctaagcacttttcagaggaaaagtgtgcttagttactgagacta
841 gttcatgaaatcaggcctgtggggagatgtgggtcatagtcctcctcctttaaaggtgeg

901 tgggtgtgtgcatgcatgtgtgt

Abbildung 11: Sequenz des 695 bp grolRen PCR-Produkts zur Darstellung des CARD15 Exon
Il (grau unterlegt) und dessen flankierender Intronsequenzen beim Rind.

unterstrichen: Position des SNP CARD15 E2(-32), Primerpositionen sind fett gedruckt

Exon IV

Fur einen 794 bp groRen Bereich des Exon 1V sowie von Teilen des Intron 3 des CARD15-
Gens, den das Primerpaar CARD15-Exon IV_F/CARD15-Exon IV_R flankierte, wurden eine
PCR etabliert und die PCR-Produkte sequenziert. Die Sequenz des PCR-Produkts ist in
Abbildung 12 aufgezeigt.

Sequenzvarianten an finf Nukleotidpositionen konnten in der Vergleichsgruppe identifiziert
werden, drei davon bei Tieren der Rasse Brahman (Bos indicus). An Position E4(-16)
unterschieden sich alle untersuchten Tiere (n=20) bis auf ein Tier der Rasse Brahman
(Bh 187) durch einen g->t-Austausch von der Referenzsequenz (GenBank AY518741). Ein
SNP an Position 921, bezogen auf die mRNA-Referenzsequenz (GenBank AY518737), wurde
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bei zwei Tieren der Rasse Dt. Schwarzbuntes Niederungsrind in homozygoter (aa) und
heterozygoter (ag) Form nachgewiesen (DSB 16, DSB 13, siehe Abbildung 12). Dieser SNP
bewirkt einen Austausch der polaren Aminosaure Arginin (mdgliche Codons aga, agg, cga,
cgc, cgg, cgt) gegen Histidin (polar, mdgliche Codons cac, cat). Er wurde zur weiteren
Analyse ausgewdhlt.

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15EX4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171
D_13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171
D_13

D_16

CARD15Ex4

Bh_187
Bh_171
D_13
D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171
D_13

D_16

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

E4(-16)
ccccttatcaggtcccattttcaccatggtceccagctectcagtttegtettctgtettc

718 734 742 770

------- Cmmmmmmmm e Ammm R

830

Nlalll 890
atgttctggaaatccagatggaggtgggcatggctggaccttcgcagcagagccctacca

921 950

E =

1010

1070

1130

(Abbildung 12, Fortsetzung nachste Seite)
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CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

CARD15Ex4
Bh_187
Bh_171

D 13

D_16

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

PCR794

1190
ggcccgaccttggeccccaggacgtcettccaggtectecttgaccaccctgagcgcatce

1250

1310

1370

1430

1457

Abbildung 12: Sequenz des 749 bp grof3en, durch die Primer CARD15-Exon IV_F und_R

(Positionen unterstrichen) begrenzten PCR-Produkts des CARD15.

Die Primersequenz von CARD15-ExonlV_F und_R ist in Normalschrift und unterstrichen dargestellt, die
Position der Primer CARD15ExIV-RFLP+271_F/ R, welche fur die Typisierung durch PCR-RFLP verwendet
wurden, ist in der Sequenz fett gedruckt. Die Position der ermittelten Sequenzvarianten ist in Fettdruck
dargestellt, in Normalschrift gedruckte Ziffern zeigen die Position in der mRNA-Referenzsequenz (GenBank
AY518737). Der Beginn des Exon 1V ist grau unterlegt. Das fir Arginin codierende Basentriplett ist mit *
aufgezeigt. Die Erkennungssequenz fir das Enzym Nlalll ist jeweils unterstrichen und kursiv herausgestellt.

Intron 10

Im Intron 10 des CARD15 wurde durch PCR-Direktsequenzierung ein SNP an Position
E11(-14) (a>Q) bei Tieren der Rassen Gelbvieh und Pinzgauer (heterozygot) sowie Anatolian
Black (homozygot gg) ermittelt. Die Sequenz des PCR-Produktes ist im Anhang Abbildung A
dargestellt.

69



ERGEBNISSE

4.3.3.3 Nachweis der Basenaustausche im CARD15-Gen
4.3.3.3.1 Darstellung des SNP E4+921 in Exon IV durch PCR-RFLP

Zum Nachweis des Nukleotidaustausches wurde ein PCR-RFLP unter Verwendung des
Enzyms Nlalll entwickelt. Das Primerpaar CARD15 ExIV-RFLP+271_F/ R begrenzte ein
220 bp groRBes PCR-Produkt, in dem eine Testschnittstelle zum sicheren Nachweis der
Enzymaktivitdt, die eine Bande von 127bp im Agarosegel erbrachte, lag. Die
Restriktionsspaltung (Abbildung 13) ergab zusétzlich Fragmente von 61 bp und 32 bp
(homozygot aa), 93 bp (homozygot gg) und 93 bp, 61 bp und 32 bp (heterozygot ag), siehe
Abbildung 13.

bp

.+ 99899999agagggagaa gggg gg a= gg gg 99
147 "...“hhh-.......h
110 — SRR R SEE e

67

34

Abbildung 13: Darstellung der Varianten an Position 921 im Exon IV des CARD15-Gens
durch PCR-RFLP-Analyse und Agarosegelelektrophorese

M, pUC GroRenmarker 19.

4.3.3.3.2 Darstellung des SNP E11(-14) im Intron 10 durch PCR-RFLP-Analyse
Unter Verwendung der Primer CARD15-In10 F3/ CARD15-In10_R5 wurde eine PCR

etabliert, die ein 137 bp groRes Produkt amplifizierte. Der Vorwartsprimer wurde modifiziert,
um eine artifizielle Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Taal zu schaffen (Abbildung 14).
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61 caggagtccagctcccaaagtctcctttaattgaatagactagcccaaaaccaagcatcc
a
121 tcaaagttcaccatActgtcttcctctctaggctgtctaacaaccacatcagctccctag

181 gggcagaggccctcctgcgggcccttgaaaagaatgacaccattctggaagtctggtaag

241 atcctgggcaggcctctttaacctctctgagcctcagttttccaacgtataacttgaggt

Abbildung 14: Sequenz des durch BT_ CARD15-In10_F3 und BT_ CARD15-In10_R5
begrenzten PCR-Produkts im Intron 10 des CARD15-Gens.

Die Primerpositionen sind in Fettdruck dargestellt, die eingefiigte Fehlpaarung in GroRRbuchstaben. Die
Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Taal ist unterstrichen, die haufigere Variante (a>g) ist in der Zeile
dariiber dargestellt.

Die Darstellung der Genotypen durch PCR-RFLP-Analyse und Agarosegelelektrophorese
zeigt Abbildung 15. Bei heterozygoten Tieren (ag) entstehen Fragmente von 137, 113 und
24 bp; bei Homozygoten (aa) ein Fragment von 137 bp, bei Homozygoten (gg) Fragmente von
113 bp und 24 bp gekennzeichnet. Das Fragment von 24 bp ist aus technischen Griinden nicht
immer darstellbar, jedoch fur die Diagnose auch nicht relevant.

bp

.
aa 83 3a agaa gg aa aa aa aa Wk

190
1MZ-‘h..-.ﬂ“ﬂ.

111 — T

Abbildung 15: Nachweis der Varianten an Position CARD15 E11(-14) durch PCR-RFLP-
Analyse und Agarosegelelektrophorese.
Heterozygote Tiere (ag) zeigen Fragmente von 137, 113 und 24 bp; homozygote (aa) zeigen ein Fragment von

137 bp, homozygote (gg) sind durch Fragmente von 113 bp und 24 bp gekennzeichnet. M, pUC GroRenmarker 8;
WK, Negativkontrolle ohne DNA.
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4.3.4 Interleukin 2 (IL2)

Proben der Vergleichsgruppe wurden bezlglich der drei IL2-Polymorphismen 1L2In2+148,
IL2In2+28 Ins [aattt] und IL2Promotor-146 genotypisiert.

Nur ein SNP (IL2In2+148) konnte in der Vergleichsgruppe nachgewiesen werden. Damit war
er geeignet fir Assoziationsstudien an Proben von MAP-positiven und -negativen Rindern.
Die Genotypisierung erfolgte durch PCR-RFLP-Analyse mit der Restriktionsendonuklease
Haelll mittels Elektrophorese von fluoreszenzfarbstoffmarkierten PCR-Fragmenten am
A.L.F.express.

4.3.5 Gata-binding Protein 3 (GATA 3)

4.3.5.1 PCR und Sequenzierung

Basierend auf der bovinen mRNA-Sequenz wurde nach Vergleich mit der Genstruktur des
humanen GATA3 eine PCR zur Amplifikation des funften Exons und der 3’UTR des GATA3
etabliert und die PCR-Produkte sequenziert. In der 3’'UTR wurde ein Basenaustausch (a>t)
identifiziert.

435.2 Nachweis des Basenaustausches durch PCR-RFLP

Nach Entwicklung neuer Primer (GATA3 BT Ex5_F2 und GATA3 BT 3’UTR_R2, siehe
Abbildung 16) wurde eine PCR-RFLP-Analyse mit einer Schnittstelle fur das Enzym Taal
etabliert, die Fragmente von 268 bp (t-Allel), 211 und 57 bp (a-Allel) bzw. bei heterozygoten
Proben alle drei Fragmente ergab (Abbildung 17).

1 tccttcggacctcaccacccttccagtatggtcaccgccatgggctagggtcecctgetcg
61 agcaccgctcacagggctccaggcgagagtctctccggecccceccttctacatgeatttte
121 gcaggagcagtatcatgaaaccgaaacccgatggatctgtgtgtttttgcaggcatcaag
181 caacctgatgttgtggccactcggacgacgcagcctgggggggtgtctgtgttctcactc

241 cccgaatctggatcccatttgtgaataagccattcagactcacattc

Abbildung 16: Sequenz des durch GATA3 BT Ex5 F2 und GATA3 BT 3’UTR_R2
begrenzten PCR-Produkts in der 3’UTR des GATA3.

Die Lokalisation der Primer ist in Fettdruck dargestellt. Die Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Taal
ist unterstrichen. Die Sequenzvariante ist in der Zeile darliber dargestellt.
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bp

331

242
190

147

110

57

Abbildung 17: Darstellung der Genotypen im GATA3 durch PCR-RFLP-Analyse.

Fragmente von 268 bp reprasentieren das t-Allel, Fragmente von 211 und 57 bp reprasentieren das a-Allel. Fir a-
und t-Allel mischerbige Proben ergaben alle drei Fragmente; M, pUC GréRenmarker 8.

4.3.6 Vergleichende In-silico-Analyse von Polymorphismen

Die Bedeutung des gefundenen, nicht synonymen Aminosdureaustausches R258H im
CARD15 des Rindes wurde vergleichend zu den Austauschen R675W und G881R im
menschlichen Protein in silico mittels SIFT-Software und der BLOSUM®62-Matrix untersucht
(Tabelle 31).

Zu diesem Zweck wurden die Proteinsequenzen von Hausrind (Bos taurus), Buckelrind (Bos
indicus), Bison (Bison bison), Hund (Canis familiaris), Mensch (Homo sapiens), Schimpanse
(Pan troglodytes), Lisztaffe (Saguinus oedipus), Hausmaus (Mus musculus) und Ratte (Rattus
norvegicus) abgeglichen. Fir den Austausch R258H wurde ein SIFT-Score von 0,61 ermittelt.
Dem Wert 0 unter Verwendung der BLOSUM®62-Matrix folgend, handelt es sich um einen
konservativen Aminosaurenaustausch.

Die Analyse der flankierenden Sequenz des SNP CARD15 E11(-14) mit dem Programm
TFSEARCH ergab, dass ein potenzielles Sequenzmotiv (,WGATAR") flr die
Transkriptionsfaktoren GATA-2 und GATA-3 nur dann besteht, wenn das haufiger
auftretende Allel ,,A* an dieser Position vorhanden ist, nicht jedoch bei Allel ,,G* (Abbildung
18). Der Aminosaurenaustausch NRAMP1 E5(+165) hatte keinen Einfluss auf Sequenzmotive
flr Transkriptionsfaktoren.
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Tabelle 31: Eigenschaften von Aminoséureaustauschen im CARD15 unter Vergleich der
Spezies Bos taurus, Bos indicus, Bison bison, Canis familiaris, Homo sapiens, Pan
troglodytes, Saguinus oedipus, Mus musculus und Rattus norvegicus.

Spezies  Aminoséaure- Evolutiondre Konservierung ® SIFT- BLOSUMG62-
austausch Wert ° Wert ©
W W W O I U ¥ T D
2283585 5¢&¢§5 2
8 3 2 & © ¥ = 3 &
S 22 8828 5 5 3
5 5SS 2% 88 g 3
2 3B X 5 @
o 3 Z =
(] %)
. R258H R RRCPGPPHH 06l 0
taurus
Homo
capions ROTSW R RRRRIROOOQ 000 3
Homo — see1R G GG G G G G G G 000 2
sapiens

®Die evolutionare Konservierung zwischen den Spezies wurde durch das Alignment verschiedener
Proteinsequenzen untersucht. Jeder Buchstabe steht fur die Aminoséure an der Position des jeweiligen
Austausches im Protein der Spezies Bos taurus, Bos indicus, Bison bison, Canis familiaris, Homo sapiens, Pan
troglodytes, Saguinus oedipus, Mus musculus und Rattus norvegicus in der entsprechenden Reihenfolge.

bSIFT-Scores < 0,08 deuten an, dass die Proteinfunktion durch den Austausch beeintrachtigt wird.
° positive BLOSUMG62-Werte deuten konservative Aminosaurenaustausche an, negative Werte nicht konservative

Austausche.

57 catcctcaaagttcaccattctatcttcctctctaggctgtctaacaaccacatc 3~
37 gtaggagtttcaagtggtaagatagaaggagagatccgacagattgttggtgtag 57

Abbildung 18: Von der DNA-Variante CARD15 E11(-14) a>g betroffenes Sequenzmotiv
(unterstrichen) fir die potentiell bindenden Transkriptionsfaktoren.

Die Position des Basenaustausches ist in Fettdruck dargestellt, der Beginn des Exon Xl ist hellgrau unterlegt.

4.3.7 Zusammenfassung der Nachweismethoden

Im Folgenden sind alle durchgefiinrten Methoden zusammenfassend dargestellt. Alle
dargestellten SNPs sind benannt nach ihrer Position in der jeweiligen originalen mRNA-
GenBank-Sequenz (z. B. TLR4 E3+2021). Fur Basenaustausche, die in flankierenden Introns
identifiziert wurden, erfolgte die Benennung in Relation zu dem néchstliegenden Exon. So
bezeichnet z. B. E5(+165) einen SNP, der 165 Basen stromabwadrts der letzten Base des
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Exon V im darauf folgenden Intron liegt, E11(-14) einen SNP, der 14 Basen stromaufwarts der
ersten Base des Exon X1 im vorigen Intron liegt.

Durch Direktsequenzierung von PCR-Produkten ermittelte Sequenzvarianten, die sich bei der
Rasse Dt. Holstein als nicht polymorph erwiesen, sind ebenfalls aufgefiihrt, wurden aber nicht
fir Assoziationsstudien verwandt.

Tabelle 32: Zusammenfassung der etablierten Screeningmethoden fiir DNA-Varianten in
Kandidatengenen.

Gen Genbereich  Position Sequenz-  Screeningmethode typisierte Proben
variante (n=)
NRAMP1 Intron5 E5(+165) SNP,a>g PCR-RFLP (ACRS) 1082
TLR4 Exon Il +1040 SNP,c>a  PCR-RFLP (ACRS) 192*
Exon 111 +2021 SNP,c>t  Tetra ARMS 906
CARD15 Intronl E2(-32) SNP,g>a  Sequenzierung 23
Exon IV +921 SNP,g>a PCR-RFLP 1145
Intron10 E11(-14) SNP,a>g PCR-RFLP (ACRS) 1121
IL2 Promotor -146 SNP,a>g PCR-RFLP 192*
Intron2 +148 SNP,t>c  PCR-RFLP (ACRS) 1132
Intron2 +28 Ins aattt Fragmentlangenanalyse 192
GATA3 3’UTR 168 SNP,a>t  PCR-RFLP 1129

E5(+165) bezeichnet einen SNP, der 165 Basen stromabwaérts der letzten Base des Exon V liegt, E11(-14) einen
SNP, der 14 Basen stromaufwarts der ersten Base des Exon XI liegt.

Sequenzvarianten, die bei der Rasse Dt. Holstein nicht polymoph waren. Es konnten mit diesen SNPs keine
Assoziationsstudien durchgefiihrt werden.

4.3.8 Allel- und Genotypfrequenzen

Tabelle 33 und Tabelle 34 zeigen die Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten SNPs in
der MAP-positiven Gruppe und in der Kontrollgruppe.

Die Gesamtanzahl der typisierten Proben entspricht nicht exakt der Anzahl der Tiere in der
Fall- und Kontrollgruppe, da nicht immer von allen DNA-Proben ein Amplifikat gewonnen
werden konnte. Es handelte sich hierbei um verschiedene Proben.

Bei den Kandidatengenen NRAMP1 sowie CARD15 (SNP im Exon V) lag das seltene Allel
jeweils in sehr niedriger Frequenz vor (1,89 % bzw. 5,64 % in der Fallgruppe und 1,43 % bzw.
3,78 % in der Kontrollgruppe), wobei im CARD15-Gen das Allel a statistisch signifikant
haufiger bei den MAP-positiven Rindern (5,64 %) als in der Kontrollgruppe (3,78 %) auftrat
(p <0,05).

Die Allele der untersuchten Basenaustausche TLR4 E3+2021, CARD15 E11(-14), IL2 In2+148
und GATA3 3’UTR 168 wiesen mittlere Allelfrequenzen auf (Tabelle 33).
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Tabelle 33: Allelfrequenzen (%) der untersuchten Basenaustausche in den einzelnen
Kandidatengenen in der Fall- (MAP-positive) und Kontrollgruppe (MAP-negative) und
Anzahl untersuchter Proben (gesamt) sowie berechnete Signifikanzen.

Untersuchte Status Allelfrequenz gesamt (n)  Signifikanz
Sequenzvariante
a g
NRAMP1 E5(+165) MAP-negativ  0,0143 0,9857 525 s
MAP-positiv 0,0189 0,9811 557
c t
TLR4 E3+2021 MAP-negativ 00,8274 0,1726 475 i
MAP-positiv 0,8329 0,1671 431
a g
CARDALS E4+921 MAP-negativ.  0,0378 0,9622 569 N
MAP-positiv 0,0564 0,9436 576
a g
CARDI15 E11(-14) MAP-negativ. 0,8515 0,1485 569 -
MAP-positiv 0,8379 0,1621 552
c t
L2 In2+148 MAP-negativ  0,1559 0,8441 558 s
MAP-positiv 0,1864 0,8136 574
a t
GATAS 3'UTR 168 MAP-negativ  0,6972 0,3028 568 -
MAP-positiv 0,6774 0,3226 561
n. s., nicht signifikant; *, signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %
Zwischen den ermittelten Genotypfrequenzen konnten in keinem Fall signifikante

Unterschiede nachgewiesen werden. Sie befanden sich fur alle untersuchten SNPs im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht.

Im Intron 5 des NRAMP1-Gens war nur ein Tier der Fallgruppe homozygot aa, jedoch keines
der Kontrollgruppe. Ein &hnliches Bild zeigte sich bei Auswertung der Varianten in CARD15
E4+921, die signifikante Allelfrequenzunterschiede aufwies. Hier waren zwei Tiere der
positiven Gruppe homozygot fir das seltene Allel. Diese Kombination trat in der
Kontrollgruppe nicht auf.
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Tabelle 34: Genotypfrequenzen (%) der untersuchten Basenaustausche in den einzelnen
Kandidatengenen in der Fall- (MAP-positive) und Kontrollgruppe (MAP-negative) und
Anzahl untersuchter Proben (gesamt) sowie berechnete Signifikanzen.

Untersuchte Status Genotypfrequenz gesamt  Signifikanz
Sequenzvariante (n)
aa ag 99
NRAMP1 E5(+165) MAP-negativ. 0,0019 0,0248 0,9733 525
MAP-positiv.~ 0,0000 0,0377 0,9623 557
cc ct tt
TLRA E3+2021 MAP-negativ.  0,6779  0,2989 0,0232 475
MAP-positiv. 0,6822  0,3016 0,0162 431
aa ag a9
CARDLS E4+921. MAP-negativ.  0,0000 0,0756  0,9244 569
MAP-positiv. 0,0035  0,1059 0,8906 576
aa ag g9
MAP-negativ.  0,7135 0,2759 0,0105 569
CARDIS E11(-14) MAP-positiv.~ 0,7029  0,2699 0,0272 552
cc ct tt
MAP-negativ. 0,0233  0,2652 0,7115 558
IL2 In2+148 .
MAP-positiv. 0,0383  0,2962 0,6655 574
aa at tt
e SR MAP-negativ.  0,4929  0,4085 0,0986 568
MAP-positiv. 00,4492  0,4563 0,0945 561

n. s., nicht signifikant
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5 Diskussion
5.1 Zusammenhange zwischen Milchleistung, Betrieb, Alter und MAP-Status

5.1.1 Milchleistung

In den Laktationsparametern Milchleistung und Proteinmenge ergab sich kein Unterschied
zwischen den beiden untersuchten Gruppen. Dies bestétigt nur teilweise die Ergebnisse der
Untersuchung von Hendrick et al. (2005b), die die zwar ebenfalls keine Unterschiede in der
305-Tage-Milchleistung von serologisch positiven und serologisch negativen Tieren ermitteln
konnten, allerdings eine signifikante Reduktion der Milchproteinmenge. Nordlund und
Mitarbeiter (1996) konnten demgegenuber nur eine signifikant geringere Milchmenge bei
ELISA-positiven Kiihen nachweisen.

Der Parameter Milchfettmenge lag bei der untersuchten Fallgruppe mit 304,2 kg signifikant
unter der Fettmenge negativer Kontrolltiere (310,7 kg). Dieser Effekt wurde in der
vorgenannten Studie nur mit einer positiven Kotkultur assoziiert. Ein Grund fir diese
unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte sein, dass in der vorliegenden Arbeit die erste Laktation
der Tiere miteinander verglichen wurde, in anderen Studien die letzte abgeschlossene
Laktation (Nordlund et al. 1996; Hendrick et al. 2005b). Aufgrund der Tatsache, dass die
Infektion im Kalberalter erfolgt und Laktationsnummerneffekte auftreten, erscheint es
sinnvoller, die erste Laktation als Grundlage zu verwenden. Das Alter der Kiihe unterscheidet
sich im vorliegenden Datenmaterial, ebenso die Anzahl der Laktationen, weshalb keine
einheitliche Basis bei Vergleich der letzten Laktation vorliegt.

5.1.2 Einfluss von Betrieb und Alter auf den MAP-Status

Die groRen Unterschiede serologisch positiver, negativer und verdachtiger Tiere zwischen den
Betrieben lassen sich unter anderem durch die unterschiedliche Dauer der laufenden
Sanierungsmafnahmen sowie die initial unterschiedlichen Pravalenzen erklaren. Aufgrund der
geringen nachgewiesenen Erblichkeit spielen Umwelteffekte eine grofle Rolle bei der
Entwicklung der Paratuberkulose. Managementfaktoren erscheinen als wichtigster Punkt (vom
SchloR 2000; Anonymus 2005), aber auch den Umgebungsbedingungen (Whittington et al.
2003; Raizman et al. 2004) wird eine Bedeutung zugemessen. Die sofortige Trennung des
Kalbes vom Muttertier sowie die hygienische Gewinnung von Kolostrum, um die
Kontamination mit erregerhaltigem Kot zu verhindern, sind wichtige Faktoren in der
Infektionsprophylaxe (Goodger et al. 1996).

Der positive pradiktive Wert der serologischen Tests ist in Herden mit geringer Pravalenz
niedriger als in Bestdnden, in denen eine hohe Prévalenz besteht (Hendrick et al. 2005b). Die
in der vorliegenden Untersuchung gefundenen Altersmittelwerte lassen sich anhand der
immunologischen Ablaufe und des Verlaufs der Paratuberkulose erklaren, da die
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zellvermittelte Immunantwort im frihen Stadium der Erkrankung dominiert (Stabel 1996;
Khalifeh und Stabel 2004a) und somit Antikorperbildung durch die Ublichen Testsysteme erst
mit zunehmendem Alter der Tiere zu detektieren ist (Jubb und Galvin 2000; Dreier et al.
2006).

5.2 Auswahl der Proben und Tiere fUr die Assoziationsanalysen

Da flr die meisten Tiere nur die Einteilung in negative, verdéchtige und positive Tiere vorlag,
bot sich der Ansatz einer Fall-Kontroll-Studie an. Es sind mehrere Griinde denkbar, warum
trotz der ausreichenden Tierzahlen (Long und Langley 1999; Hirschhorn 2005) keine bzw. nur
in einem Fall statistisch signifikante Zusammenhéange zwischen dem MAP-Status der Tiere
und Kandidatengenpolymorphismen feststellbar waren.

Der genetische Effekt ist zu gering, um im vorliegenden Probenmaterial erkannt zu werden.
Besteht nur ein geringer genetischer Effekt, was aufgrund der geringen Heritabilitdt zu
erwarten ist, so konnte ein Einfluss eines Gens auf den MAP-Status tibersehen werden, da nur
bedeutende genetische Effekte statistisch nachweisbar sind (Cardon 2006). Dies betrifft vor
allem Genvarianten, bei denen Allele in geringen Frequenzen auftreten. Noch groRere
Tiergruppen wirden das Auffinden von relevanten SNPs in Kandidatengenen erleichtern, da
die Erhohung der untersuchten Proben einen bedeutenderen Einfluss hat als die Zahl
untersuchter Polymorphismen (Long und Langley 1999). Individuelle Unterschiede betreffen
bei den meisten Krankheiten nur wenige Gene, die alle nur geringgradig zur
Krankheitsdisposition beitragen (Zondervan und Cardon 2004). Es stellt sich daher die Frage,
ob es sich bei einzelnen signifikanten Mutationen tatsachlich um fur eine Krankheit
empféanglich machende Allele (Disease Susceptibility Alleles, DSAs) handelt. Innerhalb des
komplexen Krankheitsgeschehens bei der Paratuberkulose, bei dem auch Umwelt- und
Managementfaktoren eine groRe Rolle spielen, ist die Penetranz einzelner Mutationen gering
einzustufen. Dies trifft auch auf multifaktorielle Erkrankungen beim Menschen zu, wie
entziindliche Darmerkrankungen (Chacon et al. 2004), Lupus erythematodes (Marshall 2002)
oder Typ-Il-Diabetes (Marx 2002), die auf keine Mutation in einem einzelnen Gen oder
einzelne Umwelteinflusse zurtickgefuhrt werden kénnen (Kiberstis und Roberts 2002).

Die Problematik bei der Merkmalsdefinition und damit bei der Einteilung in empféngliche
bzw. resistente Tiere fihrte zu einer unbekannten Anzahl falsch-positiver bzw. falsch-
negativer Tiere und verschleierte so mdgliche Effekte. In der Fall- wie auch in der
Kontrollgruppe sind aufgrund der eingeschrénkten Sensitivitdt der Testsysteme
(SVANOVIR™Para-TB Ab ELISA Kit, Svanovir Biotech AB, Uppsala, Schweden oder
IDEXX HerdChek® M. pt. Antibody ELISA, IDEXX Laboratories Inc., Maine, USA) sowohl
falsch-positive als auch falsch-negative Tiere zu erwarten. Ist diese Verteilung in beiden
Gruppen gleich, so wird der Genotypeffekt unterschétzt und es gehen maogliche Signifikanzen
verloren. Griinde hierfur sind, neben der aufgrund mangelnder Sensitivitdt und Spezifitét
schwierigen Merkmalserfassung, auch der vermutlich geringe Einzelgeneffekt (Zondervan und
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Cardon 2004).

Die Prasenz von Antikérpern gegen MAP zeigt das fortgeschrittene Infektionsstadium an.
MAP-Antikorper gelten als nicht protektiv (Chiodini 1996; Clarke 1997; Stabel 2000). Es
wurde die Infektion mit MAP fir die Auswahl der Proben dieser Studie angenommen, wenn
eine Immunantwort (Titeranstieg) zu irgendeinem Zeitpunkt im Leben des Tieres nachweisbar
war, basierend auf der Annahme, dass zu irgendeinem Zeitpunkt der Eintritt und eine Reaktion
des Immunsystems auf MAP erfolgt sein mussen (siehe auch Nielsen et al. 2002b). Sweeney
und Mitarbeiter (2006b) fanden, dass Tiere, deren Infektion im Vorfeld durch Kotkultur
nachgewiesen worden war, teilweise erst positive ELISA-Ergebnisse, in darauf folgenden
Tests jedoch negative Resultate zeigten. Dies trat unabhdngig davon auf, ob die Titerhohe
nahe des Cut-off-Levels lag oder im deutlich positiven Bereich. Alle Tiere wurden jedoch bei
weiteren Tests wieder serologisch positiv. In der Untersuchung von Hirst et al. (2002) war die
Umkehr in den seronegativen Status bei Tieren mit niedrigeren S/P-Verhaltnis
wahrscheinlicher als bei Tieren mit héherem Antikdrpertiter bei der ersten Beprobung. In der
vorliegenden Untersuchung wurden daher Tiere, die mindestens einen positiven ELISA-Test
aufwiesen, auch bei einer negativen Nachtestung als positiv eingestuft und blieben so in der
positiven Fallgruppe vertreten.

Aufgrund der Beeinflussung von Sensitivitdt und Spezifitdt durch die Methode des
serologischen Nachweises (Antigenpraparation) ist es mdglich, dass die eingesetzten
kommerziellen ELISA-Tests jeweils nur einen Teil der infizierten Tiere detektiert haben
(Waters et al. 1999; Harris und Barletta 2001; Béttcher und Gangl 2004; Dreier et al. 2006).
Da leider keine simultane Testung mit beiden verwendeten Methoden durchgefiihrt wurde, ist
es im Rahmen dieser Studie nicht moglich gewesen, dies an dem vorhandenen Probenmaterial
zu verifizieren.

Fir die Einstufung aufgrund der Serologie spricht ebenfalls, dass der Antikorpertiter von
Kihen mit negativer Kotkultur niedriger ist als der von Kihen mit positiver Kotkultur
(Nielsen et al. 2002a) und 98 % der starken bzw. 95 % der schwachen Ausscheider von MAP
durch ELISA-Verfahren erkannt werden konnen (Nielsen und Ersboll 2006).

In der vorliegenden Studie gab es fur den GroRteil der Kilhe keine Angaben Uber den Status
der Ausscheidung mit dem Kot, da nur Tiere mit positivem ELISA auch kotkulturell
untersucht werden oder aber den Betrieb verlassen. Sie werden im Regelfall nicht weiter
turnusmaRig auf Antikorper gegen MAP getestet. Daher lasst sich bei serologisch negativen
Tieren nicht ausschlieRen, dass es sich um infizierte Tiere handelt, da Uber die mdgliche
Ausscheidung des Erregers keine Aussage getroffen werden kann. Jegliches eingesetztes
Testverfahren kann zu einem Anteil fehlklassifizierter Proben fihren. Eine geringe Spezifitat
fuhrt hierbei zu vermehrt falsch-positiven Ergebnissen. Entscheidend bei der Einstufung der
MAP-Proben ist jedoch allgemein die geringe Sensitivitat, die unter anderem vom Stadium der
Erkrankung abhéngt (Nielsen et al. 2002b). Neben falsch-positiven bzw. falsch-negativen
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Testergebnissen bergen schwankende Antikorperspiegel des Tieres und analytische Fehler
Probleme in der korrekten Definition des MAP-Status (Sweeney et al. 2006b).

Bedingt durch die Probensammlung liegt nur ein Ergebnis zu einem bestimmten Zeitpunkt im
Leben des Tieres vor. Bei alteren Tieren, die mehrfachen Tests unterlagen, entsteht so zwar
eine relative Sicherheit tber den Status (Spezifitdt IDEXX-ELISA 94 %, Svanova 76 %), es
erlaubt jedoch keine Aussage dartiber, ob ein negatives Kontrolltier weiter negativ bleiben
wird. Auch bei mehrmaliger negativer serologischer Testung kann spekuliert werden, dass sich
das untersuchte Tier in der Phase der dominant zellvermittelten Immunabwehr befand und erst
spater einen nachweisbaren Antikorpertiter entwickelt. Daher ist nicht auszuschlielRen, dass
diese Tiere sich im Verlaufe weiterer Tests oder auch unter Verwendung anderer Testsysteme
als positiv herausstellen (Dreier et al. 2006). Uber den Wert wiederholter serologischer Tests
bestehen in der Literatur unterschiedliche Ansichten. Laut Sweeney et al. (2006b) steigt
hierbei auch die Mdoglichkeit eines falsch-positiven Ergebnisses, im Gegensatz dazu
postulieren Nielsen und Mitarbeiter (2002a), dass wiederholte Tests von Einzeltieren die
Sensitivitat ohne Verlust von Spezifitat erhohen.

Eine Mdglichkeit, das Studiendesign zu verbessern, ware die Auswahl zweier Kontrolltiere
pro positiver Kuh, analog zu Gonda et al. (2007), da hierbei die geringe Sensitivitat (hohe Rate
an falsch-negativen Tieren) besser ausgeglichen wirde. Im vorliegenden Probenmaterial war
dies nicht maglich, da nicht gentigend Tiere gleicher vaterlicher Abstammung, gleichen Alters
und gleicher Herkunft vorhanden waren. Ein anderer Weg ldge in der monatlichen
serologischen Testung der Tiere, die bei unter vierjahrigen Kihen in einer um 19 % erhdhten
Wahrscheinlichkeit, Antikorper zu detektieren, resultiert und damit zu einer klareren Struktur
der Kontrollgruppe fuhren wiirde (Nielsen und Ersboll 2006).

Da samtliches Probenmaterial unter Feldbedingungen gewonnen wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass negative Tiere im Kalberalter keinen Erregerkontakt hatten und
daher nicht die Chance hatten, sich zu infizieren. Diese wirden falschlich als resistent
betrachtet. Negativ getestete Tiere kdnnen resistent sein, empfanglich aber nicht dem Erreger
ausgesetzt (Taylor et al. 2006), sowie falsch-negativ aufgrund des Testverfahrens. Da durch
die Berlcksichtigung des Alters der Tiere eine gleich hohe Wahrscheinlichkeit des
Antigenkontakts im relevanten Zeitraum post natum bestand, ist dieser Faktor zwar
berticksichtigt worden, dennoch gibt es keinen Nachweis fur erfolgten Antigenkontakt bei den
negativen Kontrolltieren.

Die sichere Einstufung des Einzeltiers ist im besten Fall durch eine Untersuchung des
Ileozdkallymphknotens gewéhrleistet. Ein minimalinvasives Verfahren zur Lymphknoten-
biopsie bei Kalbern ist etabliert (Seeger et al. 2007), wird aber noch nicht in der
Routinediagnostik in den Bestdnden eingesetzt (Seeger 2007, personliche Mitteilung). Neue
Studien von Sweeney et al. (2006a) lassen an der Eignung der Untersuchung des
Ileozékallymphknotens als Goldstandard zur Detektion der Infektion mit MAP zweifeln, da
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bei zwei von sechs respektive 15 von 20 experimentell infizierten Ké&lbern, bei denen entweder
aus Geweben oder aus dem Jejunallymphknoten die kulturelle Anzucht des Erregers gelang,
die Kultur des lleozékallymphknotens negative Ergebnisse erbrachte.

Die Bestimmung der Grenzwerte trotz verdachtigen Bereiches ist kritisch, da flr einen Teil
der Tiere, fur die nur der MAP-Status bekannt war, nicht zwischen hohem Titer (stark positiv)
und niedrigem Titer (schwach positiv) unterschieden werden konnte.

Durch das bindre Modell gehen Informationen zur Héhe des Antikdrpertiters verloren. Daher
ist die Chance, Assoziationen zu finden, geringer als bei Verwendung der optischen Dichte
(Hendrick et al. 2005b). Bei Zugrundlegung des ELISA-Titer wird die Wahrscheinlichkeit der
Infektion Uber die Titerhthe einbezogen, je geringer die gemessene optische Dichte, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Tier falsch-positiv reagiert hat (Collins et al. 2005).
Berlcksichtigt wurde diese Problematik jedoch durch die Auswahl von eindeutig positiven
bzw. negativen Tieren und den Verzicht auf die Einbeziehung verdachtig getesteter Tiere in
eine der Gruppen.

Ein anderer Losungsansatz hierfir ldge in der molekulargenetischen Typisierung aller
2084 Tiere, fur die genaue OD-Werte vorlagen, und der Anwendung eines linearen Modells.
Der erwartete Erkenntniszuwachs hierbei entsprache vermutlich nicht dem erforderlichen
labortechnischen und finanziellen Aufwand.

Als Fazit lasst sich feststellen, dass die Anpassung von Fall- und Kontrollgruppe (Matching)
gut, aber die Merkmalserfassung problembehaftet ist. Diese Tatsache konnte durch die grof3e
Zahl untersuchter Proben nur teilweise ausgeglichen werden.

5.3 Heritabilitatsschatzung

Die unter Verwendung von Tier- und Vatermodell geschatzten Heritabilitaten fur die
Antikdrperantwort gegeniiber Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis liegen mit 0,05 bis
0,14 im Bereich einer danischen Studie (Mortensen et al. 2004), die ebenfalls auf den
Ergebnissen serologischer Untersuchungen auf MAP-Antikorper, jedoch in der Milch,
basierte. In diese Untersuchung gingen die Daten von 11535 Rindern (Danische Holsteins)
ein. Modellabhéngig wurden Heritabilitaten von 0,10 bzw. 0,09 geschatzt. Eine weitere Studie
in niederldndischen Holsteins beschreibt Heritabilitdten von 0,06 (Gesamtpopulation) bzw.
0,09 fir geimpfte Tiere (Koets et al. 2000). Zugrunde lagen dort die Ergebnisse
histopathologischer Untersuchungen und kultureller Anzucht von Gewebeproben aus Darm
und Lymphknoten, die post mortem entnommen worden waren. Der Antikorperstatus der Tiere
wurde dabei nicht untersucht. Es liegt somit im Gegensatz zur oben genannten Untersuchung
ein anderer Parameter, die Erblichkeit der Ausbildung pathologischer Lasionen bei der
Paratuberkulose, zugrunde.

Obwonhl die Studien auf unterschiedlich erfassten Merkmalen basieren und somit eine genaue
Vergleichbarkeit nicht gewdhrleistet ist, liegen die Heritabilitdten unabh&ngig vom
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angewendeten Modell und der zugrunde liegenden Statuseinteilung bei rund 10 %. Damit liegt
die ermittelte Erblichkeit in der vorliegenden Population Dt. Holsteins im selben Bereich und
bestétigt eine Heritabilitdt der Empfanglichkeit fur Paratuberkulose.

Die geringen Unterschiede in den geschatzten Heritabilitdten zwischen den beiden
Datensatzen (nur MAP-Status bzw. MAP-Status und OD-Wert) zeigen, dass der nur
2084 Tiere umfassende Datensatz 2 als repréasentativ flr alle vorliegenden Daten betrachtet
werden kann.

Der deutliche Unterschied in den ermittelten Heritabilitdten zwischen dem Schwellenwert-
Tiermodell und dem Schwellenwert-Vatermodell kann durch die kleine Zahl an Tdchtern pro
Bulle erklart werden, da bei geringem Informationsgehalt das Tiermodell Vorteile gegentber
dem Vatermodell zeigt (Ramirez-Valverde et al. 2001). Demzufolge erkléart die geringe
durchschnittliche Zahl an Tochtern einerseits die Heritabilitdtsunterschiede zwischen beiden
Modellen, andererseits ist die im Tiermodell geschatzte Heritabilitdt von 0,05 bis 0,06
vermutlich realistischer als die Werte von Uber 10 % aus den Vatermodellen. In den
Vatermodellen wird die additiv-genetische Varianz (berschatzt, da die Verwandtschaft der
Kihe innerhalb der véterlichen Halbgeschwistergruppen unterschatzt wird (Ramirez-Valverde
et al. 2001).

5.4 Mikrosatellitenanalyse

Fur alle untersuchten Mikrosatelliten konnten Multiplex-PCR-Reaktionen etabliert werden,
was eine Verminderung des Labor- und Kostenaufwandes sowie eine Ersparnis im DNA-
Verbrauch, verglichen mit Einzelreaktionen, bedeutete. Durch die unterschiedliche
Fluoreszenzmarkierung der einzelnen Primerpaare konnten auch solche Amplifikate in der
Multiplex-Reaktion analysiert werden, die ahnliche ProduktgroRen aufwiesen.

Der Mikrosatellit BMC9006 war in der untersuchten Dt. Holsteinpopulation gering polymorph
mit drei dargestellten Allelen, wobei die Frequenz eines der Allele 97,61 % (MAP-positive
Gruppe) bzw. 98,16 % (MAP-negative Kontrollgruppe) betrug. Es konnte auch mittels
Durchfihrung der PCR, die den in Bezug auf Brucellose resistenten Genotyp GT(13)
(Positionen 1908-1933 in GenBank U12862), entsprechend der AllelgroRe von 163 bp,
darstellte, bei Dt. Holstein kein Polymorphismus an dieser Position nachgewiesen werden.
Dies bestétigt die Untersuchungen von Paixao und Mitarbeitern (2006), die 81 Bos-taurus-
Rinder der Rasse Holstein und 167 Bos-indicus-Rinder (u.a. Nelore) im Hinblick auf
Brucellose-Resistenz untersuchten und 100 % der Holstein-Rinder als homozygot fiir das Allel
(GT)13 typisierten. Eine weitere Untersuchung an Bos indicus (Hariana) und Bos indicus X
Bos taurus Kreuzungstieren wies ebenfalls nur homozygote Holsteinrinder im Bereich des
GT-Repeats in der 3 UTR des NRAMP1-Gens nach (Kumar et al. 2005). Eine Erklarung fur
die Homozygotie an dieser Position l&ge in der erfolgten Ausmerzung der Brucellose in
Deutschland seit 1971 und somit der indirekten Zucht auf den resistenten Genotyp GT(13).
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Aufgrund der unvollstandigen Resistenz — es treten auch bei Brucellose-betroffenen Tieren
Homozygote fir das Allel GT(13) auf — ist jedoch auch dort eine Beteiligung weiterer Gene an
Empfanglichkeitsunterschieden wahrscheinlich; somit ist (GT)13 als Marker und Stellvertreter
fiir einen Polymorphismus im Gen anzusehen, der damit gekoppelt ist und die Resistenz gegen
Brucella abortus vermittelt (Adams und Templeton 1998). In einer weiteren Studie konnte
allerdings nicht bestatigt werden, dass das Allel GT(13) mit der Resistenz gegen Brucella
abortus assoziiert ist (Paixao et al. 2007). Dieses Ergebnis und die Tatsache, dass kausal
verantwortliche Polymorphismen in allen Rassen Unterschiede zeigen sollten, spricht dafur,
dass es sich nicht um die kausale resistenzvermittelnde Variante gegen intrazellulare
Pathogene handelt, sondern dass eine Kopplung vorliegt, die nur populations- bzw.
familienspezifisch auftritt.

Grinde fur den Homozygotenuberschuss, der den Marker BMC9006 betrifft, konnte eine
Inzuchtproblematik sein. Da die Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht nur diesen
einen Marker betrifft, scheint dies trotz des hohen Verwandtschaftsgrads innerhalb der
Holsteinpopulation nicht wahrscheinlich (Hanslik et al. 2000). Auch ein nicht nachweisbares
Mikrosatellitenallel (,,Nullallel*) konnte existieren, so dass Tiere, die homozygot sind,
tatsachlich heterozygot sind und neben dem detektierten Allel ein Nullallel, welches nicht
amplifiziert wird, besitzen (Peter et al. 2005).

Das Problem der Mikrosatelliten-Analyse  liegt  weiterhin  darin, dass die
AllelgroBenunterschiede nicht grundsatzlich in einer verédnderten Anzahl der Repeatmotive
wie bei der ,,DNA-Slippage®, einer Fehlpaarung wahrend der DNA-Replikation (Levinson und
Gutman 1987), begriindet sind. Insertionen und Deletionen der das Repeatmotiv flankierenden
Regionen, die der Anzahl Nukleotide pro Repeateinheit entsprechen, lassen sich in der
Fragmentanalyse nicht erkennen, sondern nur mittels Sequenzierung. Dieses Phdnomen der
GrolRenhomoplasie, bei der Fragmente gleicher GrolRe unterschiedlicher Kausalitat sind und
falschlich von einer Betroffenheit des Repeatmotivs ausgegangen wird (Grimaldi und Crouau-
Roy 1997), konnte auch fur die 3’UTR des NRAMP1-Gens nachgewiesen werden (Horin et al.
1999). Die Anzahl der an die GT-Repeats (Positionen 1781-1804 in GenBank U12862) 5’-
angrenzenden Guaninbasen variiert und fihrt damit ebenfalls zu variablen Fragmentgrofien.
Auch Studien bei Schweinen (Peischl et al. 2005), Pumas und Hauskatzen (Culver et al. 2001)
ergaben analoge Befunde. GréRenhomoplasie reduziert die Zahl detektierbarer Allele und den
Anteil als heterozygot erkannter Tiere (Angers et al. 2000; Peischl et al. 2005). Die
Madglichkeit, durch Auswahl der Primer nahe des Repeatmotivs kleine PCR-Produkte mit
kurzen flankierenden Bereichen zu amplifizieren und damit die Rate an Fragmenten mit
GroRenhomoplasie zu verringern, fihrt gleichzeitig zu einem vermehrten Auftreten von
Nullallelen und damit wieder zu einer verringerten Zahl nachweisbarer Allele (Peischl et al.
2005).

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass sich die Untersuchung des NRAMP1 3’UTR-Bereichs
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mittels einer klassischen Mikrosatellitenanalyse fiir Assoziationsstudien in Bezug auf
Unterschiede der Paratuberkuloseempfanglichkeit beim Dt. Holstein nicht eignet. Neben der
geringen Variabilitat bzw. Monomorphie der Region in dieser Rasse besteht die Gefahr, dass
existente Allele nicht erkannt werden. Daher miusste dieser Bereich bei einer grofien
Probenzahl durch Sequenzierung oder Einzelstrang-Konformationspolymorphismen (SSCP)-
Analyse (vgl. Angers et al. 2000) untersucht werden.

Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass eine Kopplung des Mikrosatelliten im NRAMP1 mit
der tatsachlich krankheitsassoziierten Variante zwar beim Schaf besteht, jedoch nicht beim
Rind. Verantwortlich kdnnten ferner die immunologischen Mechanismen beim Schaf sein, die
von denen des Rindes abweichen und sich auch in unterschiedlicher klinischer Symptomatik
aullern (Clarke 1997); weshalb das ovine NRAMP1 mit dem MAP-Status assoziiert ist
(Reddacliff et al. 2005), diese Assoziation beim Rind aber nicht bestétigt werden kann.

Die beiden Mikrosatelliten BMC9006 und BB705 sind bei der Rasse Jersey auf ein Allel fixiert
und waren deshalb in der betreffenden Rasse nicht zur Analyse von Assoziationen zwischen
Mikrosatellitenallelen und dem Paratuberkulosestatus geeignet.

Die auf BTA 20 liegenden Marker innerhalb des QTLs (Gonda et al. 2006a), RM106 und
BM1225, waren nicht statistisch signifikant mit dem Paratuberkulosestatus der Rinder in der
Fall- und Kontrollgruppe assoziiert. Da sich der QTL auch bei Gonda nur in einer von drei
typisierten Bullenfamilien zeigte und schwach signifikant war, liegt vermutlich ein geringer
Effekt vor, der im hier vorliegenden Datenmaterial nicht ins Gewicht fallt und daher nicht
nachweisbar war.

Eine QTL-Studie im Halbgeschwisterdesign ist prinzipiell geeignet, Bereiche mit
quantitativem Einfluss auf das Merkmal ,,Paratuberkuloseresistenz* zu ermitteln. In dieser
Studie sind jedoch zu wenige Tdchter in der untersuchten Stichprobe vorhanden, d. h. die
Familien der einzelnen Bullen sind zu klein. Zudem ist der Infektionsstatus derjenigen Bullen
unbekannt, deren Tochter in dieser Studie untersucht wurden. Fir weiterfuhrende
Untersuchungen ware es daher mdglich, weitere punktuelle Analysen im QTL-Bereich
durchzufiihren. DUSP1, dessen Expression in Makrophagen durch Stimulation mit
Peptidoglykan und 1L-10 aktiviert wird, wirkt als endogener Regulator der Entziindungs-
reaktion (Hammer et al. 2006). Es ware somit als funktionelles wie positionelles Kandidaten-
gen im QTL-Bereich auf BTA 20 interessant flr folgende Studien.

5.5 Kandidatengenanalyse

Primare und sekunddre Komplement- und Antikorperdefizienzen beim Menschen fiihren nicht
zu einer vermehrten Empfanglichkeit fur Tuberkulose oder andere Mycobakterieninfektionen
(Doffinger et al. 2006). Daher erschien es sinnvoll, das Hauptaugenmerk auf die angeborene
und zelluldre Mycobakterienabwehr zu legen, da Mycobakterien typische Induktoren einer
praferenziellen Thl-Immunantwort sind (Burrells et al. 1998; Stabel 2000), wahrend in der
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spaten subklinischen Phase der Infektion mit MAP ist die proinflammatorische Typ-1-Antwort
oft verringert ist oder fehlt (Coussens 2004). Der Antikorpertiter wurde als phanotypisches
Merkmal fiir die Paratuberkuloseempfanglichkeit genutzt, da aufgrund des immunologischen
Verlaufs auf hohe Antikorpertiter die Progression in die klinische Erkrankung folgt (Stabel
2000).

In den Kandidatengenen NRAMP1 und CARD15 wurden durch die Sequenzanalyse
Nukleotidvarianten gefunden, die im Bereich von Introns lagen. Theoretisch sollten Varianten
auflerhalb der Splicing-Regionen oder der Exon-Intron-Grenzen keine funktionelle Bedeutung
haben, da sie aus der mRNA ,,herausgespliced” wurden. Jedoch gibt es Varianten, die mit
veranderter Genexpression, Genfunktion oder dem Ansprechen auf Medikamente assoziiert
sind (Wang et al. 2006). Diese liegen zum Teil in hochkonservierten, nicht kodierenden
Bereichen des Genoms, jedoch ist die Einschdtzung ihrer Bedeutung im Gegensatz zu derer
von Varianten in kodierenden Bereichen schwierig (Boffelli et al. 2004).

Der Basenaustausch CARD15 E11(-14) betrifft ein potenzielles Bindungsmotiv fiir GATA-
Transkriptionsfaktoren, ,WGATAR" (Merika und Orkin 1993). Es ergab sich aber kein
statistisch signifikanter Zusammenhang mit dem MAP-Status der untersuchten Kihe und
Allelen des SNP.

Durch Sequenzierung von Teilen der Promotorregion des NRAMP1 konnte kein
Polymorphismus detektiert werden. Durchschnittlich sind pro 10 kb 8 Basenaustausche zu
erwarten, die Dichte an SNPs ist in der 5’UTR 4,83-mal geringer als in der 3’UTR (Zhao et al.
2003). Innerhalb von Genen liegt im Bereich der 5’UTR die geringste Dichte an
Polymorphismen vor (0,27 %), im Gegensatz zu Introns. Dort liegen 95,96 % aller innerhalb
von Genen nachgewiesenen SNPs (Zhao et al. 2003). So ist trotz der Variabilitat dieser Region
beim Menschen und der funktionellen Bedeutung dieser Polymorphismen (u. a. Romero-
Gomez et al. 2004; Nishino et al. 2005; u. a. Zaahl et al. 2006) nachvollziehbar, dass in der
5’UTR sowie in den untersuchten Exons keine Polymorphismen detektierbar waren.

Der untersuchte Basenaustausch im NRAMP1 Intron 5 kommt in der Population in dufRerst
geringer Frequenz vor, jedoch sollte das angewendete Fall-Kontroll-Studiendesign trotzdem
ermdoglicht haben, relevante Assoziationen zu finden. Da kein Probenmaterial anderer Rassen
als des Dt. Holstein vorlag, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Bedeutung des Genes
in der Abwehr von MAP bei anderen Rinderrassen zu verifizieren ware. Die Bos-indicus-
Rassen Gir, Nelore und Guzera sind in der 3’UTR variabler als Holsteins (Paixao et al. 2006),
die Region von Intron 4 bis Intron 5 ist bei Fluss- (Bubalus bubalis) und Sumpfbiffeln
(Bubalus carabanesis) deutlich variabler als bei N’Dama, Japanischem Schwarzvieh,
Koreanischen Rindern, Angus und Holsteins (Ables et al. 2002). In der eigenen Studie waren
ebenfalls zwei der drei durch Sequenzanalyse ermittelten Basenaustausche bei Tieren der
Rassen Brahman (Bos indicus) sowie N’Dama nachweisbar.

Die Mdglichkeit, dass DNA-Varianten rassespezifische Unterschiede in der Empfanglichkeit
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gegenuber infektiosen Erkrankungen vermitteln, wurde beim Rind noch nicht ausreichend
untersucht (Barthel et al. 2000). Bei der Scrapieerkrankung des Schafes beispielsweise kommt
der VRQ-Haplotyp, der die hochste Anfélligkeit fur die Erkrankung vermittelt, in einigen
Rassen nicht vor, z. B. beim Merinolandschaf, oder in sehr niedrigen Frequenzen, z. B. bei
Suffolk (Drogemdller et al. 2001). Hier besteht fur den ARQ/ARQ-Genotyp das hdchste
Risiko flr eine Erkrankung an klassischer Scrapie (Westaway et al. 1994; Hunter et al. 1997;
Lihken et al. 2007).

Eine Assoziation von Allelen der untersuchten NRAMP1-Polymorphismen mit dem MAP-
Status der Rinder konnte in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zur Maus (Vidal et al. 1993) und dem Menschen (Bellamy et al. 1998) scheinen
beim Rind andere Genorte fiir die Resistenz gegen Tuberkulose verantwortlich zu sein
(Chacon et al. 2004). Es besteht die Mdoglichkeit, dass dies auch bei der Abwehr gegen
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis der Fall ist. Dennoch sollten zur abschlieRenden
Kléarung weitere, evtl. variablere Bereiche des Gens unter Verwendung zusatzlicher Proben in
sich anschlieRenden Untersuchungen analysiert werden.

TLR4

Das C-Allel des SNP TLR4 E3+2021, das in der kanadischen Holsteinpopulation mit
verbesserter Laktationspersistenz und geringerer somatische Zellzahl signifikant assoziiert ist
(Sharma et al. 2006), war nicht signifikant (p>0,05) mit dem MAP-Status der hier
untersuchten Rinder assoziiert. Das seltenere T-Allel trat in der eigenen Untersuchung mit
einer Frequenz von rund 17 % haufiger auf als in kanadischen Holsteins mit 7 %. Der Anteil
heterozygoter Tiere lag mit rund 30 % versus 12 % ebenfalls héher. Der hohere Anteil von
Tieren, die in der eigenen Studie das T-Allel tragen, kdnnte auf eine schlechtere allgemeine
Abwehrlage schlieRen lassen; da die Allelfrequenzen in der Fall- und Kontrollgruppe jedoch
nahezu gleich verteilt sind, lasst sich dies ausschlieRen.

CARD15

Die Sequenzierung des Exon Il und Teilen des Intron 1 von Tieren aus der Fall- und
Kontrollgruppe ergab keine von der Referenzsequenz (GenBank AY518739) abweichenden
Varianten.

Der publizierte SNP E2(-32) g>a, der in einem 7 bp grofRen regulatorischen Motiv innerhalb
des Intron 1 liegt, ist potenziell von funktioneller Bedeutung (Taylor et al. 2006). Es wurden
fir diesen Basenaustausch Uber signifikant unterschiedliche Allelfrequenzen zwischen einer
Fall- und Kontrollgruppe (Rassenpanel) innerhalb Tieren der Spezies Bos taurus berichtet,
jedoch nicht bei Vergleichen innerhalb der Holsteins (Taylor et al. 2006). Die dort
dokumentierte Frequenz des Referenzallels ,,g“ in der Fallgruppe betrug 1, auch alle Holsteins
(n = 7) waren homozygot fur dieses Allel. Des Weiteren war der MAP-Status der Tiere der
Kontrollgruppe nicht untersucht worden und somit unbekannt. Ein einfacher
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Kausalzusammenhang dieses SNP E2(-32) mit dem MAP-Status konnte nicht hergestellt
werden (Taylor et al. 2006). Es kann daher vermutet werden, dass der SNP E2(-32) mit einem
fir die Krankheitsauspragung relevanten Genort gekoppelt ist und selbst nur als Marker dient.
Es konnte durch jahrelange Selektion bei Holsteins auf Milchleistungsparameter nur noch
diese Variante vertreten sein, aber aufgrund der Komplexitat der Paratuberkuloseerkrankung
nicht zu vollstandiger Penetranz im Sinne einer Erkrankung bei allen Tieren, die dieses Allel
tragen, fuhren.

Die Assoziation des Basenaustausches CARD15 E4+921 mit dem MAP-Status der Tiere war
statistisch signifikant. Dies bekréftigt die Hinweise aus den Untersuchungen von Taylor und
Mitarbeitern (2006), dass CARD15 Einfluss nimmt auf die Abwehrlage gegen MAP-
Infektionen. Der SNP bewirkt einen Austausch der polaren Aminoséure Arginin gegen die
ebenfalls polare Aminosédure Histidin (R258H). Die Ergebnisse der Analyse mit SIFT und der
BLOSUMG62-Matrix ergaben, dass es sich um einen konservativen Aminosdurenaustausch
handelt, der die Proteinfunktion nicht beeintrachtigt. Jedoch ist ein solcher an dieser Position
generell nicht maoglich, da sie zwischen den Spezies gering konserviert ist. Die Positionen der
bekannten funktionellen Aminosdureaustausche des Menschen sind hoch konserviert. Dies
lasst vermuten, dass es sich trotz der Assoziation nicht um den funktionellen SNP handelt,
sondern um einen damit gekoppelten Austausch, der als LD-Marker in weiteren
Untersuchungen verwendet werden kdnnte. Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass mittels
der angewendeten Programme die funktionelle Bedeutung nicht erfasst werden konnte, eine
solche aber grundséatzlich vorhanden ist. Hierfur spricht, dass bei komplexen Erkrankungen
der Einfluss eines Basenaustausches meist erst in Wechselwirkung mit Umwelteffekten und
anderen SNPs zu Tage tritt und haufig nur ein maRiger Einfluss eines einzelnen Austausches
auf das Krankheitsrisiko besteht (Thomas und Kejariwal 2004; Hirschhorn 2005). Die
Untersuchungen von Thomas und Kejariwal (2004) lassen weiterhin vermuten, dass SNPs, die
im Zusammenhang mit komplexen Erkrankungen stehen, bevorzugt an evolutionér nicht stark
konservierten Positionen im Protein auftreten.

Des Weiteren spricht fur eine funktionelle Bedeutung, dass fir das a-Allel homozygote Kiihe
nur in der Fallgruppe, aber nicht in der Kontrollgruppe vorhanden waren. Dieser Unterschied
war jedoch nicht statistisch abzusichern. Handelt es sich bei dem assoziierten Basenaustausch
um einen SNP, der gekoppelt ist mit dem tatséchlich funktionellen SNP, muss die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse an grofem Familienmaterial gepruft werden.

Das bovine Chromosom 18 représentiert evolutionar konservierte Regionen der menschlichen
Chromosomen 16 und 19. CARD15 wurde auf BTA18 in der Region Kkartiert (Taylor 2004),
die homolog zu HSA 16921 ist. Weiterhin wurden auf BTA 18 bisher QTL fur
Lebensleistung, Anteil lebend geborener Kalber, Leichtkalbigkeit (Kihn et al. 2003),
Milchfettmenge und Milchmenge (Harder et al. 2006) beschrieben. Dies weist auf die
Bedeutung des bovinen Chromosoms 18 in Bezug auf Merkmale der Krankheitsresistenz und
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Vitalitat hin.

Die Mdglichkeit der Scheinassoziation aufgrund einer statistischen Verzerrung (,,Bias*) durch
Populationsstratifikation (zusammengefasst von Hirschhorn 2005) lasst sich durch das erfolgte
»Matching“ der Kontrollgruppe als gering einstufen, da Tdchter eines Bullen jeweils in beiden
Gruppen vertreten waren und die Anpassung nach Betrieb und Alter fir Tiere in beiden
Gruppen mit hoher Wahrscheinlichkeit die gleiche Chance der Infektion mit Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis bot. Ein Bias durch technische Fehler (Hirschhorn und Daly
2005), der z. B. durch die Typisierung von Proben der Fall- bzw. Kontrollgruppe in separaten
Durchgéngen entstanden sein konnte, l&sst sich durch die immer mitgefiihrte Standardprobe
ausschliel3en.

Der nachgewiesene Einfluss des intrazellularen Rezeptors CARD15 auf die
Krankheitsauspragung des Morbus Crohn beim Menschen (Hugot et al. 2001), der zu einem
ahnlichen Krankheitsbild wie die Paratuberkulose des Rindes fiihrt, ist ein weiterer Faktor zur
Festigung der Rolle als Kandidatengen fiir Paratuberkuloseresistenz beim Rind, zumal
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis ein intrazelluléres Pathogen darstellt.

5.6 Zuchtziel Paratuberkuloseresistenz?

Die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen sowie die Gefahren fiir die menschliche
Gesundheit aufgrund von Medikamentenrickstdnden und dem zoonotischen Potenzial
keimbelasteter tierischer Lebensmittel zeigen die Vorteile und Relevanz der zichterischen
Modifikation der Krankheitsresistenz beim Rind (Simianer und Konig 2002). Hier ist die
markergestltzte Selektion (MAS) in Bezug auf Krankheitsresistenz besonders attraktiv, da
Merkmale, welche die Resistenz ausdriicken, schwierig zu messen sind und in den meisten
Fallen eine geringe Heritabilitat besteht (Dekkers und Hospital 2002; Raadsma und Fullard
2006).

Das Hauptproblem bei genetischen Untersuchungen zur Paratuberkuloseresistenz ist die
Definition des Infektions- und Krankheitsstatus. Dies resultiert somit in Schwierigkeiten bei
der Probenbeschaffung (Reddacliff et al. 2005). Ein Teil der infizierten Rinder tritt nie in das
Stadium der klinischen Erkrankung ein, das von den typischen Symptomen geprégt ist (Toft et
al. 2005), und es gibt aktuell auch kein Testsystem, das auf eine spatere klinische Erkrankung
des getesteten Tieres hinweist.

Zellvermittelte Immunitat und Verhinderung der Ausscheidung des Erregers gehen einher
(Stabel 1996; Sweeney et al. 1998; Stabel 2000), basierend auf dieser Annahme wéren auch
Tiere, die zwar infiziert sind, jedoch nicht klinisch erkranken, ein mdgliches Zuchtziel. Diese
Rinder sind zwar in der Lage, die Infektion einzuddammen, die Gefahr der subklinischen
Ausscheidung ist jedoch nicht von der Hand zu weisen. Eine Streuung des Erregers in der
Herde und der Umwelt ist hier nicht auszuschlielen und unerwinscht. Zusatzlich besteht das
Problem der in vielen Studien nachgewiesenen verringerte Leistung der Tiere (Abbas et al.
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1983; Nordlund et al. 1996; Johnson-Ifearulundu et al. 2000). Auch in dieser Untersuchung
konnte eine signifikante Verringerung des Milchfettgehaltes bei serologisch positiven Kiihen
im Vergleich zur serologisch negativen Gruppe nachgewiesen werden.

Einerseits kann spekuliert werden, dass Tiere, die in friiheren serologischen Tests positiv und
spater negativ auf das MAP-Antigen reagiert haben, die Infektion Uberwunden haben. Diese
Rinder sind daher vom tierziichterischen Standpunkt erwinscht, da sie aufgrund ihrer
Konstitution eine Feiung des Erregers leisten kénnen (Chiodini et al. 1984; Adams und
Templeton 1998). Andererseits ist die Senkung des Antikorpertiters auch bei der Progression
in die klinische Phase zu erwarten (Chiodini 1996). Sinkende AntikOrpertiter vor der
Niederbruchsphase der Erkrankung sind im B-Zell-Homing, einer spezifischen Anergie oder
der auller Kraft gesetzten Antigenprasentation durch T-Zellen zu begrinden. Durch die
Konzentration von Immunglobulin G im Kolostrum (Nielsen et al. 2002a) wéhrend des
peripartalen Zeitraums kommt es ebenfalls zu einer Verminderung des Serumantikorpertiters
(Sweeney et al. 2006b).

Zusammenfassend lasst sich im Hinblick auf die mogliche Beteiligung an der Atiologie bzw.
dem Verlauf des M. Crohn beim Menschen sowie aus Sicht des Tierseuchenrechts und der
Zoonoseprophylaxe sagen, dass auch Tiere, die subklinisch infiziert sind, aber zeitlebens
Klinisch gesund bleiben und somit keine massiven finanziellen Verluste fir den Landwirt
verursachen, kein erwiinschtes Zuchtziel sein kénnen.

Es missten demnach im Verlauf einer kontrollierten Langzeitstudie Tiere ermittelt werden, die
trotz nachgewiesenem Erregerkontakt in ausreichender Dosis zeitlebens weder klinisch
erkranken noch bei subklinischer Infektion Leitungsminderung zeigen, noch den Erreger mit
dem Kot ausscheiden und damit streuen. Geeignet wére eine prospektive Kohortenstudie, bei
der Exposition und Kovariablen (Abstammung, Mutterfamilie, Betrieb, Managementfaktoren)
vor Studienbeginn erhoben werden und sich eine langfristige Beobachtung anschliel3t (Klug et
al. 2007).

Aufgrund der Kosten und der schwierigen Realisierbarkeit einer solchen Studie ist es
notwendig, in folgenden Untersuchungen zusétzliche diagnostische Mallnahmen anzuwenden
wie die kotkulturelle Untersuchung aller Proben, die Untersuchung des lleozékallymphknotens
und die erweiterte Probennahme unter Einbeziehung mehrerer Rassen. Die Kombination
mehrerer Testverfahren tber eine langere Zeit und mit paralleler Testung mehrerer Gewebe
des Tieres zu einer besseren Einstufung des Status in Bezug auf genetische Einfliisse auf die
Immunabwehr bieten. Auch die Verwendung von Real-Time-PCR-Verfahren mit MAP-
spezifischen Primern (Schonenbricher et al. 2006) bietet zusatzliche Sicherheit in der
Einstufung von Probenmaterial. Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass eine verbesserte
Diagnostik ebenfalls zu einem tieferen Einblick in die genetischen Empféanglichkeits-
unterschiede gegeniiber MAP beim Rind fihren wird. Sie ermdglicht auch weitere
Erkenntnisse Uber die Rolle der hier untersuchten Mikrosatelliten und Kandidatengene in der
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Empfanglichkeit bzw. Resistenz gegentiber Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis.

Sinnvoll waére gleichermaBen die Einbeziehung weiterer SNPs in Haplotypanalysen.
Haplotypanalysen haben mehrere Vorteile gegenuber klassischen Assoziationsstudien mit
einzelnen SNPs, da die Gefahr besteht, wirkliche Assoziationen aufgrund luckenhafter
Informationen zu Ubersehen, wéhrend negative Ergebnisse die Assoziation mit benachbarten
Basenaustauschen nicht ausschlielen kénnen (Daly et al. 2001). Khatkar et al. (2007) gehen
davon aus, dass beim Rind unter Berucksichtigung von Haplotyp-Blécken fur Assoziations-
analysen im Schnitt ein fiir den Haplotyp-Block reprasentativer SNP (Tag-SNP) pro 30-50 kb
typisiert werden musste, was 75.000 bis 100.000 Tag-SNPs fir genomweite Analysen
entsprache. Ein kommerziell erhdltlicher Chip (,,BovineSNP50 Bead Chip“; Illumina, Inc.,
San Diego, USA), der die Typisierung von durchschnittlich einem SNP pro 51,5 kb mit 54.001
SNP-Sonden insgesamt ermdglicht, kénnte zu diesem Zweck eingesetzt werden.

Ferner konnte die Microarray-Technologie eingesetzt werden, um Unterschiede in der
Expression moglicher flr die Paratuberkulose-Abwehr relevanter Gene, z. B. der angeborenen
Immunitat (Donaldson et al. 2005), zwischen als positiv eingestuften Tieren und
Kontrolltieren feststellen zu kdnnen (Coussens et al. 2003; Coussens et al. 2005; Skovgaard et
al. 2006). Der Vorteil gegeniiber der Untersuchung einzelner, wie in dieser Studie
ausgewahlter Kandidatengene ldage in der simultanen Erfassung einer Vielzahl von Genen. In
ungleich exprimierten Genen konnte so in der Fall- und Kontrollgruppe gezielt nach
verantwortlichen Mutationen gesucht werden. Die Microarray-Technologie kann daher zur
Kl&rung noch offener Fragen einen wesentlichen Beitrag leisten, ist jedoch immer noch mit
hohen Kosten verbunden (Muhlhardt 2003).

Mdogliche Angriffspunkte weiterer molekulargenetischer Untersuchungen sind Kaskaden der
Abwehr, die sich gegen Lipoarabinomannan, dem Hauptantigen der Mycobakterien, oder
Hitzeschockproteine, die ebenfalls hochantigen sind, richten. Ferner wére eine Untersuchung
der genetischen Hintergrinde der Immunantwort gegen das HspX-Protein, ein
Hitzeschock&hnliches Protein, das von MAP in bovinen Makrophagen produziert wird
(Bannantine und Stabel 2000), mdglich.

Ein unterschiedlicher Verlauf der Infektion mit MAP kann neben einer genetisch bedingten
variierenden Wirtsantwort auch aus Unterschieden im infizierenden MAP-Stamm herrihren.
Es zeigten sich bei einer experimentellen Infektion von Ld&mmern mit ovinen und bovinen
MAP-Stdmmen, dass verschiedene immunopathologische Reaktionen hervorgerufen wurden
(Verna et al. 2007). Die verschiedenen Stamme hatten vermutlich unterschiedliche Effekte auf
die Produktion von y-Interferon. Neben der Spezies, aus der das Bakterium isoliert wurde,
kann auch die mikrobiologische Charakteristik des Stammes variieren (Juste et al. 1991). Die
Identifizierung des MAP-Stammes ist fur epidemiologische Untersuchungen zur Bestimmung
von Risikofaktoren fiir die Ubertragung, den Ursprung der Infektion und die nahere
Charakterisierung der Pathogenese nutzlich (Motiwala et al. 2006b). In einer mittels
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Microarray-Technologie durchgefiihrten Studie von Motiwala und Mitarbeitern (2006a) zeigte
sich, dass MAP-Isolate des RFLP-TypsC aus Rind, Mensch und Bison ein
antiinflammatorisches und antiapoptotisches Genexpressionsmuster hervorriefen, wéhrend
Schafisolate des Typs S eine proinflammatorische Immunantwort induzierten. Das Uberleben
von MAP in bovinen Makrophagen in vitro ist abhdangig vom Infektionsstatus des
Spendertieres, steht aber in Beziehung zum infizierenden MAP-Stamm (Gollnick et al. 2007).
Daher besteht die Mdéglichkeit, dass auch beim Rind verschiedene MAP-Stdmme verschiedene
immunologische Kaskaden des Wirtes bevorzugt aktivieren. Wére zusétzlich zum MAP-Status
auch der verursachende MAP-Stamm bekannt, konnte auch dessen Einfluss, z. B. auf die
Inkubationszeit, in weiteren Untersuchungen bertcksichtigt werden.

Wahrend fur die Kandidatengene NRAMP1, TLR4, IL2 und GATA3 keine Assoziationen von
Einzelbasenaustauschen mit dem serologischen Paratuberkulosestatus ermittelt werden
konnten, wurde durch die vorliegende Untersuchung ein statistisch signifikanter
Zusammenhang des SNPs CARD15 E4+921 (g>a) mit der Antikdrperbildung gegen MAP
beim Dt. Holstein nachgewiesen. Somit bestehen starke Anhaltspunkte fir eine Assoziation
des Kandidatengens CARD15 mit dem Auftreten von Paratuberkulose beim Rind.

Es gibt noch viele zu klarende Fragen zur genetischen Préadisposition fur Paratuberkulose.
Unter anderem obliegt es weiteren Studien, die funktionelle Bedeutung des CARD15-
Polymorphismus in der immunologischen Abwehr beim Rind zu untersuchen. Die mdgliche
Korrelation mit Effekten, die wirtschaftliche oder sonstige Bedeutung haben und daher einer
Nutzung dieses SNP im Sinne einer markergestutzten Selektion entgegenstiinden, ist ebenfalls
zu bericksichtigen.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung von genetischen und umweltbedingten Einfllissen
auf die Paratuberkulose des Rindes. Durch molekulargenetische sowie statistische
Untersuchungen sollten genetische Pradispositionen fir die Infektion mit Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis (MAP) beim Milchrind analysiert werden.

Zunachst erfolgte die Schatzung von Heritabilitaten fur die Antikdrperantwort gegentber der
MAP-Infektion anhand eines erstellten Datenmaterials aus Thuringen, das 4524 Dt. Holstein
Kihe aus 12 Betrieben einschliellich ihrer Pedigree- und Leistungsdaten umfasste. Zugrunde
lagen den Schéatzungen die serologischen Ergebnisse aus dem ersten Halbjahr 2005, wobei
14,1 % der Tiere positiv, 17,1 % verdachtig und 68,8 % negativ auf Antikérper gegen MAP
getestet worden waren. Basierend auf der trichotomisierten Einstufung in positive, verdachtige
und negative Tiere und die Zuteilung der verdéachtigen Rinder zu jeweils einer der Gruppen
bzw. auf den Messwerten des ELISA-Verfahrens lagen die geschatzten Heritabilitaten
zwischen 0,05 und 0,14.

Weiterhin  wurde durch molekulargenetische Untersuchungen auf der Basis von
Kandidatengen- und Mikrosatellitenuntersuchungen die genetische Pradisposition fur die
Infektion mit Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) bei Dt. Holstein analysiert.
Um eine Assoziation zwischen ausgewéhlten Mikrosatelliten bzw. Kandidatengenen aus den
verschiedenen immunologischen Kaskaden und dem MAP-Status zu ermitteln, wurde das
Design einer Fall-Kontroll-Studie gewahlt.

Zu diesem Zweck wurde eine aus n = 594 Tieren bestehende Fallgruppe erstellt. Die
Kontrollgruppe bestand aus 585 Tieren, die aus demselben Betrieb stammten wie das
betroffene Tier, im entsprechenden Alter (3 Monate) und mdoglichst vaterliche Halbge-
schwister waren. War kein gleichaltriges Tier vorhanden, wurde ein é&lteres Tier als
Kontrolltier gewahit.

Die Kandidatengene Natural Resistance associated Macrophage Protein 1 (NRAMP1), Toll-
like Receptor 4 (TLR4), Caspase Recruitment Domain Family, Member 15 (CARD15) und
GATA-binding Protein 3 (GATA3) wurden zundchst durch PCR-Direktsequenzierung in
verschiedenen Rinderrassen auf Polymorphismen untersucht, Typisierungsmethoden etabliert
und anschlieBend die MAP-Test-positiven und -Test-negativen Tiere genotypisiert. Die
Proben wurden weiterhin auf Polymorphismen im Kandidatengen Interleukin 2 (IL2) mit
bereits etablierten Methoden analysiert.

Die PCR-Amplifikation der Mikrosatelliten BB717, BB705, BB704, BMC9006, BB719,
BMS1617, BB702, BOBT24, RM106 und BM1225 erfolgte mittels fluoreszenzmarkierter
Primer in Multiplex-Ansétzen, danach erfolgte die Genotypisierung am ABI PRISM® 377
DNA Sequencer.
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Die durchgefihrten Assoziationsstudien zeigten sowohl in den Mikrosatelliten als auch in den
Kandidatengenen NRAMP1, TLR4, IL2 und GATA3 keine signifikanten Unterschiede in den
Allelfrequenzen zwischen der Fall- und Kontrollgruppe. Beim Kandidatengen CARD15
konnte eine statistisch signifikante Assoziation (p<0,05) der Allelfrequenzen des
Basenaustausches E4+921 g>a mit dem Infektionsstatus der untersuchten Kuhe festgestellt
werden. Tiere, die an dieser Position homozygot fur das Allel ,,a“ waren, traten nur in der
positiven, nicht jedoch in der Kontrollgruppe auf. Dieser Unterschied war in den
Genotypfrequenzen nicht statistisch abzusichern. Demnach liegt voraussichtlich eine
Kopplung dieses Basenaustausches mit einem funktionellen SNP vor. Es obliegt weiteren
Forschungsarbeiten, die tatsachliche funktionelle Bedeutung und eventuelle Korrelationen des
SNP CARD15 E4+921 mit Merkmalen, die einer Anwendung im Sinne einer marker-
gestutzten Selektion entgegenstiinden, zu prifen.
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7 Summary

The aim of this study was to characterize genetic and environmental factors on
paratuberculosis (Johne’s disease) in cattle.

Molecular genetics and statistical analyses were applied to examine the genetic predisposition
to Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) infection in dairy cattle. First,
heritability estimates for antibody response to MAP infection in German Holstein were
calculated. Pedigree data, performance data and blood samples from 4,524 cows originating
from 12 farms were collected in Thuringia.

Heritability estimates were based on serological results, ascertained in spring 2005. Of the
animals tested, 14.1 % were positive, 17.1 % questionable and 68.8 % negative for serum
antibodies to MAP. Based on this trichotomised classification (positive, questionable and
negative) and the designation of questionable cows to either the negative or positive group,
and in a second model based on ELISA OD-values, estimated heritabilities varied from 0.05 to
0.14.

Furthermore, the aim of this study was to analyse possible associations of microsatellites
located near or within candidate genes involved in immune response to mycobacteria and of
particular candidate genes with susceptibility to MAP in cattle. A case control study was
chosen to determine the association between selected microsatellites and candidate genes,
respectively, and MAP status of the animals.

For these purposes, a case panel of 594 MAP positive animals was composed. The control
group comprised 585 animals testing negative for MAP, each of which correlated in age at the
time of testing, descended from the same sire and originated from the same farm as each of the
positive animals. If no matching half-sib was present in the population, preferably older
animals born on the same farm and with repeated negative test results were chosen as controls.

To detect polymorphisms, the candidate genes natural resistance associated macrophage
protein 1 (NRAMP1), toll-like receptor 4 (TLR4), caspase recruitment domain family, member
15 (CARD15) und GATA-binding protein 3 (GATA3) were sequenced in different cattle
breeds. Screening methods for polymorphisms were established and the case and control
groups were investigated, respectively. The samples were also tested for polymorphisms in the
candidate gene IL2 with previously established molecular methods.

Microsatellite loci were co-amplified in three groups using fluorescent labelled primers:
BB704, BB705, BB717, BB719 and BMC9006 (Multiplex 1) and BMS1617, BB702 and
BOBT24 (Multiplex 2) as well as RM106 and BM1225 (Multiplex 3). Fragment analysis was
performed using the ABI PRISM® 377 DNA Sequencer.

Association studies did not reveal significant differences in allele frequencies between the case
and control groups. This was the case for all microsatellites and for the candidate genes
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NRAMP1, TLR4, IL2 and GATA3. In the candidate gene CARD15, a statistically significant
association (p <0.05) of SNP E4+921 g>a allele frequencies with MAP infection status of
investigated cows could be determined.

Animals homozygous for allele ,,a“ on this position were only detectable in the positive group,
not in the control panel. This difference in genotype frequencies could not be ensured with
statistic methods. According to these results, a linkage of this SNP with a functional variant is
probable.

Additional research work is necessary to investigate the relevance and potential correlation of
SNP CARD15 E4+921 with traits that would allow implementation in marker assisted
selection.
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9 Anhang

Anhang Tabelle A: DNA-Proben von Rindern verschiedener Rassen, die zur Suche von
Polymorphismen eingesetzt wurden.

Rasse (Probenanzahl [n]) Kennzeichnung der Probe
Gelbvieh (2) Fracht (5)
Indult (25)
Pinzgauer (2) Lotto
Midas
Limousin (1) 2347-2006
Angler (2) AT
Al8
Brown Swiss (2) S3
S5
Braunvieh (1) 169-2006
Dt. Schwarzbunte (2) D7
D9
Jersey (3) Liane (11)
Madonna (13)
Anneliese (1)
Puppe (34)
Anatolisches Schwarzvieh (2) AB4
AB 5
Ostanatolisches Rotvieh (2) OARYV 2
OARV 5
Brahman (4) Bh 151
Bh 157
Bh 171
Bh 187
N'Dama (3) ND 7
ND 13
ND 15
Dt. Angus (2) DA Carl
DA Pauker
Dt. Fleckvieh (3) Honannes
Max
167-2006
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Anhang Tabelle B: Allelfrequenzen (%) der Mikrosatelliten in der Vergleichsgruppe (Dt.
Angus, Dt. Holstein, Dt. Fleckvieh, Jersey.

Rasse Ermittelte Allele und Allelfrequenzen (%)
BB704
118 120 146 148 150 154 158
Dt. Angus 0,00 0,00 250 4812 063 0,00 48,75
Dt. Fleckvieh0,00 0,00 057 39,66 1,15 1,15 5747
Dt. Holstein 0,00 0,00 0,96 54,81 0,00 1250 31,73
Jersey 0,00 0,00 0,00 58,97 0,00 0,00 41,03
BMC9006
229 231 233 235
Dt. Angus 4,84 93,08 1,04 1,04
Dt. Fleckvieh0,98 98,54 0,00 0,48
Dt. Holstein 0,00 99,40 0,00 0,60
Jersey 0,00 100,00 0,00 0,00
BMS1617
148 150 152 156 158 160 162 164 166
Dt. Angus 46,34 1,83 0,61 18,29 3,05 23,17 427 122 122
Dt. Fleckvieh15,52 0,00 0,57 8,62 6,34 62,64 517 0,57 0,57
Dt. Holstein 43,44 0,00 0,82 21,31 246 21,31 4,10 492 164
Jersey 729 0,00 0,00 1042 1250 57,29 11,46 0,00 1,04
BOBT24
151 153 155 157 159 161
Dt. Angus 0,00 70,89 3,16 17,09 0,00 8,86
Dt. Fleckvieh0,72 37,68 2,90 24,64 3,62 30,44
Dt. Holstein 4,46 63,39 536 5,36 2,68 18,75
Jersey 0,00 59,38 0,00 20,83 0,00 19,79
BB719
258 260 264 266 268 276 278 280 282 284 286 288 290 292
Dt. Angus 154 2,31 17,69 0,77 0,00 0,77 2,30 3,85 1,54 154 52,319,23 6,15 0,00
Dt. Fleckvieh24,40 1,79 33,33 2,38 0,00 0,00 1,78 10,710,00 2,98 21,430,60 0,00 0,60
Dt. Holstein 6,48 0,00 40,73 0,930,93 1,85 556 1,85 0,00 1,85 37,96 0,93 0,93 0,00
Jersey 0,00 0,00 18,97 5,170,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 75,86 0,00 0,00 0,00
BB702
183 187 189 191 193 195 197 199 203
Dt.Angus 1,21 1,82 4,85 3,03 83,64 0,00 485 0,00 0,60
Dt. Fleckvieh1,72 1,72 27,59 0,00 48,28 0,00 19,54 1,15 0,00
Dt. Holstein 0,00 8,20 9,84 0,00 7458 0,00 3,28 0,00 4,10
Jersey 0,00 0,00 0,00 0,00 79,60 5,10 8,16 0,00 7,14

(Fortsetzung néchste Seite)
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Anhang Tabelle B, Fortsetzung

Rasse Ermittelte Allele und Allelfrequenzen (%)

BB717

158 164 166 168 170 174
Dt. Angus 0,00 91,98 247 370 1,85 0,00
Dt. Fleckvieh0,00 98,35 0,55 0,00 1,10 0,00
Dt. Holstein 0,00 90,98 3,28 328 246 0,00
Jersey 11,25 80,00 0,00 0,00 8,75 0,00

BB705

118 120 122 124 126 128
Dt. Angus 87,93 043 4,74 6,04 0,00 0,86
Dt. Fleckvieh59,09 12,12 22,22 0,00 6,06 0,51
Dt. Holstein 87,69 0,00 10,77 1,54 0,00 0,00
Jersey 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

tggatgaattcattgggaatctcagacaggaaagggcatgctgaaagggcaggtgggcttcaggagtccagetec

caaagtctcctttaattgaatagactagcccaaaaccaagcatcctcaaagttcaccattcgrtcttcctctcta

ggctgtctaacaaccacatcagctccctaggggcagaggccctcctgegggeccttgaaaagaatgacaccattct

ggaagtctggtaagatcctgggcaggcctctttaacctctctgagecctcagttttccaacgtataacttgaggtga

agggagagaggaactttagaatttctaagatcccttatggctcagacctctagtcctgttctgcatgggatgaatc

tggttccctgggaaaaatgtcttgttgtttttaagcagggaccaactgtctegtttttaaattgtgtttgttcaga

aacat

Anhang Abbildung A: Sequenz des 421 bp groRen PCR-Produkts zur Darstellung des
CARD15 Exon XI (grau unterlegt) und der flankierenden Sequenzen. Die Position der Primer
SNP

ist unterstrichen. Fettdruck:

(a>0).
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