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Die Zahl der gehaltenen Schafe in Deutschland ist seit vielen Jahren riickldufig, die
Anzahl an Schafen pro Betrieb nimmt jedoch zu. Die Tiere werden tiberwiegend in
standortgebundener Koppelhaltung gehalten, gefolgt von Wanderschéfereien zur
Landschaftspflege (Eurostat 2011 http;//ec.europa.eu/eurostat, Statistisches Bundesamt
Deutschland 2011 http.//www.destatis.de).

Sowohl fiir die Weide- als auch die Wanderschafhaltung ist ein intakter Bewegungs-
apparat von entscheidender Bedeutung. Lahmheiten stellen somit ein grofles
Problem dar. Stérungen des Bewegungsapparates gehen mit Leistungsminderung
wie verringerter Zunahme, schlechteren Ablammergebnissen und geringerer Woll-
qualitdt einher und fiithren so zu wirtschaftlichen EinbufSen. Hinzu kommt die zeit-
und Kkostenintensive Behandlung erkrankter Tiere (Strobel 2009). Eine der
wichtigsten Ursachen fiir Lahmheiten ist die Moderhinke, eine seit tiber 100 Jahren
bekannte infektiose Klauenerkrankung, die auch Ziegen und Wildwiederkduer
betreffen kann (Ghimire et al. 2002, Belloy et al. 2007). Sie wird durch mindestens
zwei Bakterienarten ausgelost, Dichelobacter nodosus und Fusobacterium necorphorum
(Beveridge 1941).

Trotz prophylaktischen Moglichkeiten wie z. B. Klauenbad, Klauenschnitt oder
Impfung, ist die Bekimpfung der Erkrankung noch immer ein Problem. Der Umwel-
teinfluss ist grofs und die Effekte der einzelnen Behandlungsmafinahmen sind gering.
Dies macht eine Kombination mehrerer Verfahren notwendig was wiederum zu
einem hoheren Zeitaufwand fiihrt. An der Entwicklung wirkungsvoller Moglich-
keiten vor allem zur Vorbeugung mit geringen Nebenwirkungen wird weiterhin
geforscht (Bennett & Hickford 2011).

Dass auch eine genetische Komponente bei einer Erkrankung eine Rolle spielt ist seit
vielen Jahrzehnten bekannt (Emery et al. 1984). Darauf beruht auch der in Neu-
seeland entwickelte ,Footrot Gene Marker Test”, bei welchem Varianten im MHC-II
Gen und somit im Immunsystem untersucht werden (Gene-Marker Laboratory,

Lincoln University, New Zealand, http.//www.lincoln.ac.nz/gene-marker-lab).



Die vorliegende Arbeit soll Hinweise auf Merkmale fiir eine geringere
Empfinglichkeit gegentiber einer Moderhinkeerkrankung geben. Dazu werden
funktionelle Kandidatengene fiir den Aufbau des Klauenhorns molekulargenetisch
untersucht. Varianten in diesen Genen werden dann auf eine mogliche Assoziation
mit der Erkrankung untersucht. Zusitzlich werden ihre Frequenzen in als
moderhinkeunempfanglicher geltenden Rassen betrachtet. Diese SNPs konnen dann

bei der Zucht auf weniger empfangliche Tiere berticksichtigt werden.
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2.1 Moderhinke
2.1.1 Definition und Bedeutung

Moderhinke (Dermatitis contagiosa interdigitalis; engl.: footrot) ist eine weltweit
verbreitete, chronische Infektionskrankheit der Wiederkduerklaue mit einer sehr
grofSen wirtschaftlichen (Greer 2005, Nieuwhof & Bishop 2005, Byrne et al. 2010) wie
auch tierschutzrechtlichen Bedeutung (Kiimper & Stumpf 2000). Obwohl sie bereits
seit iiber 100 Jahren bekannt ist und seit 1941 von Beveridge auch wissenschaftlich
beschrieben ist, stellt die Moderhinke bis heute ein Problem in der Schafhaltung dar.
Morgan beklagte bereits 1987, dass nicht gentigend Anstrengungen unternommen
werden, der Erkrankung Herr zu werden.

Betroffene Tierarten sind neben Schaf (Beveridge 1941) auch Ziege, Rind, Steinbock
und Mulffelwild (Delétraz 2002, Ghimire et al. 2002, Ganter & Lottner 2004, Belloy et
al. 2007, Volmer et al. 2008).

Typischerweise beginnt die Infektion immer im Interdigitalspalt und kann sich von
dort auf den gesamten Klauenbereich ausweiten (Egerton et al. 1969). Dieser Verlauf
hilft, eine Moderhinkeinfektion von anderen Lahmheitsursachen wie Stoppelldhme,
hohle Wand oder Klauenabszess sowie systemischen Erkrankungen wie Ecthyma
contagiosum und Blauzungenkrankheit zu unterscheiden (Selbitz 2001).

Moderhinke wird durch das Zusammenspiel des gramnegativen Bakteriums
Dichelobacter (D.) nodosus (Dewhirst et al. 1990) mit weiteren Erregern, allen voran
Fusobacterium (F.) necorphorum, ausgelost (Beveridge 1941, Egerton et al. 1969). Die
Beteiligung weiterer Bakterien wird diskutiert, z. B. Spirochédten und Treponema spp.,
die immer wieder im Zusammenhang mit Moderhinke gefunden werden (Naylor et
al. 1998, Demirkan et al. 2001, Dhawi et al. 2005, Bennett & Hickford 2011). Zusétzlich
miissen einige begiinstigende Umweltbedingungen gegeben sein, damit diese
Faktorenerkrankung ausbricht. Unter optimalen Bedingungen fiir die beteiligten

Erreger ist die Infektion hoch kontagits, die Pravalenz kann bis auf 100% steigen



(Egerton 2007). Conington et al. (2008) berichten von Herdenpravalenzen in England
von bis zu 59%.

Vorbeuge- und Bekdmpfungsmafinahmen sind mit hohen Kosten fiir den Schifer
verbunden. Auch kommt es zu Leistungseinbufien bei erkrankten Tieren, z. B. durch
eine schlechtere Wollqualitit, eine geringere Gewichtszunahme und niedrigere Ab-
lammergebnisse. Durch eine Moderhinkeinfektion geschwéchte Tiere sind aufierdem
anfalliger fiir weitere Erkrankungen und ihre Nutzungsdauer ist verkiirzt (Nieuwhof
et al. 2008a, Strobel 2009). Somit hat die Moderhinke auch eine grofie wirtschaftliche
Bedeutung.

2.1.2 Atiologie

D. nodosus ist ein anaerobes Stibchenbakterium. Es ist der Haupterreger der Moder-
hinke und kann als einziger alleine Moderhinke auslosen (Beveridge 1941). Das
Bakterium ist ein obligater Parasit der Wiederkauerklaue. Zu seiner Uberlebenszeit
aufSerhalb des Klauenhorns gibt es sehr unterschiedliche Aussagen. Laut Whittington
(1995) kann das Bakterium bei optimalen Bedingungen maximal zehn Tage auf der
Weide und bis zu sechs Wochen in Klauenstiicken nach der Klauenpflege tiberleben.
Morgan (1987) gibt eine Uberlebenszeit des Erregers von bis zu zwei Wochen
auflerhalb des Schafs an, Selbitz (2001) spricht von 30 Tagen. Ganter und Lottner
(2004) wiederum berichten, dass der Erreger bis zu drei Jahre in den Klauen
infizierter Schafe, auch unter trockenen Bedingungen, iiberleben kann.

D. nodosus hat als Haupt-Virulenzfaktoren Typ IV-Fimbrien (Strom & Lory 1993).
Durch Agglutination kann der Erreger auf Basis seiner Fimbrien-Antigene in zehn
Serogruppen (A-I und M) und mindestens 16 Serotypen unterschieden werden
(Claxton et al. 1983, Chetwin et al. 1991, Mattick et al. 1991, Zhou et al. 2010). Die Sero-
gruppen sind weltweit und auch innerhalb einer Herde unterschiedlich verteilt
(Gradin et al. 1993, Ghimire et al. 1998, Wani et al. 2007, Buller et al. 2010). Ihre grofste
Bedeutung haben sie in Bezug auf die Effektivitit einer Impfung (Stewart 1978, Wani
& Samanta 2006).

Zusitzlich bilden die Bakterien eine thermostabile oder eine thermolabile Protease

(Green 1985). Die thermostabile Protease ist mit dem Erscheinungsbild der virulenten
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bzw. bosartigen Moderhinke assoziiert (Depiazzi et al. 1991). Green (1985)
untersuchte die bakteriellen Proteasen nicht nur vom Schaf, sondern auch von
Rindern mit interdigitaler Dermatitis, Rothirschen mit unterminiertem Klauenhorn
und Ziegen mit Moderhinke. Die Stimme, die dabei von Rind, Rothirsch und Ziege
isoliert werden konnten, gehorten alle zur Gruppe derer, welche thermolabilere
Proteasen bilden.

Die Anzucht von D. nodosus ist schwierig weswegen der sicherste Nachweis des

Erregers mit PCR gelingt (La Fontaine et al. 1993, Moore et al. 2005, Belloy et al. 2007).

2.1.3 Pathogenese

Die Entstehung der Krankheit ist sehr komplex und beruht vor allem auf dem
Zusammenspiel von D. nodosus und F. necrophorum (Beveridge 1941, Roberts &
Egerton 1969). Ist die Haut im Interdigitalspalt vorgeschadigt oder iiber einen
lingeren Zeitraum feucht, kann der ubiqitédr vorkommende Boden- und Fikalkeim F.
necrophorum einwandern und sich festsetzen. Dies fiihrt zu einer Entziindung der
Haut im Zwischenklauenspalt (Dermatitis interdigitalis). Der Keim produziert
aulerdem eine Reihe von Toxinen, die zur Nekrose der obersten Hautschichten
fithren und ein mikro- bis anaerobes Klima schaffen (Beveridge 1941, Graham &
Egerton 1968). D. nodosus kann sich dort ansiedeln und bildet keratinolytische
Proteasen, welche die Zellen der Dermis verfliissigen. Dies fiihrt zur Trennung der
Dermis von der Basalmembran. Der Prozess beginnt immer im Interdigitalspalt und
kann sich von dort aus tiber Ballen und Sohle bis zur abaxialen Klauenwand aus-
breiten, was zum Ausschuhen der Klaue fiihrt (Egerton et al. 1969). Die Infektion mit
D. nodosus fordert wiederum ein noch tieferes Eindringen in das Gewebe durch F.
necrophorum (Abbott & Lewis 2005). Die beiden Keime unterstiitzen sich gegenseitig
durch die Schiden, die sie verursachen. So kommt es, dass die Krankheit immer
weiter fortschreitet (Beveridge 1941, Roberts & Egerton 1969). Weitere Bakterien,
besonders ubiquitire Umweltkeime, kénnen beteiligt sein (siehe Kapitel 2.1.1).
Egerton et al. (1969) konnten zeigen, dass auch durch das Verletzen der Haut im
Interdigitalspalt und das Auftragen von D. nodosus eine Moderhinkeinfektion ausge-

16st werden kann, wenn zusitzlich ein anaerobes Klima, z. B. durch Einbandagieren,



geschaffen wird. Bei keinem der anderen Keime, die bei Moderhinke auf der Klaue
gefunden wurde, ist dies moglich. D. nodosus selbst kann in die Haut nicht
eindringen wenn diese nicht bereits geschédigt ist (Beveridge 1941). Das bedeutet,
dass der Keim auf der Klaue vorhanden sein kann ohne dass eine Moderhinke-

erkrankung besteht.

2.1.4 Epidemiologie
2.1.4.1 Umweltfaktoren
Beveridge beschreibt bereits 1941 die Umweltfaktoren, die sich begiinstigend auf ein
Festsetzen von D. nodosus auswirken und so Wegbereiter fiir eine Moderhinke-
erkrankung sind. Untersuchungen in spéteren Jahren konnten diese Beobachtungen
bestitigen und teilweise ergdnzen (Roberts & Egerton 1969, Whittington 1995). Die
Faktoren sind:

- eine durchschnittliche Tagestemperatur von mindestens +10° Celsius

- ein feuchtes Klima und dadurch eine feuchte Haut im Interdigitalspalt, z. B.

durch Niederschldge oder durchweichte Boden

- harte, steinige Boden, die zu Lésion der Zwischenklauenhaut fithren kénnen.
Der Einfluss der Umwelt wird deutlich, wenn man die Situation in verschiedenen
Klimabereichen vergleichend betrachtet, z. B. den Westen Australiens und England.
In England, wo das Klima kontinuierlich feucht ist und es keine ldngeren
Trockenperioden gibt, tritt Moderhinke das ganze Jahr tiber mit nur minimalen
jahreszeitlichen Schwankungen auf. In Westaustralien dagegen gibt es in den
Sommermonaten eine Periode starker Trockenheit, wihrend der keine Neu-

infektionen auftreten (Wassink et al. 2003).

2.1.4.2 Tierindividuelle Faktoren

Uber die Empfanglichkeit des einzelnen Tieres wurde bereits viel geforscht, haufig
mit widerspriichlichen Ergebnissen. Bei Untersuchungen von Woolaston (1993) und
Conington ef al. (2008) zeigte sich, dass die Tiere mit zunehmendem Alter hiufiger

und/oder stirker an Moderhinke erkrankten. Nieuwhof et al. (2008b) hingegen
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stellten fest, dass bei ihrer Studie an Scottish Blackface Schafen die Limmer héufiger
und stérker erkrankten als die Mutterschafe.

Tiere mit einem hoheren Korpergewicht scheinen empfianglicher zu sein (Beveridge
1941, Skerman et al. 1988, Nieuwhof et al. 2008b), was auch mit den Berichten in
Verbindung stehen kann, dass Bocke empfianglicher als weibliche Schafe seien
(Skerman et al. 1988). Ein weiterer Grund dafiir konnte sein, dass die Gesamtflidche
der Klauenhornrohrchen bei weiblichen Tieren rasseunabhingig grofler ist als bei
ménnlichen Tieren, wodurch das Wasseraufnahmevermogen bei ihnen geringer ist
(Erlewein 2002). Allerdings konnte Schuler (1996) bei seinen Untersuchungen in
Tiroler Bergschafzuchten weder Geschlechts- noch Altersunterschiede ermitteln.
Kaler et al. (2010) fanden heraus, dass die Wahrscheinlichkeit an Moderhinke zu
erkranken fiuir ein Tier geringer war, je langer die letzte Moderhinkeinfektion

zurticklag.

Uber Rasseunterschiede gibt es teilweise widerspriichliche Berichte. Allgemein
gelten die feinwolligen Merinoschafe als am empféanglichsten (Emery et al. 1984, Jopp
et al. 1984a, Morgan 1987). Bei den Untersuchungen von Emery et al. (1984) an fiinf
Schafrassen waren Tiere der Rasse Romney am resistentesten. Die australische Rasse
Broomfield Corridales, eine Rasse, die auf Moderhinkeresistenz selektiert wurde,
wird als am unempfianglichsten angesehen (Skerman & Moorhouse 1987). Bei ihren
Untersuchungen mit Tieren der Rassen Dorset, Dorper, Gulf Coast Native, Katahdin
und St. Croix konnten Burke & Parker (2007) keinen Rasseeinfluss erkennen.

Aus Deutschland berichtete Rahmann (2003) von drei Herden, bei denen die
schwersten Moderhinkefille bei Merinolandschafen auftraten. Coburger Fuchsschafe
sowie Schwarzkopfige Fleischschafe, Bentheimer Landschafe und Rhonschafe
erkrankten seltener und schwécher und die Infektion war bei ihnen leichter wieder
in den Griff zu bekommen. Bei den Bentheimer Landschafen wird die geringere
Moderhinkeanfilligkeit auch bei der Beschreibung des Rassebilds hervorgehoben
(Sambraus 2010). Die erhohte Anfilligkeit der Merinolandschafe gegeniiber
sogenannten Landrassen und Kreuzungstieren konnten auch Thoms (2006) sowie

Kuhlemann (2011) bei ihren Untersuchungen an deutschen Herden beobachten.



Unterschiede bei der Immunantwort und im Immunsystem der Tiere werden immer
wieder vermutet und wurden bereits untersucht. Escayg (1995) und Escayg et al.
(1997) kamen in ihren Untersuchungen zu dem Schluss, dass der MHC-Klasse-II-
Komplex (Haupthistokompatibilititskomplex) einen Einfluss auf Hé&ufigkeit und
Auspragung einer Moderhinkeerkrankung hat. Dagegen halten Emery ef al. (1984)
die Haut als Barriere fiir den wichtigsten Faktor. Sie fanden vor der Unterminierung

des Klauenhorns keine Unterschiede in der Immunantwort.

2.1.4.3 Infektionsquellen und Ubertragung

Aufgrund der kurzen Uberlebenszeit des Erregers auferhalb der Schafklaue ist die
Ubertragung von Schaf zu Schaf von grofiter Bedeutung (Lottner 2006). Besonders
subklinisch und chronisch kranke Tiere stellen eine grofle Gefahr dar. Sie zeigen
unter Umsténden selbst keine Lahmheit, konnen den Erreger aber iiber eine lange
Zeit im Bestand verbreiten und Weideflichen kontaminieren (Depiazzi et al. 1991,
Whittington 1995, Ganter & Lottner 2004). Eine indirekte Ubertragung auf Weide-
flachen wurde bisher allerdings nur dann gesichert nachgewiesen, wenn die Konta-
mination weniger als 24h zuriick lag (Whittington 1995).

Eine weitere Infektionsquelle sind ungentigend gereinigte Klauenmesser, besonders
bei der Behandlung im Rahmen einer Moderhinkesanierung. Das Einschleppen tiber
Schuhe und Kleidung scheint eher unwahrscheinlich (Lottner 2006).

Die Ubertragung durch andere Tierarten ist eine weitere wichtige Infektionsquelle.
Besonders Ziegen, bei denen die Erkrankung in der Regel wesentlich milder verlduft
als beim Schaf, stellen ein hohes Risiko dar (Ghimire et al. 1999). Diesen milderen
Verlauf erkldaren Ghimire et al. (1999) dadurch, dass die Haut im Interdigitalspalt der
Ziege wesentlich dicker ist als die des Schafes. Zudem haben Ziegen eine angeborene
Resistenz gegen schwerwiegende Ablésungen des Klauenhorns.

Als eine weitere Infektionsquelle kommen Wildwiederkéduer wie Mufflons oder auch
der Steinbock in Frage. Bei Steinbdcken scheint die Ubertragung vom Schaf auf das
Wildtier die grolere Rolle zu spielen, da sich die Erkrankung in Wildpopulationen
nicht hélt (Ryser & Hoby 2004).
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Auch von Rinderklauen konnen hdufig D. nodosus-Stimme isoliert werden. Die
betroffenen Tiere zeigen dabei keine gravierenderen Krankheitssymptome als eine
geringgradige Dermatitis und auch dies nur selten (Richards et al. 1980, Bennett ef al.
2009). Bei Schafen losen diese Stimme des Erregers die gutartige Moderhinke aus

(Laing & Egerton 1978, Richards et al. 1980, Egerton 2007).

2.1.5 Klinisches Bild und Diagnose

Prinzipiell konnen ein bis vier Gliedmaflen betroffen sein. Die Erkrankung beginnt
im Interdigitalspalt mit einer interdigitalen Dermatitits. Im weiteren Krankheits-
verlauf breitet sie sich von dort bis zur Klauenspitze aus (Abb. 2-1). Dabei 16sen sich
Klauen- und Sohlenhorn immer weiter voneinander, was zum Ausschuhen der Tiere
fithren kann. Betroffene Tiere zeigen teilweise hochgradige Lahmbheit (Stiitzbein-
lahmheit) und verlieren, wenn die Krankheit tiber einen ldngeren Zeitraum besteht,
deutlich an Gewicht. Durch die keratinolytischen Prozesse im Zwischenklauenspalt
(siehe Kapitel 2.1.3) kommt es zu dem typischen stifllichen Geruch und der An-

sammlung einer schmierigen, grau-weifien, pastosen Masse (Egerton 2007).

Abb. 2-1: Schematische Darstellung der Ausbreitung einer Moderhinkeinfektion.
Ansicht einer Schafklaue von ventral; A = Zwischenklauenspalt; B = Ballen; C =
Klauenspitze; D = Weifle Linie



Es wird eine gutartige (benigne) und eine bosartige (virulente) Form der Moderhinke
unterschieden. Atiologisch handelt es sich dabei um Infektionen mit unter-
schiedlichen Stimmen des Erregers D. nodosus (Egerton & Parsonson 1969, Liu 1994).
Zusitzlich wird, besonders in Australien, noch von einer intermedidren Form ge-
sprochen. Sie liegt in ihrer Auspragung zwischen den beiden erstgenannten und
wird von subvirulenten Stammen ausgelost (Liu 1994, Abbott & Egerton 2003).
Untersuchungen aus England und Wales kommen allerdings zu dem Schluss, dass
diese Einteilung dort nicht einfach tibernommen werden kann, da die Bakterien-
stimme und das von ihnen ausgelste klinische Bild nicht zu diesem Schema passen
(Moore et al. 2005).

Die Unterscheidung von benignen und virulenten Stimmen kann zum einen mittels
eines Gel-Tests auf die bei virulenten Stimmen vorkommende hitzestabile Protease
geschehen. Zudem gibt es die Moglichkeit mit PCR intA, ein Fimbrien-Antigen von
virulenten Stimmen, nachzuweisen (Cheetham et al. 1995, Cheetham et al. 2006).

Bei der gutartigen Moderhinke steht die interdigitale Dermatitis im Vordergrund.
Nur sehr selten kommt es bei einzelnen Tieren, nicht mehr als 1-2% der Herde, zu
einer geringgradigen Unterminierung des Klauenhorns. Eine Behandlung schlagt bei
dieser Form gut an (Egerton 2007). Ein Problem ergibt sich dadurch, dass die
Erregerstaimme auch lange unerkannt in der Klaue persistieren konnen (Egerton &
Parsonson 1969, Depiazzi et al. 1998).

Bei der bosartigen Moderhinke ist die Herdenprivalenz deutlich hoher als bei der
gutartigen Form und sehr viele Tiere zeigen eine hochgradige Unterminierung des
Klauenhorns. Diese Form der Moderhinke ist am einfachsten und schon bei der
Untersuchung weniger Schafe einer Herde zu erkennen (Egerton 2007).
Selbstheilungen konnen in allen Stadien vorkommen, vor allem wenn die Klimabe-
dingungen fiir D. nodosus ungiinstig sind wie z. B. wéhrend Perioden lingerer

Trockenheit oder Frost (Egerton 2007).

Differentialdiagnostisch sind Verletzungen und sonstige Lahmbheitsursachen im
Bereich der Klaue zu berticksichtigen, auflerdem systemische Erkrankungen, die

ebenfalls die Klaue betreffen konnen. Bei genauer Betrachtung sind diese meist sehr
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einfach auszuschliefen (Egerton 2007), auch da die Moderhinke durch ihre hohe
Kontagiositit in der Regel nur als Herdenerkrankung aulftritt (Strobel 2009).

Die einzelnen Stadien der Krankheit kénnen in Schweregrade eingeteilt werden. Ein
einfaches System, bei welchem jede Klaue einzeln betrachtet wird, wurde von
Egerton & Roberts (1971) entwickelt. Es besteht aus den Graden 1 und 2 fiir eine
leichte bzw. schwere interdigitale Dermatitis sowie 3 bei Ablosung des Horns, 4
wenn diese Unterminierung sich bis zur abaxialen Wand fortsetzt. Eine Reihe von
Autoren habe diese Einteilung, teilweise modifiziert, iibernommen (u. a. Woolaston
1993, Thoms 2006, Conington et al. 2008). Eine Einschitzung der Effektivitdt und
Genauigkeit der unterschiedlichen Methoden einer Gradeinteilung bei Moderhinke
geben Whittington & Nicholls (1995). Sie stellten fest, dass das einfache Modell von
Egerton & Roberts am praktikabelsten sei. Sowohl Conington et al. (2008) als auch
Nieuwhof et al. (2008b) halten die Gradeinteilung nach Egerton & Roberts fiir ein
gutes Kritierium um weniger empfiangliche Tiere fiir die Zucht auszuwéhlen. Thoms
(2006) sieht den Nutzen der Einteilung in Scores besonders zu Beginn einer Bestands-
sanierung um die Erkrankungsinzidenz festzustellen und Entscheidungen tiber
Merzungen einzelner Tiere zu treffen. Nieuwhof et al. (2008b) weisen darauf hin,
dass auch bei ausgebildeten Personen signifikante Unterschiede bei der Einteilung in
Schweregrade bestehen und dieser Effekt bei der Beurteilung mit berticksichtigt
werden muss. Auflerdem sinkt die Sicherheit der Aussage, je seltener die Klauen der

Tiere untersucht werden, da dann der Verlauf der Erkrankung nicht klar ist.

2.1.6 Behandlung

Fir die Bekimpfung der Moderhinke bestehen eine Reihe an Behandlungsempfeh-
lungen sowohl fiir das Einzeltier als auch auf Herdenbasis (Hosie 2004, Lottner &
Ganter 2004, Abbott & Lewis 2005, Strobel 2009, Bennett & Hickford 2011). Uber die

effektivste Vorgehensweise herrscht jedoch Uneinigkeit.

2.1.6.1 Klauenschnitt
Beim Klauenschnitt werden iiberstehende, lose oder verwachsene Hufhornanteile

entfernt. Es gibt bei einer an Moderhinke erkrankten Herde zwei Vorgehensweisen
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(Strobel 2009). Zum einen den ,sanften” Klauenschnitt (Moderhinke-Schnitt), bei
dem nur vorsichtig verwachsene und geloste Hornstiicke entfernt werden und
Blutungen unbedingt vermieden werden sollen. Dieser ist vorzuziehen, wenn zu-
sétzlich eine systemische Antibiose und/oder Klauenbdder zum Einsatz kommen.
Zum anderen steht der chirurgische Klauenschnitt zur Wahl. Dabei werden radikal
alle losen Hornstticke bis zum gesunden Gewebe entfernt. Bei diesem Vorgehen
kommt es hdufiger zu Blutungen. Soll vor allem mit oberflichlich wirksamen,
versiegelnden Mitteln zur lokalen Anwendung weiter behandelt werden (z. B. CTC
Blauspray®, Novartis Tiergesundheit GmbH), eignet sich eher der chirurgische Schnitt.
Die Notwendigkeit und der Nutzen des Klauenschnitts sind nicht unumstritten.
Hosie (2004) rdt nur im dufliersten Notfall zu dieser Methode. Sollen die Klauen
geschnitten werden, empfiehlt er dies nur kurz vor einem Klauenbad und nur bei
deutlich deformierten Klauen. Er weist auch auf die Infektionsgefahr hin, die von
Hornteilen infizierter Tiere ausgeht. Bei gesunden Klauen hilt er einen Klauenschnitt
fur tuberfliissig. Auch Kuhlemann (2011) konnte in ihren Untersuchungen keinen
Vorteil durch die Klauenpflege bei der Moderhinkebekampfung nachweisen. Ebenso
war kein Zusammenhang zwischen der Frequenz der Klauenpflege und dem Auf-
treten einer Moderhinkeerkrankung zu erkennen.

Studien aus dem Vereinigten Konigreich haben gezeigt, dass viele Schifer die Klauen
ihrer Schafe regelmiflig schneiden, um einer Moderhinkeinfektion vorzubeugen
(Wassink & Green 2001). Fiir die Wirksamkeit dieser Annahme sehen Wassink et al.
(2003), Abbott & Lewis (2005) und Strobel (2009) jedoch keine wissenschaftlich
belegbaren Beweise. Wassink et al. (2003) stellten fest, dass eine hiufige Klauen-
korrektur die Moderhinkeprivalenz in Betrieben steigen ldsst und raten dazu eine
Herdenbehandlung nicht hédufiger als einmal pro Jahr durchzufiihren.

2010 machten Kaler et al. in einer Studie die Beobachtung, dass Tiere umso ldnger
gesunde Klauen haben, je linger ihre Klauen bereits in gutem Zustand sind. Tiere
mit schlechten Klauen hingegen entwickelten eher eine Lahmheit. Zudem sank die
Wahrscheinlichkeit, an einer Lahmheit zu erkranken, je langer die Tiere bereits lahm-
heitsfrei waren. Abbot & Lewis (2005) sehen die verwachsenen und deformierten

Klauen eher als ein Resultat der Erkrankung denn ihre Ursache.
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2.1.6.2 Klauenbad
Das Klauenbad ist eine schnelle Methode um eine grofie Anzahl an Tieren zu be-
handeln (Strobel 2009). Die am héufigsten empfohlenen und eingesetzten Wirkstoffe
sind Zinksulfat (10%), Kupfersulfat (5-10%) und Formalin (maximal 5%) (Lottner &
Ganter 2004, Strobel 2009). Probleme ergeben sich dadurch, dass in Deutschland
momentan kein Klauenbad als Tierarzneimittel zur Behandlung von Klauen-
erkrankungen zugelassen ist. Klauenbdder konnen jedoch verwendet werden, wenn
sie durch einen Tierarzt, nach Umwidmung bei Therapienotstand, verschrieben
werden. Das Klauenbad kann dann in einer Apotheke auf Rezept hergestellt werden
(§ 56a Arzneimittelgesetz (AMG) vom 24.08.1976, letzte Anderung 19.07.2011).
Wichtige Faktoren bei der Wirksamkeit eines Klauenbades sind (Lottner & Ganter
2004):
- Behandlung an einem trockenen Tag, nicht bei Regen oder Matsch,
- korrekte Konzentration tiber einen entsprechend langen Zeitraum,
- bei stark verschmutzten Klauen vorheriges Saubern (Klauenpflege, Treiben
durch eine wassergefiillte Wanne),
- stehen der Tiere auf trockenem Untergrund fiir mindestens eine Stunde nach
dem Klauenbad,
- anschliefend Verbringen der Tiere auf eine Weide, die mindestens fiinf Tage
frei von Schafen war.
Fir das genaue Vorgehen sowie die Einrichtung eines Fufibades gibt es einige

Anleitungen (z. B. Lottner & Ganter 2004, Strobel 2009).

2.1.6.3 Antibiose

Fiir die Antibiose stehen sowohl lokal aufzubringende Antibiotika (z. B. Chlor-
hexatetracyclinhydrochlorid, CTC Blauspray®) als auch systemische Mittel zur
Verfuigung. Die lokale Behandlung wird héufig an den Klauenschnitt angeschlossen,
wenn fiir die Tiere kein Klauenbad zur Verfiigung steht (Strobel 2009).

Laut Hosie (2004) wird héufig Penicillin-Streptomycin, in hoheren Dosen als sonst
uiblich, gegeben. Abhingig von den Umweltbedingungen kann damit eine Heilung

bei mindestens 90% der Tiere erreicht werden (Hosie 2004). Dieser Erfolg ist
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allerdings selten langfristig. Haufig kommt es innerhalb kurzer Zeit wieder zu
Krankheitsfillen, da kein Schutz vor Reinfektion besteht (Lottner & Ganter 2004).
Behandlungen mit Antibiotika sind mit hohen Kosten verbunden und im Anschluss
miissen immer Wartezeiten eingehalten werden.

Wassink et al. (2010) geben an, dass in Betrieben, die Tiere bereits bei den ersten
Anzeichen einer Moderhinkeinfektion mit parenteraler Antibiose versorgen, die Pra-
valenz unter 2% betrédgt. Wird nur der Klauenschnitt als Behandlung angewendet
betragt sie 9%. Eine weitere Studie von Kaler et al. (2010) verglich die Wirkung der
Behandlung mit Antibiotika (Oxytetracyclin), Klauenschnitt und nicht-steroidalen
Antiphlogistika (NSAIDs, Flunixinmeglumin) miteinander. Den schnellsten
Heilungserfolg gab es nach der Gabe von Antibiotika. Die Gabe von NSAIDs hin-

gegen beeinflusste weder die Heilungsrate noch den Heilungserfolg.

2.1.6.4 Kurative Impfung

Die kommerziell erhiltliche Vakzine Footvax® (Intervet) kann auch bei einer bereits
bestehenden Erkrankung eingesetzt werden. Der Effekt der Behandlung kann schon
wenige Tage nach der Injektion beobachtet werden und kann, bei einer zweimaligen
Injektion, bei 80% der behandelten Tiere zu einer Abheilung der Lasionen fiithren

(Hosie 2004).

2.1.7 Pravention

2.1.7.1 Immunisierung

Nach einer iiberstandenen Moderhinkeinfektion zeigen Schafe eine kurzzeitige
protektive Immunitit gegen Reinfektion (Beveridge 1941; Egerton & Roberts 1971;
Emery 1984).

Der einzige in Deutschland momentan zugelassene kommerzielle Moderhinke-
impfstoff ist Footvax® der Firma Intervet. Er enthélt die inaktivierten Serotypen A,
B1, B2, C, D, E, F, G und H (jeweils 10 pg Pili/ml) sowie I (5 x 108 Zellen/ml) und
deckt damit 95% des in Deutschland vorhandenen Erregerspektrums ab (Lottner &

Ganter 2004, Strobel 2009). Der Hersteller empfiehlt zwei Impfungen im Abstand von
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4 - 6 Wochen und eine Nachimpfung alle sechs Monate, in besonders gefdhrdeten
Gebieten alle 4 - 5 Monate. Tritt die Erkrankung nur einmal jihrlich auf, reicht in der
Regel eine einmalige Nachimpfung etwa sechs Wochen vor Beginn der kritischen
Jahreszeit. Limmer konnen ab einem Alter von zwdlf Wochen geimpft werden.

Ein grofies Problem des Impfstoffs ist, dass die Vakzine Mineral6l enthilt und
deshalb nur streng subkutan appliziert werden darf. Besonders in Gelenken und in
Gelenksnihe, aber nicht nur dort, kann das Mineral6l zu erheblichen Problemen und
Schéden fithren. Auch bei bestimmungsgeméfier Anwendung bereitet das Adjuvants
Probleme. Lottner (2006) beobachtete vier Wochen nach der ersten Injektion bei bis
zu 44% der Tiere lokale Reaktionen wie Schwellungen und Abszesse. Bei einer
Untersuchung von Lambell (1986) hatten sogar 93,5% der Schafe Lasionen an der
Injektionsstelle. Ohne Zahlen zu nennen weisen auch andere Autoren auf die
héufigen und teilweise starken Impfreaktionen bei Anwendung von Footvax® hin
(Abbott & Lewis 2005, Nuss & Janett 2007, Strobel 2009).

Durch die Kombination vieler D. nodosus Serotypen soll ein moglichst breiter Schutz
erreicht werden. Es hat sich allerdings gezeigt, dass die immunologische Antwort auf
jeden einzelnen Serotyp geringer ausfillt als bei Impfungen mit nur einem Serotyp

(O'Meara et al. 1993, Hunt et al. 1994, Raadsma ef al. 1999).

Eine weitere Moglichkeit der Vakzination ist die Herstellung eines bestands-
spezifischen Impfstoffs. Dies ist ein inaktivierter Impfstoff, der unter Verwendung
eines in einem bestimmten Bestand isolierten Krankheitserregers hergestellt wird
und nur in diesem Bestand angewendet wird. Die Herstellung wird von der Verord-
nung {iiber Sera, Impfstoffe und Antigene (TierImpfStV vom 24.10.2006, letzte
Anderung 17.07.2009) und dem Tierseuchengesetz (TierSG vom 26.06.1909, letzte
Anderung 09.12.2010) geregelt.

Versuche haben gezeigt, dass stallspezifische Impfstoffe gegen Moderhinke gut
wirksam sind (Gurung et al. 2006, Lottner 2006).

Lottner (2006) verglich den kommerziellen Impfstoff mit einer bestandsspezifischen
Vakzine. Sie zeigte, dass beide effektiv in der Bekdmpfung und Vorbeugung gegen

eine Moderhinkeinfektion waren. Schafe, die mit einem bestandsspezifischen Impf-
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stoff immunisiert wurden, hatten vier Wochen nach der ersten Injektion deutlich
weniger lokale Hautverdnderungen an der Impfstelle (13%) als die mit Footvax®
geimpften Tiere (44%). 16 Wochen nach der Impfung hatten noch 20% der mit
Footvax® geimpften Tiere einen palpatorischen Befund an der Impfstelle, im
Gegensatz zu 1% in der anderen Gruppe. Der stallspezifische Impfstoff war in dieser
Untersuchung effektiver. Die Moderhinke-Pravalenz verringerte sich um 20% im
Vergleich zu 10% bei den Tieren, die mit der kommerziellen Vakzine geimpft

wurden. Zudem kam es seltener zu Unterminierungen des Klauenhorns.

2.1.7.2 Eradikation

Die Eradikation der Erkrankung ist prinzipiell moglich, da der Erreger nicht langer
als sieben Tage aufserhalb der Klaue tiberleben kann und die bosartige Moderhinke
nicht subklinisch vorkommt (Beveridge 1941, Abbott & Lewis 2005).

Fiir die Sanierung eines Betriebes ist die einfachste Methode, den Hof fiir mindestens
sieben Tage frei von Schafen und Ziegen zu halten und danach gesunde, nicht
infizierte Tieren neu einzustallen (Abbott & Lewis 2005).

Will man eine Herde frei von Moderhinke bekommen kann das erreicht werden ohne
alle Tiere zu keulen. Dazu miissen alle Tiere untersucht und erkrankte Schafe
erfolgreich behandelt oder aus dem Betrieb entfernt werden. Um den moderhinke-
freien Status aufrecht zu halten diirfen neue Tiere nur in die Herde integriert
werden, wenn sie aus einem nachgewiesen moderhinkefreien Betrieb kommen.
Alternativ. konnen auch Tiere mit unklarem Moderhinkestatus nach einer
Quarantidneperiode in die Herde aufgenommen werden. Die Dauer der Quaranténe
ist abhéngig davon, ob die Tiere in dieser Zeit prophylaktisch gegen Moderhinke
behandelt werden und ob es Jahreszeiten gibt, in denen keine Ubertragung der
Erkrankung stattfindet (Abbott & Lewis 2005).

Bereits in den 1940er Jahren wurden in Australien Strategien zur Tilgung entwickelt,
welche im Laufe der Jahrzehnte immer wieder durch neue Diagnosemdoglichkeiten
und Behandlungsstrategien erweitert und ergénzt wurden (Western Australia
Department of Agriculture 2001). In New South Wales konnte so die Herden-
prévalenz fiir bosartige Moderhinke auf unter 1% gesenkt werden (Macdonald 2009).
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Ahnliche Bestrebungen in Grofibritannien waren bisher erfolglos. Die Strategie aus
Australien kann nicht einfach iibernommen werden, da sich zum einen das Klima
stark von dem in New South Wales und Western Australia unterscheidet und zum
anderen die Mitarbeit der Schéfer geringer ist (Wassink et al. 2005, Green & George
2008). In Australien und Neuseeland gibt es Jahreszeiten, in denen keine Uber-
tragung des Erregers stattfindet (Jopp et al. 1984a, 1984b). In Grofibritannien, wie
auch in Deutschland gibt es solche Perioden jedoch nicht (Hosie 2004).

Die Schweiz arbeitet ebenso daran, die Moderhinke komplett auszurotten. Janett
(1993) berichtet von einer Gemeinde im Kanton Graubiinden, in welcher dies
innerhalb eines Jahres erreicht werden konnte. Dazu wurden die Tiere in eine
gesunde und eine kranke Herde eingeteilt. Die Behandlung erfolgte mit einer
Kombination aus Klauenschnitt, Klauenbad und Antibiotikagabe bei schweren Féllen
sowie Impfung der Zuchttiere und vierwochiger Quarantéine fiir Neuzugénge. Der
Beratungs- und Gesundheitsdienst fiir Kleinwiederkduer (BGK) bietet seit wenigen
Jahren zudem ein Moderhinke-Sanierungsprogramm fiir Schafe an (httpy/

bgk.caprovis.ch/cms09/showsingle.asp ?lang=1&urlid=9).

2.1.7.3 Heritabilititen (h?)

Heritabilititsschitzungen wurden bereits hiufig durchgefiihrt. Die hochsten Werte
ermittelten Skerman et al. (1988) fur Schafe der Rasse Romney mit h? = 0,28 und
Woolaston (1993) an Merinoschafen mit h? = 0,20 + 0,14. Lottner (2006) gibt fur die
Moderhinkeanfilligkeit bei Merinolandschafen Werte von 0,07 £ 0,13 an. h?-Werte
von 0,04 - 0,08 schitzten Russell et al. (2010) in einer Studie an Lammern mehrerer
Rassen und auch Kreuzungstieren auf einem Betrieb in Grofibritannien. Weitere
Schitzungen in Grofibritannien fiir Bergrassen und langwollige Rassen kommen zu
h2-Werten von 0,045 bzw. 0,05 (Sawalha et al. 2010). Das Vergleichen der Werte ist
jedoch schwierig, da sich die Versuchsbedingungen und Kriterien fiir die Einteilung

»~gesund” und , krank” teilweise deutlich unterscheiden.
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2.1.7.4 Resistenzzucht

Eine Zucht mit dem Haupt-Selektionskriterium ,Moderhinkeresistenz” wurde auf
einem Betrieb in Neuseeland durchgefiihrt. Die Ursprungspopulation bestand aus 40
Tieren der Rasse Corriedale im Jahr 1967. Ab 1971/72 kaufte der Betrieb keine Tiere
mehr zu. Es gab keine Moderhinkeprophylaxe und alle Tiere, die an Moderhinke
erkrankten wurden gekeult, so dass nur noch mit Tieren ohne klinisch apparente
Moderhinke geziichtet wurde. Skerman & Moorehouse (1987) machten mit Tieren
dieser neuen Linie ,Broomfield Corridale” Infektionsversuche. Dabei zeigte sich,
dass Tiere dieser Linie wesentlich seltener an Moderhinke erkrankten und wenn
doch, die Infektion wesentlich milder verlief als bei Tieren der Vergleichsrassen

Merino und Corriedale.

2.1.7.5 Footrot Gene-Marker Test

Assoziationsstudien fiir Moderhinke (Outteridge ef al. 1989, Escayg 1995, Escayg et al.
1997) haben eine Beziehung zwischen Haplotypen des hoch polymorphen DQA>-
Gens des MHC-Klasse-II-Komplexes (Haupthistokompatibilititskomplex Klasse II)
und einer Moderhinkeerkrankung gefunden. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde an
der neuseeldndischen Lincoln Universitit der , Footrot Gene-Marker Test” entwickelt
(Gene-Marker Laboratory, http;//www.lincoln.ac.nz/gene-marker-lab). In Neuseeland
werden die Ergebnisse dieses Tests im Rahmen der Zucht auf Moderhinkeresistenz
eingesetzt. Ein Scoring System gibt Hinweise tiber die Empfinglichkeit des
untersuchten Schafes fiir Moderhinke (Abb. 2-2). Die Durchfiihrung des Tests ist
zurzeit nur am Department of Agricultural Science der Lincoln Universitdt in
Neuseeland moglich.

Studien aus Deutschland (Lottner 2006) und Griechenland (Gelasakis et al. 2010)
konnten diese Ergebnisse fiir Schafpopulationen im entsprechenden Land allerdings
nicht oder nur eingeschrankt bestitigen. Dies kann auch mit den unterschiedlichen
Serogruppen des Erregers D. nodosus und deren regional sehr unterschiedlichen Ver-
teilung zusammenhédngen. Ennen et al. (2009) empfehlen eine Kombination von
Vakzination und genetischer Selektion. Bennett & Hickford (2011) weisen in diesem
Zusammenhang darauf hin, dass der Nutzen eines Gentests aufierhalb der Rassen

und Population, in denen er entwickelt wurde, problematisch sein kann.
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Abb. 2-2: Darstellung der Beziehung zwischen dem Moderhinke-Score des ,footrot
gene-marker test” und dem Risiko eines Schafes, an Moderhinke zu erkranken
(www lincoln.ac.nz/gene-marker-lab). Auf der X-Achse ist der aus der Geno-
typisierung ermittelte Moderhinke-Score dargestellt, auf der y-Achse die relative
Wahrscheinlichkeit des Tieres, an Moderhinke zu erkranken.

2.2 Molekulargenetische Charakterisierung des Genoms

2.2.1 Untersuchung von Polymorphismen auf DNA-Basis
Sequenzvarianten der DNA konnen ganze Gen- und Chromosomenabschnitte
betreffen oder nur einzelne Basen, sogenannte single nucleotide polymorphisms
(SNPs). Diese SNPs haben den grofiten Anteil an den Unterschieden zwischen zwei
Individuen derselben Art (Kwok 2001) und treten im Schnitt in einem Abstand von
500-1000 Basen auf (Bentley 2004). Sie sind jedoch nicht regelméflig tiber das Genom
verteilt sondern konzentrieren sich in manchen Regionen wohingegen andere kaum
Veranderungen aufweisen. Die wenigsten SNPs haben biologische Konsequenzen
und direkt sichtbare funktionelle Effekte, die tiberwiegende Mehrzahl befindet sich
in nichtkodierenden Regionen (Jorde ef al. 2000). Eine Datenbank mit allen bekannten
SNPs findet sich unter http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.

Andere mogliche Verdanderungen der DNA sind Deletion oder Substitution lingerer
Abschnitte. Dies kann bereits seit den 1960er Jahren indirekt dargestellt werden, zum
Beispiel durch Allozyme (eine Wortkreation aus dem Satz ,allelic variants of
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enzymes”) (Schlotterer 2004). Der Durchbruch fiir die Untersuchung der DNA kam
mit der Entdeckung und Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis
& Faloona 1987). Diese fiithrte nicht nur zur Entwicklung neuer Methoden, sondern
erdffnete auch bei bereits genutzten Methoden wie Restriktionsldngen-Poly-

morphismus (RFLP) neue Moglichkeiten (Schlotterer 2004).

2.2.1.1 Sequenzierung

Der Standard bei der Sequenzierung ist die von Sanger et al. 1977 entwickelte Ketten-
abbruchmethode. Dabei wird die zu sequenzierende DNA in vier Ansitzen
amplifiziert. Pro Ansatz ist jeweils eines der Didesoxynucleotiden (dNTPs) so
verdndert, dass kein weiteres Nukleotid angekniipft werden kann. AnschliefSend
werden die Produkte in einem denaturierenden Polyacrylamidgel entsprechend ihrer
Linge aufgetrennt. Uber die Laufstrecke der einzelnen Fragmente kann die Sequenz
des DNA-Abschnitts bestimmt werden. Diese Technik hat sich seit der ersten
Beschreibung stetig weiterentwickelt. In der Zwischenzeit sind automatische DNA-
Sequenziergerdte weit verbreitet. Durch die Verwendung von Kapillaren anstelle
flacher Gele konnte die Feldstirke bei der Elektrophorese erhoht und dadurch die
Laufzeit deutlich vermindert werden. So konnen jetzt in ein bis vier Stunden
Sequenzen mit einer Lange von 500 bis 900 Nukleotiden gelesen werden (Bangsow et
al. 2007). Die Sequenzierung wird in der Regel zur Analyse von DNA-Abschnitten
und so zum Aufspiiren von Mutationen verwendet, zum Beispiel im Rahmen von
Kandidatengenstudien.

Eine Variante, die vor allem zur Sequenzierung ganzer Genome genutzt wird, ist die
sogenannte Shotgun-Sequenzierung (Venter et al. 1998). Dabei wird die DNA in
kleinen Stiicken sequenziert. Auf die Gesamtsequenz wird anschlieffend vor allem
mit Hilfe statistischer Methoden und Programme geschlossen. So konnte 2001 das
erste menschliche Genom vollstindig sequenziert werden (Venter ef al. 2001). Diese
Methode wurde auch vom International Sheep Genomics Consortium (Archibald et
al. 2010) fir die Referenzsequenz des Schafgenoms genutzt, genauso wie fiir die

Sequenzierung des ovinen MHC-Klasse-II-Komplexes (Gao et al. 2010).

20



Literaturiibersicht

Will man bereits bekannte DNA-Varianten untersuchen, gibt es schnellere,
einfachere und kostengiinstigere Methoden als die Sequenzierung ganzer Gene oder
Genabschnitte. Zum Beispiel die von Sokolov 1990 erstmals beschriebene Primer-
extension (Minisequenzierung), bei welcher die DNA-Synthese auf maximal einen
Schritt reduziert wird. Die Minisequenzierung kommt bei der DNA-Microarray

Technik zum Einsatz.

2.2.2. Assoziation von Genotyp und Phinotyp

Variationen auf DNA-Ebene konnen Hinweise auf den zu erwartenden Phinotyp
geben, z. B. Leistungsveranlagung oder Krankheitsanfilligkeit, und so ztichterisch
genutzt werden. Um diese Zusammenhinge aufzudecken, gibt es eine Reihe von
schnellen und kostengtinstigen Methoden, aus denen abhingig von der Frage-
stellung eine geeignete ausgewdhlt werden kann. Fiir Kopplungsanalysen,
genetische Karten (u. a. Bancroft 1995, Vaiman et al. 1995) und in der Populations-
genetik (u. a. Arranz et al. 1998, Peter et al. 2007) werden auch heute noch Mikro-
satellitenstudien eingesetzt. Ihren Hohepunkt hatten sie nach Entwicklung der PCR
bis Ende der 1990er Jahre. Anwendungsbereiche fiir QTL-Studien (quantitative trait
locus) liegen z. B. im Bereich der Fleischschafproduktion und den entsprechenden
Leistungsmerkmalen (Raadsma et al. 2009a, Cavanagh et al. 2010) sowie bei Milch-
zusammensetzung und den Milcheigenschaften (Raadsma ef al. 2009b) vor. Diese
Studien liefern Hinweise auf Genregionen, die an der Ausprigung eines
quantitativen Merkmals beteiligt sind (Geldermann 1975). Die neueste Entwicklung
im Bereich der Genomanalyse ist die SNP Microarray-Technologie (SNP Chip)
(Gunderson et al. 2005). Sie macht sich das Kopplungsungleichgewicht (linkage
disequilibrium, LD) und somit die Bildung von Haplotypen zunutze (Gabriel et al.
2002). Auch in den Tierwissenschaften wird die Technik genutzt. Kommerzielle SNP
Chips sind fiir die Maus (Affymetrix® Mouse Diversity Genotyping Array), den
Hund (CanineHD, Illumina, Inc.), das Schwein (PorcineSNP60, Illumina, Inc.), das
Rind (BovineHD BeadChip, Illumina, Inc.) und das Pferd (EquineSNP50, Illumina,

Inc.) verfiigbar.

21



Seit Anfang 2009 gibt es zudem auch fiir das Schaf einen von Illumina, Inc. in Zu-
sammenarbeit mit dem International Sheep Genomics Consortium (ISGC,
httpsy//isgcdata.agresearch.co.nz/) entwickelten SNP Microarray (OvineSNP 50
BeadChip). Er enthélt Daten von 54 241 SNPs mit einem durchschnittlichen Abstand
von 50,9 kb. Die Daten stammen von 75 Ouvis aries Rassen sowie einiger weiterer Ovis-
Spezies (u. a. Ovis musimon/Mufflon). Aus Deutschland flossen unter anderem Infor-
mationen der Rassen Ostfriesisches Milchschaf, Merinolandschaf, Braunes Bergschaf,
Romanov und Texel in die Entwicklung des Chips mit ein (Illumina Data Sheet,

httpy/fwww.illumina.com/documents/%5Cproducts % 5Cdatasheets % 5Cdatasheet _ovinesnp5
0.pdf).

2.2.2.1 Kandidatengenansatz

Genetische Faktoren, welche die Auspriagung eines Merkmals beeinflussen, konnen
auf zwei Arten untersucht werden. Entweder indirekt, indem man ihre Assoziation
mit Markern tiberpriift, oder direkt durch die Untersuchung von Genen, die mit dem
Merkmal in Beziehung stehen (Lusis 1988). Die Wahl eines potenziell urséchlichen
Gens kann zum einen tiber seine Position innerhalb eines quantitative trait locus
(QTL) erfolgen, es wird dann als positionelles Kandidatengen bezeichnet. Eine
andere Moglichkeit ist die Analyse funktioneller Kandidatengene, welche auf Basis
der biologischen und physiologischen Funktion ausgewahlt werden.

Die so ausgewdhlten Gene werden systematisch auf Polymorphismen untersucht
und diese wiederum mit den Phénotypen assoziiert. Der Kandidatengenansatz ist
abhéngig vom Wissen tiber die biologischen Vorginge, welche zu dem Merkmal
fithren (Zhu & Zhao 2007).

Die Methode wurde vielfach erfolgreich eingesetzt, zum Beispiel bei der
Mikrophthalmie des Texelschafes (Becker et al. 2010) oder bei der Untersuchung der
Fruchtbarkeit bei kurzschwinzigen Han-Schafen (Chu et al. 2010).
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2.2.3. Stand der Genomanalyse beim Schaf

Vor der rapiden Entwicklung der Sequenzierung in den letzten Jahren wurde das
Genom mit Hilfe von Markern kartiert. Dabei fanden nicht nur Marker der Zieltierart
Verwendung sondern auch Informationen von nah verwandten Arten, beim Schaf
zum Beispiel Rind und andere Wiederkduer (Crawford et al. 1995, de Gortari et al.
1998). Eine Karte, welche 75% des Schafgenoms umfasste, gab es bereits 1995
(Crawford et al. 1995), von den verwendeten Markern waren 33 bereits mit
bekannten Genen assoziiert. Sechs Jahre spéter veroffentlichten Maddox et al. (2001)
eine Karte, die mit 3600 cM etwa 98% des Schafgenoms umfasste.

2007 veroffentlichten Dalrymple ef al. das erste virtuelle Schafgenom. Dabei wurden
Sequenzen von Rind und Mensch in der Reihenfolge des Schafgenoms angeordnet
(httpyfwww.livestockgenomics.csiro.au/sheep/vsheep.php).

Im Jahr 2009 begannen die Forscher des International Sheep Genomics Consortium
(ISGC, httpyfwww.sheephapmap.org/) damit, eine vollstindige Referenzsequenz des
gesamten ovinen Genoms zu erstellen (Archibald ef al. 2010). Forscher aus der
ganzen Welt sind am ISGC beteiligt, u. a. aus Neuseeland (AgResearch), Australien
(CSIRO, AGRF, sheepGENOMICS, University of Melbourne uvm.), Schottland
(University of Edinburgh, Roslin Institute, Schottish Agricultural College) und
Deutschland (Justus-Liebig-Universitit Giesen, Tierdrztliche Hochschule Hannover).
Zu den Erfolgen des Consortiums zihlen zum Beispiel die Erstellung eines virtuellen
Schafgenoms und, in Zusammenarbeit mit Illumina, Inc., die Entwicklung des ovinen
50k SNP BeadChips (http://www.sheephapmap.org/goals.php, Archibald et al. 2010).

Seit Februar 2010 gibt es die erste Shotgun-Sequenz des gesamten Schafgenoms
(NCBI, GenBank: ACIV000000000.1), die circa 43% der Gesamtsequenzinformationen
des ovinen Genoms enthilt (httpy/www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/, Abruf am
08.09.2011). Im Gegensatz zu dem bis dahin vorhandenen virtuellen Schafgenom, bei
welchem noch bovine Informationen verwendet wurden, besteht diese Sequenz nur
aus ovinen Daten bzw. Platzhaltern. Im Mérz 2011 wurde die Schafsequenz Version
2.0 von CSIRO verdffentlicht. Sie basiert auf Sequenzinformationen von Texelschafen
und deckt 91% des gesamten Schafgenoms ab. Die Version 3.0 war fiir die zweite

Jahreshiilfte 2011 angekiindigt (http.//www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar2.0.php).
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Einen Uberblick iiber die Entwicklung der Genomanalyse des Schafes und aktuelle

Untersuchungen gibt die Seite http;//rubens.its.unimelb.edu.au/~jillm/jill. htm.

2.3 Kandidatengene fiir Moderhinkeempfinglichkeit

Assoziationsstudien zur Moderhinkeempfinglichkeit konzentrierten sich bisher vor
allem auf die Immunantwort (Outteridge et al. 1989, Escayg 1995, Escayg et al. 1997).
Basierend auf den Ergebnissen dieser Studien wurde der ,Footrot Gene-Marker
Test” an der Lincoln Universitdt, Neuseeland, entwickelt (siehe Kapitel 2.1.7.5).
Obwohl es Hinweise gibt, dass der Aufbau des Klauenhorns eine wichtige Rolle
spielt (Erlewein 2002, Thoms 2006), gibt es bisher noch keine Untersuchungen tiber
den Zusammenhang von Moderhinke und Genen, welche die Integritdt der Klaue

und des Klauenhorns beeinflussen.

2.3.1 Transglutaminase 1 (TGM1)

Transglutaminasen bilden eine Gruppe von Enzymen, die Kalzium-abhingig
kovalente Bindungen innerhalb oder zwischen Proteinen katalysieren (Sarkar ef al.
1957, Peterson et al. 1983). Dadurch leisten sie einen wichtigen Beitrag zu Aufbau
und Stabilisierung von Zellen und Geweben. Bisher wurden neun Isozyme
identifiziert: Transglutaminase 1-7 und Faktor XIII der Gerinnungskaskade sowie
eine inaktive Transglutaminase in der Membran von Erythrozyten, das Protein Band
4.2 (Lorand & Graham 2003). Alle spielen bei einer Reihe wichtiger physiologischer
Prozesse eine entscheidende Rolle.

Die Transglutaminase 1, bzw. Keratinozyten-Transglutaminase, kommt, zusammen
mit Transglutaminase 3 (Kim et al. 1990) und 5 (Candi et al. 2002), in Epithelien vor
(Chung & Folk 1972, Goldsmith et al. 1974). Sie wird von Keratinozyten exprimiert
und ist tiberwiegend membrangebunden. Fiir die Aufrechterhaltung der Homoo-
stase des Korpers durch Retention des Wassers ist die Verkniipfung von Proteinen
wie Loricrin und Involucrin durch die Transglutaminase 1 essenziell (Nemes &

Steinert 1999). So wird die unlosliche oberste Hornschicht der Haut gebildet, die fiir
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die Widerstandsfihigkeit und Undurchldssigkeit der Haut sorgt. Auch bei der
Wundheilung spielt die Transglutaminase 1 eine wichtige Rolle (Inada et al. 2000).
Sequenzvarianten im codierenden Gen fiir dieses Enzym, dem TGMI-Gen, sind
verantwortlich fiir die Erkrankung der lamelldren Ichthyose (Russell et al. 1994,
Russell et al. 1995). Eine Vielzahl an Mutationen wurde bereits im Zusammenhang
mit dieser Erkrankung entdeckt (Herman et al. 2009, Rodriguez-Pazos et al. 2009).
Ichthyosen bilden eine Gruppe von Erkrankungen, bei denen es zu Verhornungs-
storungen der Haut mit Hyperkeratosen, besonders palmar und plantar, und
vermehrter Schuppenbildung kommt. Desweiteren treten hiufig Nageldystrophien
auf (Kister 2005). Die lamelldre Ichthyose wird autosomal-rezessiv vererbt und in
die Gruppe der kongenitalen Ichthyosen eingeordnet, sie ist bereits bei der Geburt
sichtbar. Die betroffenen Kinder werden meistens mit einer sogenannten Kollodium-
Membran geboren. Diese straffe Membran hat Ahnlichkeiten mit verdicktem
Cellophan-Papier oder gedltem Pergament und kann, lokal oder tiber den ganzen
Korper verbreitet, mehr oder weniger stark auftreten; sie 16st sich in den ersten
Lebenstagen oder -wochen (Hoger 2007).

Auch in der Veterindrmedizin sind Ichthyosen seit langem bekannt (Baker & Ward
1985), unter anderem bei Maus (Jensen & Esterly 1977), Lama (Belknap & Dunstan
1990), Kudu (Chittick et al. 2002), Hund (Alhaidari et al. 1994), Katze (Credille et al.
1996) sowie beim Rind bzw. Kalb (Selmanowitz 1971). Untersuchungen zum Zu-
sammenhang zwischen der Erkrankung und dem TGMI-Gen wurden bisher bei
Hund (Credille et al. 2009) und Rind (Dardano et al. 2007) durchgefiihrt. Beim Hund
wurde analog zum Menschen eine Mutation im TGMI-Gen als eine Ursache

gefunden, beim Rind konnte diese Verbindung bisher nicht bestitigt werden.

2.3.2 Loricrin (LOR)

Loricrin ist ein Protein und, mit einem Anteil von 70-85%, Hauptbestandteil des
direkt unter der Plasmamembran liegenden Cornified Envelope in den Keratino-
zyten der Haut (Buxman ef al. 1976, Mehrel et al. 1990, Steinert & Marekov 1995). Der
Cornified Envelope ist eine fast wasserunlsliche Struktur, die vor allem aus

Involucrin und Loricrin besteht (Candi el al. 2005). Durch Transglutaminase 1, 3 und
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5 wird Loricrin kovalent mit Keratin, Filaggrin, Small Prolin Rich Proteins (SPRs)
und vor allem mit sich selbst verkniipft (Hohl et al. 1991, Candi et al. 1995, Candi et al.
2005).

Beim Menschen werden Mutationen im LOR-Gen bei der Keratosis palmoplantaris
mutilans Vohwinkel (Vohwinkel Syndrom) in Verbindung mit einer leichten
Ichthyose beobachtet (Maestrini et al. 1996, Korge et al. 1997). Die Erkrankung, die im
Kindesalter erstmals auftritt, geht mit Hyperkeratosen vor allem an Handflichen
und Fufisohlen einher. Im weiteren Verlauf der Erkrankung breiten diese sich auf
Hand- und Fufi-riicken, Ellenbogen und Knie aus. Im Laufe der Jahre kommt es zu
Schniirfurchen an den Finger- und Zehengelenken. Zusitzlich tritt eine beidseitige
Innenohrschwerhorigkeit auf (Kiister 2005).

Neben dem Vohwinkel Syndrom mit Ichthyose wurden Mutationen im LOR-Gen bei
einer Reihe von unterschiedlichen palmo-plantaren Hyperkeratosen, wie z. B. Ery-
throkeratodermie, gefunden. Sie alle werden unter dem Uberbegriff Loricrin-Kerato-
derma zusammengefasst (Ishida-Yamamoto et al. 1998, Ishida-Yamamoto 2003,
Schmuth et al. 2004, Gedicke et al. 2006).

Anscheinend besitzt der Korper jedoch Moglichkeiten, ein defektes Loricrin-Protein
zumindest teilweise zu kompensieren, wie Jarnik ef al. (2002) bei Loricrin Knockout-

Méusen herausgefunden haben.

2.3.3 y2-Untereinheit des Laminin-332 (LAMC2)

LAMC?2 ist das Gen, welches die y-2 Untereinheit des heterotrimédren Laminin-332,
ein Glykoprotein der Gruppe der Laminine, kodiert (Kallunki et al. 1991).

Bisher sind 16 Lamininisoformen bekannt, die sich jeweils aus einer a-, f- und y-
Proteinkette zusammensetzen, wobei fiinf verschiedene a-Ketten, vier B- und drei y-
Ketten beschrieben sind (Kriigel & Miosge 2010). Auf Basis dieser Erkenntnisse und
der moglichen Kombinationen dieser Untereinheiten wurde 1994 von Burgeson et al.
und 2005 von Aumailley et al. eine Nomenklatur vorgeschlagen, bei der die Iso-
formen nach ihrer Zusammensetzung benannt werden. So wurde das friithere
Laminin-5 (Kalinin, Nicein, Epiligrin) zum Laminin-332, da es aus einer a3-, 33- und

y2-Kette besteht.
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Laminine sind Teil der extrazelluliren Matrix und, zusammen mit Kollagen IV
(Rothbard & Watson 1972), der Hauptbestandteil aller Basalmembranen (Martin &
Timpl 1987, Timpl et al. 1979). Das Laminin-332 kommt vor allem in der Basal-
membran der dufSeren Haut vor (Rousselle et al. 1991). Eine Basalmembran ist unter
jeder Epithelschicht zu finden. Sie hat eine Dicke von 100-2000 nm, abhidngig von
Lokalisation und Tierart, und besteht aus 3 Schichten: Lamina lucida, Lamina densa
(zusammen bilden sie die Basallamina) und Lamina fibroreticularis, die in ihrer
Dicke sehr variabel ist (Gratzl & Wedlich 2005, Merker 1994).

Uber eine Reihe von Rezeptoren, zum Beispiel aus der Intregrin-Familie (Ghohestani
et al. 2001), binden Laminine einzelne Zellen oder Zellschichten an die Basal-
membran. Der Rezeptor fiir das Laminin-332 ist das Integrin a6B4 (Ghohestani et al.
2001), ein Bestandteil von Hemidesmosomen. Laminin-332 bildet mit Laminin-311
(Laminin 6) und Laminin-321 (Laminin 7) einen Komplex. Dieser Laminin 5-6/7-
Komplex interagiert mit Kollagen IV in der Basalmembran {iiber Nidogen
(Champliaud et al. 1996). Zusitzlich kann das Laminin-332 auch alleine und direkt
Kollagen VII binden (Rousselle et al. 1997). Es gibt Untersuchungen, die vermuten
lassen, dass Laminin-332 auch bei der Adhésion im Rahmen der Wundheilung eine
Rolle spielt (Nguyen et al. 2000, Ryan et al. 1994).

Wie wichtig Laminin-332 fiir den Zusammenhalt von Dermis und Epidermis ist, ldsst
sich daran erkennen, dass das teilweise oder vollstindige Fehlen dieses Proteins die
Epidermolysis bullosa junctionalis (EBJ) hervorruft. Mutationen werden in allen der
drei kodierenden Gene seit Mitte der 1990er Jahre entdeckt (LAMAS3: Kivirikko et al.
1995, LAMBS3: Pulkkinen et al. 1995, LAMC2: Aberdam et al. 1994, Pulkkinen et al.
1994). Diese Vielzahl an moglichen Ursachen erklidrt auch die Heterogenitit des
Erkrankungsbildes. Die EBJ wird rezessiv vererbt und ist gekennzeichnet durch die
Trennung von Epidermis und Dermis in der Lamina lucida der Basalmembran, was
makroskopisch in zum Teil hdmorrhagischen Blasen sichtbar wird (Bruckner-
Tuderman 2005). Die schwerste Form, die in der Regel innerhalb der ersten zwei
Lebensjahre zum Tod fiihrt, ist die Epidermolysis bullosa junctionalis Herlitz (Herlitz
1935). Die mildere nicht-letale Form ist die Epidermolysis bullosa junctionalis Non-

Herlitz (Hintner & Wolff 1982, Hashimoto et al. 1976). Diese kann sowohl lokal als
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auch generalisiert auftreten und ist in ihrem Erscheinungsbild sehr variabel
(Bruckner-Tuderman 2005). Epidermiolysen sind bei Maus, Hund, Katze, Schaf, Rind
und Pferd bekannt (Jiang & Uitto 2005). Eine nicht-synonyme Mutation in Exon 23
und eine Deletion in Exon 18 des LAMC2-Gens sind beim Schwarzkopfigen
Fleischschaf urséchlich fiir das Auftreten der Epidermolysis bullosa junctionalis

verantwortlich (Kerkmann 2008, Kerkmann et al. 2010, Momke et al. 2011).

2.3.4 Keratinocyte growth factor (KGF)

Der keratinocyte growth factor gehort zur Gruppe der Fibroblasten Wachstums-
faktoren und heifit auch fibroblast growth factor 7 (Rubin et al. 1989, Finch et al.
1989). Bisher wurden 22 Wachstumsfaktoren in dieser Gruppe gefunden, dazu sind
vier korrespondierende Rezeptoren bekannt (Johnson & Williams 1993, Itoh & Ornitz
2011). Sie sind wesentlich fiir die embryonale Entwicklung und wirken nicht nur auf
Fibroblasten, sondern auf eine ganze Reihe von Zellen (Itoh & Ornitz, 2011).

Der Keratinozyten Wachstumsfaktor bindet an den keratinocyte growth factor
receptor (KGFR), welcher durch alternatives Splicing des fibroblast growth factor
receptor 2 (FGFR2) entsteht (Miki ef al. 1992). Er gehort zur Gruppe der parakrin
wirkenden Fibroblasten Wachstumsfaktoren. Zusammen mit Heparin oder Heparan-
sulfat als Cofaktor bindet er an den zellstindigen Rezeptor KGFR (Bottaro et al. 1990,
Ornitz et al. 1992). Er wird kontinuierlich von Keratinozyten exprimiert. Zudem
konnte schon friih gezeigt werden, dass seine Konzentration in der Haut wahrend
der Wundheilung stark ansteigt (Werner 1998).

Der keratinocyte growth factor ist sehr potent und stimuliert die mitogene Aktivitit
von Keratinozyten in der Haut, wobei er keine/kaum Wirkung auf Fibroblasten oder
Endothelzellen hat (Bottaro et al. 1990). Seine Hauptaufgabe hat er wihrend der Re-
epithelisierung im Rahmen der Wundheilung (Werner 1998, Marchese et al. 1995).
KGF wurde bei Ruminanten bereits im Zusammenhang mit der Mammogenese
untersucht (Hovey et al. 2001) und im Zusammenhang mit der Formierung der
Keratinozyten in der Kronrandregion des Rindes (Mills et al. 2009a). In einer Studie
von Mills et al. (2009b) wurde unter anderem die Konzentration und Rolle des

keratinocyte growth factors und seines Rezeptors bei Rindern mit und ohne Klauen-
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erkrankungen sowie in Abhingigkeit des Lebensalters untersucht. Diese Studie
zeigte, dass die Konzentration des Wachstumsfaktors und des Rezeptors abhingig ist
vom Gesundheitszustand der Klaue. Die Transkripte des KGFRs in einer Klaue mit
Sohlengeschwiir waren deutlich erhoht, die Konzentration von keratinocyte growth
factor jedoch sank. Die Autoren argumentieren, dass diese fiir sie unerwartete
Anderung vermutlich auf eine erhohte Sensibilisierung der Zellen gegeniiber dem
Wachstumsfaktor zuriickzufiihren sei; bereits geringe Mengen von KGF reichten so
aus, um die Proliferation der Keratinozyten zu steigern. Eine weitere Uberlegung
basiert darauf, dass die Expression von KGF in einer sehr frithen Phase der Wund-
heilung ansteigt und dann langsam abfllt wohingegen KGFR sich genau gegenteilig
verhilt (Finch et al. 1997). Das Ergebnis der Studie von Mills et al. (2009b) liefle sich
somit erkldren, da Sohlengeschwtiire beim Rind einen chronischen Prozess darstellen

(Dirksen 2006).
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

Einen Uberblick iiber das verwendete Probenmaterial liefert Tabelle 3-1.

3.1.1 Probenmaterial fiir die Sequenzierung

Das Probenmaterial fiir die Sequenzierung und Charakterisierung der Gene und die
Auswahl der SNPs stammt aus der Genbank des Instituts fiir Tierzucht und Haus-
tiergenetik der Justus-Liebig-Universitiat Giefsen. Es stammt von insgesamt 15 Tieren,
davon zwei Merinolandschafe, sechs Merinofleischschafe, zwei Deutsche Schwarz-

kopfige Fleischschafe, drei Rhonschafe und zwei Leineschafe (Tab. 3-1).

3.1.2 Probenmaterial fiir die Assoziationsstudien

Fuir die Assoziationsstudien wurde von 151 bzw. 298 Tieren aus zwei Herden Blut-
proben genommen. Die Herde aus Betrieb 1 bestand aus 124 Merinolandschafen und
27 Merinofleischschaf-Merinolandschaf-Kreuzungstieren. Auf Betrieb 2 waren zwei
reinrassige Rhonschafe und 295 Kreuzungstiere von Merinolandschafen vor allem
mit Schwarzkopfigen Fleischschafen aber auch mit Rhonschafen (Tab. 3-1). Beide
Herden waren mit Moderhinke infiziert, die Tiere wurden bei der Probennahme
phénotypisch der Gruppe Moderhinke positiv oder Moderhinke negativ zugeordnet,
eine Unterscheidung in unterschiedliche Schweregrade erfolgte nicht. Diese
Zuordnung wurde, im Rahmen weiterer Untersuchung der Proben fiir ein zweites
Projekt, an Stichproben mittels D. nodosus PCR-Nachweis verifiziert (La Fontaine et.
al 1993).

Die Gewichte der beprobten Tiere wurden auf beiden Betrieben durch den Schifer
und den Probennehmer geschatzt, fiir die Varianzanalyse wurden drei
Gewichtsklassen gebildet: Korpergewicht bis 65 kg, 66 bis 79 kg und 80 kg und
schwerer. Die Probennahme erfolgte auf Betrieb 1 an der gesamten Herde auf einmal.
Auf Betrieb 2 erfolgten betriebsbedingt drei Probennahmen im Abstand von jeweils
einer Woche an der zu dem Zeitpunkt behandelten Teilherde. Die Beobachtungen

wurden zu einem Besuch zusammengefasst.
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Von der Lehr- und Forschungsstation (LuF) Oberer Hardthof der Justus-Liebig-
Universitit Gieflen standen fiir eine Assoziationstudie zusitzlich DNA-Proben von
jeweils fiinf moderhinkepositiven und moderhinkenegativen Schafen der Rasse
Merinolandschaf sowie Rhonschaf zur Verfigung.

Zusitzlich standen weitere 129 Blutproben eines dritten Betriebs, welcher ebenfalls
Moderhinke im Bestand hat, zur Verfiigung. Die Daten der 101 Merinofleischschafe
und der 28 Schwarzkdpfigen Fleischschafe gaben Auskunft iiber erfolgte Klauenbe-

handlungen, ohne die Ursache niher zu beleuchten (Tab. 3-1).

3.1.3 Probenmaterial fiir die Allelfrequenzbestimmung

Fiir die Bestimmung der Allelfrequenzen der gefundenen Sequenzvarianten in den
Kandidatengenen wurden Stichproben von Schafen aus Rassen ausgewdhlt, die in
der Literatur als moderhinkeresistent oder -anféllig beschrieben werden. So wurden
zusétzlich zu den bereits genannten Tieren noch Proben genomischer DNA von
jeweils 32 Tieren der Rassen Coburger Fuchsschaf, Graue Gehornte Heidschnucke,
Bentheimer Landschaf und Braunes Bergschaf sowie von 20 Rhonschafen, 16
Deutschen Schwarzkopfigen Fleischschafen und acht Merinolandschafen aus der

Genbank des Instituts fiir Tierzucht und Haustiergenetik ausgewihlt (Tab. 3-1).

Tab. 3-1: Ubersicht {iber die verwendeten Proben mit Angabe zu Rasse, Anzahl,
Herkunft. Zahlen in Klammern geben die Anzahl der fiir die Genotypisierung
tatséchlich verwendeten Proben an.

Verwendung Rasse Abk. n Herkunft
Sequenzierung Merinolandschaf ML 2 Gen-Bank Institut
Merinofleischschaf MEFS 6 Gen-Bank Institut
Deutsches SKF 2 Gen-Bank Institut
Schwarzkopfiges
Fleischschaf
Rhonschaf RH 3 Gen-Bank Institut
Leineschaf LS 2 Gen-Bank Institut
Assoziations- Merinolandschaf ML 124 (116) Betrieb 1
studien und 10 LuF Oberer Hardthof
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Verwendung Rasse

Allelfrequenzen Merinofleischschaf-
Merinolandschaf-
Kreuzung
Merinolandschaf-
Kreuzung

Rhoénschaf

Deutsches
Schwarzkopfiges
Fleischschaf
Merinofleischschaf
Allelfrequenzen Braunes Bergschaf
Bentheimer Landschaf
Coburger Fuchschaf
Graue Gehornte
Heidschnucke
Merinolandschaf
Rhonschaf
Schwarzkopfiges
Fleischschaf

3.2 Verbrauchsmaterialien
Biosphere ® Filter Tips 100 pl
Combitips 0,05 ml

Distritips Micro, Mini, Maxi
Filter Tips 10 pl, 1000 pl

Filter Tips 20 pl, 200 pl
K-EDTA Monovetten 9 ml
Kimwipes ®

Latexhandschuhe
Membranfilter ME25 (0,45 pm)

32

Abk. n Herkunft
MFxML 27 (24) Betrieb 1

MLX 295 (289) Betrieb 2

RH 2 Betrieb 2

10 LuF Oberer Hardthof

SKF 28 Betrieb 3

MFS 101 Betrieb 3

BBS 32 Gen-Bank Institut
BENT 32 Gen-Bank Institut
COF 32 Gen-Bank Institut
GGH 32 Gen-Bank Institut
ML 8 Gen-Bank Institut
RH 20 Gen-Bank Institut
SKF 16 Gen-Bank Institut

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Eppendorf AG, Hamburg

Gilson International B.V., Bad Camberg
nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Peglab, Erlangen

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Kimberly-Clark, Roswell, USA

G. Kisker GmbH, Steinfurt

Whatman GmbH, Dassel
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Nitrilhandschuhe, latexfrei

PCR-Cups Soft Tubes ® mit Deckel Soft
Strips ®

PCR-Cups, 0,2 ml mit flachem Deckel
PCR-Gefifde in Streifen, 0,2 ml mit

Kappenstreifen

PCR-Platten PP 96well mit Kappenstreifen
PCR-Platten 96well , MicroAmp®Optical”

Photopapier Type V UPP-110HG

Reagiergefifie 1,5 ml

3.2.1 Chemikalien

MAGYV Massanalytische Glas- und Labor-
geritevertriebsgesellschaft mbH, Rabenau-
Londorf

Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldendorf

biostep GmbH, Jahnsdorf

VWR International GmbH, Darmstadt

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Applied Biosystems, Darmstadt
Sony, Tokio, Japan; Vertrieb in
Deutschland durch MS Laborgerite
Schroder, Wiesloch

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

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

wurden bei Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert.

Agarose Standard
Ammoniumchlorid
Borsdure

Bromphenolblau

Dimethylsulfoxid (DMSO)
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
Essigsdure

Ethanol, vergallt
Ethidiumbromid

Formamid

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

United States Biomedical Corp., Ohio,
USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Feinbiochemica GmbH & Co.,
Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
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Magnesium Chlorid Solution, 25 mM
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

TBE-Puffer, 10fach
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Wasser fiir die Molekularbiologie

Wasser fiir HPLC

Xylencyanol

5x Taq GoTaq ® Flexi Buffer
10x Taq Buffer (selbstregulierend,
maximale Magnesium-Konzentration: 2

mM Mg?*)

3.2.2 DNA-Gro8enmarker
FastRuler™ DNA Ladder, High Range
FastRuler™ DNA Ladder, Low Range
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus
GeneRuler™ DNA Ladder Mix

A DNA/EcoRi + HindIII Marker, 3

3.2.3 Enzyme
Proteinase K
Tag DNA-Polymerase
Tag DNA-Polymerase

3.2.4 Kommerzielle Kits
MSB® Spin PCRapace (50)
MSB® HTS PCRapace / C (4)
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Promega GmbH, Mannheim

Merck KGaA, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

MP Biomedicals, LLC, Eschwege
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

KMEF Laborchemie Handels GmbH, Sankt
Augustin

United States Biomedical Corp., Ohio,
USA

Promega GmbH, Mannheim

5Prime GmbH, Hamburg

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

Invitek, Berlin
Promega GmbH, Mannheim
5Prime GmbH, Hamburg

Invitek, Berlin

Invitek, Berlin
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Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System

ABI Prism ® Big Dye ® Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit und POP-7™

Polymer

3.2.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide, unmarkiert

3.3 Gerite
Analysenwaage AC211S
Autoklav Webeco Modell C
Bidestanlage Bi-Dest 2302

Centrifuge 5804 mit Rotor A-2-DWP
Centrifuge 5810R mit Rotor A-4-62
Centrifuge Mini Spin

Centrifuge/Vortex Combi-spin FVL 2400
Digital Graphic Printer UP-D895

Distriman

DNA-Sequenzierautomat 3130 Genetic
Analyzer

Eismaschine Scotsman AF10

Elektrophoresekammer Modell HRH

Gelkdamme und -schlitten diverser Grofien

Horizontalelektrophoresekammern mini

und midi, ungekiihlt

Promega GmbH, Mannheim

Applied Biosystems, Darmstadt

biomers.net GmbH, Ulm

Satorius AG, Gottingen

Webeco, Bad Schwartau
Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen

Sony, Tokio, Japan; Vertrieb in

Deutschland durch MS Laborgerite

Schrader, Wiesloch

Gilson International B.V., Bad Camberg

Applied Biosystems, Darmstadt

Kilte Mack, Maintal

International Biotechnologies Inc., New

Haven, USA
Von Keutz Labortechnik GmbH,
Reiskirchen
Von Keutz Labortechnik GmbH,

Reiskirchen
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iCycler 96well Thermocycler
Magnetriihrer MR2002
Microprocessor pH-Meter pH 537

Mikrowelle

Multipette

Netzgeridt ConsortE425 fiir die
Elektrophorese

Netzgerdte Power Pac 1000 und 3000 fiir
die Elektrophorese

Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200,
P1000

Pipetten Research pro 0,5-10 ul, 50-1200 pl
Pipettier-Roboter CAS-1200™
Schiittelplatte KS10

Thermocycler PE 9600

Transferpette®-8 2,5-25 pl
Transilluminator Biometra Ti5
Vortex Reax 2000

Waage E1B120

Wasserbad

Zentrifuge Biofuge 13R
3.4 Computerprogramme

BLAST

Biodoc Analyze
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Bio-Rad, Miinchen

Heidolph, Kelkheim

Wissenschaftlich technische Werkstitten,
Weilheim

Siemens-Elektrogerite GmbH, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg

MAGYV Massenanalytische Glas- und
Laborgeritevertriebsgesellschaft mbH,
Rabenau-Londorf

Bio-Rad, Miinchen

Gilson International B.V., Bad Camberg

Eppendorf AG, Hamburg

Corbett Life Science, Sydney, Australia
Edmund Biihler, Ttibingen

Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt

Brand GmbH und Co KG, Wertheim
Biometra, Gottingen

Heidolph, Kelkheim

OHAUS, Schweiz

Kéttermann Labortechnik, Uetze-
Hanigsen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

National Center for Biotechnology
Information (NCBI)
http:/fwww.ncbinlm.nih.gov/BLAST/

Biometra, Gottingen



Material und Methoden

ChromasPro Version 1.32 Technelysium Pty Ltd, Tewantin,
Australia

Primer3 (v. 0.4.0) Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge

http://primer3.sourceforge.net
POPGEN Version 1.32 Yeh et al. 1997
http://www.ualberta.ca/~fyeh/popgene_info

html
IBM SPSS Statistics 19 IBM Deutschland GmbH, Miinchen
SAS9.1.3 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA

3.5 Datenbanken

International Sheep Genomics Consortium  https;/isgcdata.agresearch.co.nz/
(ISGC) Sequence Data Repository

National Center for Biotechnology http./fwww.ncbi.nlm.nih.gov
Information (NCBI)

3.6 Genbank-Sequenzen

Tabelle 3-2: Verwendete Genbank-Sequenzen, Art der Sequenz, Ursprungstierart
sowie Herkunft der Sequenzinformation.

GenBank Nummer Art Spezies Quelle
NC_007308.3 genomische DNA Bos taurus GenBank NCBI
NC_007314.3 genomische DNA Bos taurus GenBank NCBI
NC_007301.4 genomische DNA Bos taurus GenBank NCBI
NM_001009235 mRNA Owvis aries GenBank NCBI
NM_001142358 mRNA Ovis aries GenBank NCBI
OAR True Sheep

genomische DNA Quis aries ISGC
Chromosomes ver.1.0

3.7 Externe Laboratorien

Eurofins Medigenomix GmbH, Ebersberg

37



3.8 Methoden

3.8.1 Blutentnahme und Aufbereitung der Blutproben

Jedem Schaf wurden circa 9 ml Blut aus der Vena jugularis entnommen und in EDTA
Monovetten bis zur Weiterverarbeitung am selben Tag oder maximal zwei Tage
spéter bei Kiithlschranktemperatur aufbewahrt.

Jede Blutprobe wurde zur Abtrennung der Leukozyten bei 4 °C und 2500 rpm: fiir 20
min zentrifugiert, danach wurde der gesamte buffy coat abgenommen und in ein 1,5
ml Reaktionsgefafs tiberfithrt. Als buffy coat wird die Schicht zwischen Blutplasma
mit dem geringsten spezifischen Gewicht und den Erythrozyten mit dem hochsten
spezifischen Gewicht bezeichnet. Die Lagerung des buffy coat bis zur weiteren

Verarbeitung erfolgte bei -20 °C.

3.8.2 DNA-Extraktion

Die Isolierung der genomischen DNA aus dem buffy coat wurde mit der
modifizierten Hoch-Salz-Methode von Montgomery und Sise (1990) ohne die Zugabe
von EDTA vor der Inkubation mit Proteinase K wie bei Lithken (2007) beschrieben

durchgefiihrt.

3.8.3 Etablierung der Polymerasekettenreaktion zur Amplifikation einzelner
Genabschnitte

3.8.3.1 Auswahl der Primer

Die Auswahl der Primer fiir die PCR (Mullis & Faloona 1987) erfolgte auf Basis
publizierter boviner und oviner DNA-Sequenzen mit dem Programm Pimer3 (Rozen
& Skaletsky 2000), wobei die mittlere Primerldange zur Erhohung der Spezifitat auf 21
Basenpaare erhoht wurde, die restlichen Parameter in der Standardeinstellungen des

Programmes verblieben. Tab. 3-3 zeigt die verwendeten Primer mit ihrer Sequenz.
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Material und Methoden

TGM1: Fir die Amplifizierung von TGM1 wurde die Rindersequenz NC_007308.3
als Grundlage genommen.

LOR: Fiir die Primer des LOR-Gens wurde fast ausschlieflich auf die Schafsequenz
zurtickgegriffen. Vorhandene Liicken wurden, wenn nétig, mit der Rindersequenz
NC_007301.4 vervollstandigt.

KGF: Die Auswahl der Primer erfolgte ebenfalls ausschliefilich auf Basis der Rinder-
sequenz NC_007308.3. Die Exon-Intron-Grenzen wurden mit der mRNA-Sequenz
NM_001009235 verglichen.

LAMC2: Primer fiir die Exons 1, 2, 4-11, 13-15 und 18-23 wurden mit der
Rindersequenz NC_007314.3 als Basis gewahlt. Fiir die Exons 3, 12, 16 und 17 wurde
die Schafsequenz des ISGC verwendet, Liicken wurden mit der fiir die anderen
Primersequenzen bereits verwendeten bovinen Sequenz ergianzt. Mit der mRNA-

Sequenz NM_001142358 des Schafes wurden die Exon-Intron-Grenzen iiberpriift.

Tab. 3-3: Verwendete Primer fiir die Gene TGM1, LOR, KGF und LAMC2, Ziel-

abschnitt des Gens und Grofle des amplifizierten Bereichs.

Gen Primer - Forward (5°—>3‘) Primer - Reverse (5>3‘) Genabschnitt Grofie
aagcagctctcactcatactgg agacacccatgaggagttgct ER4+
BT TGM1 5'FR (F) BT TGM1 In1 (R) YFR+Exonl 933 bp
ggtgagtgaaaggagtctttgg  aactcagcagatccacaccagt
BT TGM1 Inl (F) BT TGM1 Ex3 (R) Exon 2 776 bp
ggtgagtgaaaggagtctttgg  getggteacttctctacgtect Exon 3 (Exon 271 b
BT TGM1 In1 (F) BT TGM1 In4 (R) 2-4) P
tggggacagagctattctcaat getggtcacttetctacgtect
E 4 4
BT TGM1 In3 (F) BT TGM1 In4 (R) xon 549 bp
— ttcteccattatcecctatect gaggggagatgagtgagatcc
E +
S |BTTGMI Ind (F) BT TGM1 In6 (R) xon 5+6 658 bp
U cctctgaatcctgagegttta gectttetgggttgttaacacta
E 7 4
= BT TGM1In6 (F) BT TGM1 In7 (R) xon 69bp
ctgactctagtgacccctgacc gtggaacgaaaggatctgactc .
BT TGML In7 (F) BT TGM1 In9 (R) Exon8+9 639 bp
agccaccagagaatctggact cacagaggtagttggtcagcag
BT TGM1 In9 (F) BT TGM1 In10 (R) Exon 10 338 bp
agtttcactctgccaggaagce ggttgaggotcaagggteag
BT TGM1 In10 (F) BT TGM1 Inl1 (R) Exon 1l 409bp
aaggtagcagctccccate agggaactgaagcccaagag
E 12+13 798 b
BT TGM1 Inl1 (F) BT TGM1 In13 (R) xon P
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E Primer - Forward (5‘—3‘) Primer - Reverse (5>3°) Genabschnitt Grofe
A o i T —
S S s o

o [BTLORSTRE  BTLORGI@ o STRBenl  79bp

S ontonmay o onseemy Ben2 by
BTKCFOTR®) BTGP ®  SFReBenl  807bp

t. tectetgt ttggtttat t

E; aBaTngiaGClc:cI ffc(;)cc ctg §CT IigG . ?ncza(gl:)ccaac S At

N gggetetcaggctgagtaaat tccaaggtgacacagaaaaca Exon3 A5bp
BT KGF In2 (F) BT KGF In3 (R)

S S o
e %;;t e e a(‘;;"’tgg 5FR+Exon1 748 bp
PTLAMG M ®  FLAMGEC® | PR 384 bp
AW oncmy )
PTLAMG I () | DTiAMGma® POt 00 bp
s O s oy

( |SseEEEs oot bonr 16

:25 TLAMGIIO® . STLAMG S ® PO 06y
PTLAMC B | BfLaMcmo@ PR 1ibp
BTG Mo BiAMG @ P 7
CALAMG I ®  BTLAMG WGy POn2 b
BTG a () BTiAMGI ma®)  POnd 7
BTG s () B LAMcI ey PN 342bp
gagggaagtttaggggaggat  caggtttcaacagtcctccaa Exon 16+17 1301 bp
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Material und Methoden

Gen Primer - Forward (5°—>3’) Primer - Reverse (5°>3) Genabschnitt Grofie
OA LAMC2 In15 (F) OA LAMC2 In17 (R)
BILAMCZIS ()  BTLAMC iy DORISM® 1o
BTLAMGI S ®  BTLAMGO® PR b
ot o el R
o eI s sew

3.8.3.2 Etablierung der PCR

Die PCR-Bedingungen fiir jedes Primerpaar wurden bei 15 pl Gesamtvolumen mit

einem Temperatur- und einem Magnesiumgradienten (1-3 mM) getestet und das

Ergebnis mittels Gelelektrophorese iiberpriift. War die Amplifizierung mit der als

Standard verwendeten GoTaq Flexi DNA-Polymerase nicht erfolgreich wurde die

Tag-Polymerase der Firma 5Prime verwendet. Auf Basis dieser Tests erfolgte dann

die Auswahl der optimalen Bedingungen fiir die PCR der Proben (Tab. 3-4, Tab. 3-5).

Tab. 3-4: Protokoll fiir den 15 pl Standard-Testansatz mit 1,0 ul DNA.

Endkonzentration Endvolumen

Konzentration
Template DNA 10 ng/ul
dNTPs 2mM
Primer 10 uM
Tag-Polymerase  5U/pl
Puffer 5fach

H>O

10 ng/ul
0,2 mM

0,6 uM je Primer

05U
1fach

1,0 ul
1,5 ul
1,0 ul
0,1 ul
1,5 ul
ad 15 pul

Tab. 3-5: Standard-Cyclerprogramm zum Testen der Primer abhingig von der Linge

des zu erwartenden PCR-Produkts.

<750 bp

1x 95,0 °C 1:30 min
95,0 °C 0:15 min

35x 50,0 - 65,0 °C 0:30 min
72,0 °C 0:40 min

1x 72,0 °C 5:00 min

751-1000 bp > 1001 bp

1:30 min
0:15 min
0:30 min
1:00 min
5:00 min

1:30 min
0:15 min
0:45 min
2:00 min
5:00 min

Denaturierung

Denaturierung

Annealing
Elongation
Elongation
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3.8.4 Amplifikation bestimmter Abschnitte der Kandidatengene

Es wurden von jedem Gen sdmtliche Exons sowie mindestens 10 Basenpaare der
flankierenden Intronbereiche sequenziert. Die Exon-Intron-Grenzen wurden der ent-
sprechenden Rindersequenz entnommen und, falls diese vorhanden war, mit der
mRNA-Sequenz des Schafs verglichen. Die genauen Zeit- und Temperaturbe-
dingungen sowie die verwendeten Magnesiumkonzentrationen und Tag-Polymerase-

hersteller fiir die einzelnen Gene und Genabschnitte finden sich in Tab. 3-6.

Tab. 3-6: Bedingungen fiir die PCR der einzelnen Genabschnitte (Magnesiumkonzen-

tration = Mg?*-Konz., Annealingtemperatur = AT, Annealingzeit = AZ und
Elongationszeit = EZ) sowie Tag-Polymerasehersteller.
Gen Genabschnitt BIEE AT A Z _EZ iR T
Konz. (min:sec) (min:sec)

5FR+Exon 1 1 mM 55,0 °C 0:30 0:55 ~ Promega GoTag
Exon 2 1mM 50,5 °C 0:30 0:55 Promega GoTag
Exon 3 3 mM 62,3 °C 0:45 2:00  Promega GoTag
Exon 4 1 mM 55,5 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
- Exon 5+6 1 mM 51,0°C 0:30 0:40  Promega GoTag
E Exon 7 1 mM 59,5°C 0:30 0:40  Promega GoTag
Qo Exon 8+9 1mM 59,5°C 0:30 0:40  Promega GoTag
= Exon 10 1mM 59,5 °C 0:30 0:30 Promega GoTag
Exon 11 1mM 59,5 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 12+13 1 mM 62,5 °C 0:30 1:00  Promega GoTag
Exon 14 1 mM 51,0°C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 15 2 mM 62,5 °C 0:30 0:40 Promega GoTag
LOR 5FR+Exon 1 1 mM 53,0 °C 0:30 1:00  Promega GoTag
Exon 2 1mM 50,0 °C 0:45 2:00  Promega GoTag
5FR+Exon 1 1mM 53,0°C 0:30 1:00  Promega GoTag
KGF Exon 2 3 mM 63,0 °C 0:30 1:00  Promega GoTag
Exon 3 3 mM 63,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 4 3 mM 63,0 °C 0:30 1:00 Promega GoTag
5FR+Exon 1 1mM 62,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 2 3 mM 61,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
o Exon 3 2mM 64,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
LE) Exon 4 2 mM 53,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
< Exon 5+6 1mM 62,0 °C 0:45 2:00  Promega GoTag
o= Exon 7 2 mM 53,0 °C 0:30 0:40 Promega GoTag
Exon 8 2mM 53,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 9+10 2mM 59,0 °C 0:45 2:00  Promega GoTag
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Material und Methoden

Gen Genabschnitt Mg AT A Z _EZ Taq-Polymerase
Konz. (min:sec) (min:sec)

Exon 11 2mM 56,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 12 1 mM 56,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 13+14 1mM 55,5 °C 0:45 2:00 Promega GoTag
Exon 15 1 mM 53,0 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 16+17 2mM 62,0 °C 0:45 2:00  Promega GoTag
Exon 18+19 3 mM 64,0 °C 0:45 2:00  Promega GoTag
Exon 20 <2mM 62,0°C 0:30 0:40 5 Prime Taq
Exon 21+22 1mM 62,3 °C 0:30 0:40  Promega GoTag
Exon 23 3 mM 59,5 °C 0:30 0:40  Promega GoTag

3.8.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem MSB® Spin PCRapace (50) Kit
(Invitek) oder mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega GmbH)
jeweils geméfl der Herstellerangaben. Bei dem Promega Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System wurden die Zentrifugationszeiten modifiziert, 2 min anstelle von 1
min jeweils beim ersten und letzten Zentrifugationschritt und der Entfernung der
Ethanol-Riickstinde sowie je 5 min bei den beiden Waschschritten. Aufgrund der
besseren Handhabung bei grofse Probenmengen wurden ab 12 Proben diese mit dem

MSB® HTS PCRapace/ C (4) Kit (Invitek) gemé8 der Herstellerangaben gereinigt.

3.8.6 Agarosegelelektrophorese

Sowohl zur qualitativen als auch zur quantitativen Analyse wurden die durch die
PCR amplifizierten DNA-Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
(Miilhardt 2009).

3.8.6.1 Uberpriifen der PCR

Die Agarosekonzentration der Gele betrug, abhingig von der Grofie der Fragmente,
1,5 - 2,0%. Die Auftrennung erfolgte mit 0,5x TBE als Laufpuffer in verschiedenen
Modellen von Horizontalelektrophoresekammern. Die Lingenstandards richteten
sich nach der Grofse des gesuchten Fragments, verwendet wurden die kommerziell
erhiltlichen Marker GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, FastRuler™ DNA Ladder
Low Range und High Range, GeneRuler™ DNA Ladder Mix und A DNA/EcoRi +
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HindIII Marker, 3. 5 pl der Probe wurden mit 1,6 pl Ladepuffer (0,25% Bromphenol-
blau, 0,25% Xylencyanol FF, 30% Glycerol, 69,5% Wasser) gemischt um die Proben zu
beschweren und so in den Aussparungen des Elektrophoresegels zu halten sowie um
den Verlauf der Elektrophorese optisch zu kontrollieren. Die Auftrennung erfolgte
bei einer Spannung von 8-15 V/cm fiir 50 bis 120 min. Die Darstellung der DNA-
Fragmente erfolgte durch Anfarben in Ethidiumbromid fiir 20 min (Kemp et al. 1989).

Zur Dokumentation wurden die angefdrbten Gele unter UV-Licht fotografiert.

3.8.6.2 Konzentrationsschitzung nach Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur Schitzung der vorhandenen Konzentration der PCR-Produkte wurden mittels
Gelelektrophorese deren Bandendicke und -stirke in 5 pl Probe mit 5 pl Fast Ruler™
Low Range verglichen. Die Banden des Groflenmarkers entsprechen dabei jeweils
einer Konzentration von 20 ng DNA. Auf Basis der vorhandenen Konzentration

wurde dann die entsprechende Menge in pl fiir die Sequenzierung bestimmt.

3.8.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte in der Regel mit den Primern, die
bereits fiir die PCR verwendet wurden. Ausgenommen davon ist nur Exon 3 des
TGM1-Gens, welches mit einem speziellen extra ausgewéhlten Primer sequenziert
wurde. Proben bis 700 bp wurden zuerst mit dem Forward-Primer untersucht.
Waren die Ergebnisse nicht auswertbar oder fanden sich Polymorphismen wurde
auch mit dem Reverse-Primer sequenziert. Eine Ubersicht iiber die in erster Linie

verwendeten Primer zur Sequenzierung bietet Tab. 3-7.

Tab. 3-7: Fiur die Sequenzierung der einzelnen Genabschnitte hautpsachlich
verwendeter Primer. Fiir Exon 3 des TGM1-Gens wurde ein spezieller Sequenzier-
primer gewéhlt, die tibrigen Abschnitte aller Gene wurden mit den Primern der PCR

sequenziert.
Gen Genabschnitt Sequenzierprimer (5°—>3°) Primername
5FR+Exon 1 agacacccatgaggagttgct BT TGM1 In1 (R)
o Exon 2 ggtgagtgaaaggagtctttgg BT TGM1 In1 (F)
5 Exon 3 ctgtgaacgcagctggagat BT TGM1 Ex2 (F)
= Exon 4 tggggacagagctattctcaat BT TGM1 In3 (F)
Exon 5+6 ttcteccattatcecctatect BT TGM1 In4 (F)
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Gen Genabschnitt Sequenzierprimer (5‘—>3) Primername
Exon 7 cctctgaatectgagegttta BT TGM1 In6 (F)
Exon 8 ctgactctagtgacccctgace BT TGM1 In7 (F)
Exon 9 gtggaacgaaaggatctgactc BT TGM1 In9 (R)
Exon 10 agccaccagagaatctggact BT TGM1 In9 (F)
Exon 11 agtttcactctgccaggaage BT TGM1 In10 (F)
Exon 12 aaggtagcagctccccate BT TGM1 In11 (F)
Exon 13 agggaactgaagcccaagag BT TGM1 In13 (R)
Exon 14 aagtgacagaccttaccgtect BT TGM1 In14 (R)
Exon 15 ctgtaggttaggtcgtgggtet BT TGM1 In14 (F2)
5FR+Exon 1 gctggegtgcttacacactcte BT LOR 5’FR(F)
LOR St aagcaaagctgggaaagaaag OA LOR In1 (F1)
ggcaatatcatgagageggta OA LOR 3'FR (R1)
5FR+Exon 1 cggctcaaaagtctggtaactt BT KGF In1 (R)
KGF Exon 2 gettggtttatcagetccaac BT KGF In2 (R)
Exon 3 ggggtgtcaggctgagtaaat BT KGF In2 (F)
Exon 4 tgctatccaacaaactgcatta BT KGF In3 (F)
5FR+Exon 1 aaagaggttcttgcaaagtgg BT LAMC2 In1 (R)
Exon 2 taaaccgagaactccctccat BT LAMC2 In1 (F)
Exon 3 cteccatatggtgatgattge OA LAMC2 In2 (F)
Exon 4 ggcctcactgaagatgaaaga BT LAMC2 In3 (F)
Exon 5 gtgagagtggtatgtgcaactga BT LAMC2 In4 (F)
Exon 6 actgccctggacactaagtgata BT LAMC2 In6 (R)
Exon 7 ggggagtgatgggtgaataat BT LAMC2 Iné6 (F)
Exon 8 cttgtgectacagggatatgg BT LAMC2 In7 (F)
Exon 9 ccaaagggcagagagaaagtt BT LAMC2 In8 (F)
o Exon 10 gggcatcgatctctccttate BT LAMC2 In10 (R)
% Exon11 cctggtggtecttgtgttcta BT LAMC2 In10 (F)
< Exon 12 gatggectgttgaagtgtcte OA LAMC2 Inl11 (F)
— Exon 13 gagtggcaaccagtatttcca BT LAMC2 In12 (F)
Exon 14 gctgcaaggaaaagaagtect BT LAMC2 In14 (R)
Exon 15 accatggtaaaccagggactc BT LAMC2 In14 (F)
Exon 16 gagggaagtttaggggaggat OA LAMC2 In15 (F)
Exon 17 caggtttcaacagtcctccaa OA LAMC2 In17 (R)
Exon 18 tgcctgecacttacagagatt BT LAMC2 In19 (R)
Exon 19 gectggattgttgttttcaga BT LAMC2 In17 (F)
Exon 20 tcatgaccacaactttccactc BT LAMC2 In19 (F)
Exon 21+22 ttcatttgtttgaggcagage BT LAMC2 In20 (F)
Exon 23 caaggcttgtgctctcaaaat BT LAMC2 In22 (F1)
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3.8.7.1 Sequenzierreaktion
Fiir die Sequenzierreaktionen wurde das ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit verwendet. Der Ansatz mit einem Volumen von 10 pl setzte

sich wie folgt zusammen:

Ready Reaction Mix: 2,0 ul
5x Sequencing Buffer: 1,0l
Primer (10 pmol/pl): 0,5 ul

aufgereinigtes PCR-Produkt:  je nach Konzentration 0,5-4,0 pl
HPLC-Wasser: ad 10,0 pl
Das Protokoll fiir die Sequenzierreaktion lautete wie folgt:
1x 96,0 °C 1:00 min

96,0 °C 0:10 min
25x X°C 0:05 min

60,0 °C 2:00 - 3:00 min
Die Annealingtemperatur richtete sich dabei nach der Temperatur bei der PCR zur
Amplifizierung. Fiir Fragmente mit einer Linge von {iber 1000 bp wurde die
Elongationszeit auf 3 min erhoht.
Direkt nach Beenden der Sequenzierreaktion schloss sich die Fillung mit 1/10 des
Volumens an Na-Acetat (3 mol/l) plus dem 2,5 fachen Volumen an unvergalltem,
absoluten Ethanol an, welches als Mix angesetzt zu den Proben dazugegeben wurde.
Diese Mischung wurde anschliefend fiir 15 min bei mindestens 13000 rpm zentri-
fugiert, der Uberstand mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und in zwei Wasch-
schritten mit 150 pl frisch angesetztem Ethanol 70% gereinigt. Die Proben wurden
nach dem Waschen jeweils 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
nach dem Zentrifugieren jedes Mal entfernt. Getrocknet wurde das Pellet bei 55 °C
fir durchschnittlich 20 min. Die so vorbereiteten Proben wurden entweder im
Anschluss direkt sequenziert oder bis zu einer spéteren Sequenzierung bei -20 °C

tiefgefroren gelagert.
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3.8.7.2 Sequenzierung mit dem ABI GeneticAnalyzer 3130

Fiir die Sequenzierunganalyse wurden die Proben in 96well Platten tiberfiihrt, jeder
Probe 10 pl HighDye-Formamid zugegeben und diese mit einem Septum ver-
schlossen. Nach Inkubation fiir einige min bei Raumtemperatur und Dunkelheit
folgte die Untersuchung mit dem Fluoreszenz-basierten Kapillarsequenzierer ABI
GeneticAnalyzer 3130. Dabei wurden die Produkte aus der Sequenzierreaktion
elektrophoretisch in einer mit POP-7™ Polymer gefiillten Glasfaserkapillare auf-
getrennt. Anschlielend durchliefen sie ein Detektionsfenster, durch welches die in
der Sequenzierreaktion fluoresenzmarkierten Fragmente mit einem Argonlaser
angeregt wurden. Die Wellenldnge der emmitierte Fluoreszenz wurde mit einem

CCD-Sensor gemessen. Folgende Einstellungen wurden am Cyler vorgenommen:

Arraylinge: 36 cm

Lauftemperatur: 60°C

Laufspannung;: 15kV

Laufzeit: 46-60 min, je nach Fragmentgrofie

Die Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm ChromasPro Version 1.32

(Technelysium Pty Ltd).

3.8.8 Untersuchung der SNPs

Die Genotypisierung der Proben wurde von der Firma Eurofins Medigenomix GmbH,
Ebersberg, durchgefiihrt. Die Methode beruht auf einer Multiplex-PCR, Primer-
Extension und Massenanalyse durch MADLI-TOF MS mit dem Gerit iPLEX® Gold
von Sequenom®. Die Konzentration der Proben betrug 50 ng pro 10 ul. Die Auswahl
der SNPs erfolgte auf Basis der theoretischen Bedeutung der SNPs (v. a. Amino-
sdurenaustausch). Zudem wurde versucht, die SNPs regelméflig und gleichméafig
tiber das ganze Gen zu verteilen. Einschrankungen ergaben sich durch die Vorgaben

von Eurofins Medigenomix GmbH.

3.8.8.1 Genotypisierung
Finf, zwei und elf SNPs aus den teilweise sequenzierten Genen TGM1, KGF und
LAMC2 wurde zur Genotypisierung ausgewdhlt (Tab. 3-8). Fiir die Untersuchung

des LOR-Gens wurde der SNP s56889 (Position: OAR1: 109484830) des ovinen 50k
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SNP BeadChips (Illumina, Inc.) ausgewéhlt. Der SNP befindet sich an Position
109843920 des ovinen Chromosoms 1 und somit 9341 bp vor dem Gen.

Tab. 3-8: Ubersicht iiber die genotypisierten SNPs in den Genen TGM1, LOR, KGF
und LAMC2.

Gen Exon SNP
TGM1 5 Region TGM1_1
Exon 1 TGM1_3
Intron 3 TGM1_5
Exon 12 TGM1_9
Exon 15 TGM1_12
LOR LOR_chip
KGF Intron 3 KGF_1
Exon 4 KGF_2
LAMC2 5" Region LAMC2_1
Intron 3 LAMC2_42
Intron 5 LAMC2 4
Intron 9 LAMC2_11
Exon 11 LAMC2_14

Intron 11 LAMC2_15
Intron 12 LAMC2_18
Intron 13 LAMC2_23
Intron 16 LAMC2_48
Exon 17 LAMC2_51
Exon 20 LAMC2_30
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Material und Methoden

3.8.9 Statistische Methoden

Zur Untersuchung der Beziehung zwischen den gefundenen Sequenzvarianten und
dem Merkmal Moderhinke wurden zwei Methoden genutzt. Zum einen wurde mit
x> und Fisher’s Exact Test die Verteilung der Allelfrequenzen in den beiden
Gruppen ,Moderhinke positiv” und ,Moderhinke negativ” analysiert. Zum anderen
wurden die Assoziationen mit Hilfe einer Varianzanalyse tiberpriift.

Zusitzlich zur Bestimmung der Allel- und Genotypfrequenzen der Schafrassen auf
den untersuchten Betrieben wurden verschiedenen Rassen, welche als moderhinke-
unempfanglich gelten, ausgewahlt. Von einer Stichprobe von jeweils 32 Tieren dieser
Rassen wurden die Allelfrequenzen bestimmt und deren Ubereinstimmung zur

geringeren Moderhinkeanfilligkeit gepriift.

3.8.9.1 Vergleich der Genotypfrequenzen

Die Genotypfrequenzen zwischen den moderhinkepositiven und -negativen Schafen
wurden mit dem y?-Test verglichen (IBM SPSS Statistics 19). Zur Absicherung wurde
zusétzlich der Fisher’s Exact Test verwendet (SAS Version 9.1.3). Bei der Berechnung
mussten einige Punkte berticksichtigt werden.

- Rassen: Die Rassen innerhalb der Betriebe waren ungleich verteilt - Betrieb 1
bestand fast nur aus Merinolandschafen (ML) und wenigen Merinolandschaf-
Merinofleischschaf Kreuzungstieren (MLxMF), in Betrieb 2 waren vor allem
Kreuzungstiere mit Merinolandschafanteilen (MFX), die Daten von Betrieb 3
bezogen sich auf Schwarzkopfige Fleischschafe und Merinofleischschafe.

- Datenmenge und -art: In Betrieb 1 fanden betriebsbedingt zwei Besuche im
Abstand von mehr als einem Monat statt und es gab zusitzlich
Aufzeichnungen tiber den Moderhinkestatus einzelner Tiere aus dem Vorjahr.
Dagegen wurde Betrieb 2 nur einmal besucht. Die Daten des Betriebs 3
betrafen Klauenerkrankungen und -behandlungen allgemein, ohne eine
spezielle Unterscheidung zu Moderhinke, die in dem Bestand auch auftritt.

Um diesen Problemen Rechnung zu tragen wurden alle Daten sowohl fiir die
Gesamtheit der Tiere als auch fiir jeden Betrieb gesondert untersucht, fiir Betrieb 1

wurde des weiteren die Berechnungen einmal fiir die Momentaufnahme zum
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Zeitpunkt der Probennahme durchgefiihrt wie auch einmal unter Einbeziehen aller
vorhandenen Daten wobei Tiere, die mindestens einmal an Moderhinke erkrankt

waren (auch im Vorjahr) als generell , positiv” angesehen wurden.

3.8.9.2 Varianzanalyse
Die Schitzung des Einflusses einzelner Effekte auf das binomial verteilte Merkmal
~Moderhinkestatus” (positiv oder negativ) mit den Daten aus Betrieb 1 und 2 wurde

mit dem Programm SAS Version 9.1.3 und folgendem Modell vorgenommen:

Yij = p + SNP; + Rassej + Gewichtx + ejju

Yiju = beobachteter Wert des Einzeltieres (positiv = 1; negativ = 0)
n = Modellkonstante
SNP; = fixer Effekt des Genotyps des SNPs (homozygot Variante aa,

heterozygot ab, homozygot Variante bb)
Rasse; = fixer Effekt der Rasse (ML, MLX und MLxMF)
Gewichti = fixer Effekt des Gewichts (< 65 kg, 66 - 79 kg, > 80 kg)

€ijkl = zufélliger Resteffekt

Die bei der Probennahme geschitzten Gewichte wurden in insgesamt drei Klassen
zusammengefasst (65 kg und weniger, 66 bis 79 kg und 80 kg und mehr). Aufgrund
der Datenstruktur (siehe auch 3.8.9.1) konnten der Betriebseffekt und der Rassen-
effekt nicht simultan im Modell beriicksichtigt werden, sodass in den Rasseneffekt

auch Betriebseffekte einflieflen. Bei der Interpretation muss das beachtet werden.
3.8.10 Allelfrequenzbestimmung

Die Berechnung der Allelfrequenzen der untersuchten SNPs erfolgte mit dem

Programm POPGEN Version 1.32 (Yeh et al. 1997).
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Ergebnisse

4  Ergebnisse

4.1 Sequenzierung
Die kodierenden Sequenzen sowie die flankierenden Intronbereiche der Kandidaten-
gene TGM1, LOR, KGF und LAMC2 wurden erfolgreich sequenziert. Die SNPs

wurden in der Reihenfolge ihrer Identifizierung durchnummeriert.

411 TGM1

Durch den Vergleich der amplifizierten Genabschnitte mit den entsprechenden
Abschnitten des Rinderchromosoms kann geschlossen werden, dass das TGM1-Gen
auf Chromosom 7 des Schafs (Sheep Genome v2.0, ISGC) ebenso aus 15 Exons
besteht wie das des Rindes. Die kodierende Sequenz (Abb. 4-1) hat eine Linge von
2502 bp und stimmt zu 96% mit der Rindersequenz NC_007308.3 tiberein. Im TGM1-
Gen konnten zwdlf SNPs identifiziert werden, vier davon im Exon. Eine Auflistung

aller gefundenen SNPs ist in Tab. 4-1 zu sehen.

1 ggctggctggtggagccagtctgagggccaggtgctgatgtcaccagtctctaacaactt

61 gggatccagggacctccctgggctggacaggtcctagagccageccatggacagtttcag
121 agacacaggcaggcagcctgggcttgggaacagcaagtctgctggatagaggtggeccect
181 ggcccattgccctcectgagettctecca¥tgagaatgtgtctectgatgcacccagtttggea
241 ggcagcatcccccagacaggtgatcgceccccgagtettteccaacttgagecctcacagata
301 ccaaccgcgccctctececctactegteggtecttagttectecgaaaggggaaaagagggtyg
361 tggcccagagtcatttcccggcceccccagacgectggacctectececcccaagtgggggtgac
421 gaagcaaccttcctcttcttecccagaagctecggeccecgecctececcecttaaaaaccact
481 taccggcccgcecccacgctttccattecgageggeggaGTCTGTCCCGTCCCATCGGTCCC
541 GACCTGTTCCACCTCCGCYGCGGGACTCAGAGATGTCGTCGCCAACACCTTCRTCAggty
601 aggggctccgacggggcactgcgatgctgaaccccagegatgetgtectggggggecgaag
661 gtcgggtcccaacaaggtggagtgtgggccagcca

lgap]

1 ctggctgggacggaatcagctctctggatggagggtttctgagtgagectgactggagecat

61 cctgtaggggtaaaggaggtctgagtgagtgatcagagcctccttgecctcttccacataG
121 GGGGTCCTCGCTCGGATGTCGGCCGCTGGGGTGGAAACCCCTGGCGGCCCCCCACCACCC
181 CTTCTCCAGAGCCGGAACCAGAGCCAGACAGACGTTCTCGCCGCGGGGGCCGATCCTTCT
241 GGGCTCGCTGCTGCGGCTGCTGCTCTTGCAGGAATGCAGAAGACGATGACTGGGGGCCTG
301 AGCGCCGCGGAGACCGGGGAGGTCGAGGGTCTGGCTCCAGGAGTCGAAGACCCGACTCCC
361 GGGGCTCAGACTCCCGCSGCTCAGACTCCCGCCGCTCAGACTCCCGCCGGCCTGGCTCCC
421 GGGGCAGCGCTGTGAACGCAGCTGGAGATGGCACCATCCGGGgtgaggcccacctggeca
481 tgctatctgagagccaaaaagccttaattgggcctgaggctcattctgacatctetgggg
541 gcctgggaggctggtggtgggggcctagacaccctgtggggectctactgagceccagagetg
601 tggccttgcagacggaatgctggtggtcactggtgtggatctget

lgap]

1 attctgacctctctgggggcctgggaggctggtggtgggggectagacaccctgtgggge

61 tctactgagccagagctgtggccttgcaGACGGAATGCTGGTGGTCACTGGCATGGATCT
121 GCTGAGTTCACGCTCAGACCAGAACCGCCGAGAGCACCACACAGACGAGTTCGAGTACGA
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181
241
301
361
421
481
541
601
661

61
121
181
241
301
361
421

61
121
181
241
301
361
421
481

61
121
181
241
301
361
421

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

61
121
181

TGAGCTGATTCTCCGCCGTGGGCAGCCTTTCCATATGGTCCTCTTCCTGTCTCGTCCCTA
TGAGTCCTCCGATCATGTCACCCTGGAGCTGTGCATCGgtcagtgRagecctgcagtgggg
gatggggatggtggtggtgaagaccccaggtagggtggagtaggaatagggagctggtta
gcagggctgccagcecctggtattagggtcacagggatgtctttaggecteccteeccttgece
cactcctcgccecctgeccagctaaggcaggtgtaatcatgtaagtatgtcccccggaggga
gggtcttggcttccttgttttcatttcctaaRetcacccteteccaagecteccaggageat
ttgtctcaagatacttttcctttggatccttactaccgcatcctctccagtgttgetget
tttgtgtatctttctttctgggtctgececctecttececccaggatgtgacttcactectetgt
ccaactctgtctctctgtcccatggecccagg

[gap]
ctgcagcagctaatcagtgtttcccccatggcagGAAACAATCCCGAGGTGGGCAAGGGC
ACCCACGTGATCATCCCGGTGGGCAAGGGGGGCAGTGGAGGCTGGAAGGCCCAGGTGACC
AAGTCCAGCGGGCAGAATCTGAACCTGCGGGTCCACACCTCCCCCAAYGCCATCATCGGC
AAGTTTCAGTTCACTGTCCGCACACGCTGCAAAGCTGGAGAGTTCCAACTGCCCTTTGAC
CCCCGCAACGAGATCTACATCCTCTTCAATCCCTGGTGCCCCggtgagectgectggagtaa
aatgtggacaggaggggagggcatgtagggtttcctttgctagatctgggtacgecgectg
ggtgcctagccctaggagaagccagcecttcccagtgtceccaggtgaggggacctcaatgecag
gacgtagagaagtgaccagca

[gap]
ggggcaggtgggacccagggagagggctgaaggggaccaagcaaatgtgttttggggaca
caGAGGACATCGTGTATGTGGACCATGAGGACTGGCGGCAGGAGTATGTGCTTAATGAGT
CTGGGCGAATTTACTATGGGACAGAAGCGCAGATTGGCGAGCGGACCTGGAACTACGGCC
AGgtagggttcgctggggcctcgtgcactcgggggcactagaggcaggtgaggecggggtyg
gcggcgcaggtgctagectaagggtcacctcectgeecctggetecccecctagTTTGACCACGG
GGTGCTGGACGCCTGCCTGTACATCCTGGACCGGCGGGGCATGCCCTATGGAGGCCGCAG
GGACCCCGTCAGTGTCTCCCGGGTCATCTCTGCCATGgtgagctcccttgagectctgag
acctactgagtgtctgcctgctgtctccctceccecccattecctaccatttctgattetteca
ggaccccagccctgteecgtgec

[gap]
agggccggggctaggcggggggcMcaaagcaggtecctgagectectteccccaactetgece
caccccatcctgtcctggacagGTGAACTCCTTGGATGACAATGGGGTCCTGATTGGGAA
CTGGYCTGGAGATTATTCCCGCGGTACCAACCCATCAGCATGGGTGGGCAGCGTGGAGAT
CCTTCTCAGCTACCTACGCACCGGCAACTCTGTCCCCTTCGGCCAGTGCTGGGTCTTCGC
CGGTGTGACCACCACAggtagtggagggatgggacgcgaaccgcctgggctctacacgga
ggatggaaggaagctaggctccaccttcgcgagecccagecccagttgeggectacagtgcag
ggacaggcgggggtggctggcaggctggccttaattatcattaattagtgttaacaaccc
agaaaggca

[gap]
gcacccattgcccttgtccecttgetattcecctgacctcatgectcacctgececctttaccee
ctgccctggeccagggeccctgaaccccaaccctggetgecceccccacaGTGCTGCGCTGC
CTGGGCCTGGCCACCCGTACTGTCACCAACTTCAACTCCGCGCACGACACAGACACTTCC
CTCACCATGGACATCTACTTTGATGAGAACATGAAGCCCCTGGAGCACCTGAACCATGAT
TCTGTCTGGtgaggctggggctgggctgggctgecctgtcecctgetggtgaccggagatge
gagtcctggatgccgagagctggggatgctggggaggeccccaggcaggcageccactgaa
ccctccatctgegttcatccaggAACTTCCACGTGTGGAATGACTGTTGGATGAAGAGGC
CAGATCTKCCCTCAGGCTTCGATGGGTGGCAGGTTGTGGATGCCACACCCCAGGAGACCA
GCAGTGgtgagcagggcccctgectggectcecccagatcectttgggggecccteectgtgt
ccccagctaggggaacaaactccagtgtecctggacggggecttggagtcagatceccttteg
tt

[gap]
actgggtgggcttggagggttgggcccaggatctaggggtcccactcagectecctggat
ctctcacccctgtggtgecctcactccecgtagGCATCTTCTGCTGTGGGCCCTGCTCTGT
GCAGTCCATCAAGAATGGCTTGGTCTACATGAAGTACGACACACCCTTCATTTTCGCAGA
Ggtgagggctgtgcgccctgtgececctegtgggcatcctggggagaccagggcactggegt
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Ergebnisse

241
301

61
121
181
241
301
361

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

61
121
181
241
301

1
61
121
181
241
301
361
421

tggtcctaggttctccaggcatgccccactgctgaccaactacctctgtgaaaatgaagg
gtgtgtcgtacttcatgtaga

[gap]
gccttcecectgcagttectaggatccgaggaaggcagectggggggtcaggecccacecctcag
accctctggctcattcattccggattcacacccctcaaaactgeccctectgacagGTAAA
CAGTGACAAAGTTTACTGGCAGCGACAGGATGACGGCAGCTTCAAGATCGTGTATGTGGA
GGAGAAAGCCATCGGCTCACTCATCATTACAAAGGCTATCGGCTCCAACATGCGAGAAGA
CGTCACGCACACCTATAAGCACCCAGAAGGtaccagctcecccatceceggecagetYtgge
cacaaccaagggtgccttccaagcgecccgeccacccagcagcagetgtaagetcaccectt
gaccctcaacca

[gap]
tctggccacaaccaagggtgccttccaagecgeccgeccacccagcagcagectgtaagete
acccttgaccctcaacccccAGGCTCAGAAGCAGAGCGGAAGGCAGTGGAGACCGCAGCC
GCCCACGGCAGCAAACCCAACGTGTACGCCACGCGGGACTCGACGGAGGATGTGGCCATG
CAGGTGGAGGCGCAGGAYGCAGTGATGGGGCAGGACCTGACGGTCTGCGTGGTGCTGACC
AACCGCGGCAGCAGCCCCCGCACCGTGAAGCTGCACCTCTACCTCTCTGTCACCTTCTAC
ACCGGCGTCACGGGATCCGTCTTCAAGGAGAGCAAGAAGGAGGTGGTGCTGGCGCCGGGG
GCCtgtaagtgccccttccccagectgtagcaccectcecteccatgtetgggtageccaggg
ctgggcacatggagacccRgggaggccgagtctggggaagcaggecteggtgacgecagg
cctcttcecctgcaGCGGAGCGCGTGACCATGCCCGTGGCCTACAAGGAATACCGGGCCCA
GCTCGTAGACCAGGGAGCCATGCTGCTCAACGTCTCAGGCCACGTGAAGGAGAACGGGCA
GGTGCTGGCCAAGCAGCACACCTTCCGTCTGCGTACCCCAGACCTCAGTCTCACGgtaga
gcagcgggctgggctgggggcagattggagggcgaggcacggggcacgaggccagaagcea
gtggtgggaggaggtcagggacca

[gap]
tcggtcttcattctaaggagctttcccteectectectggtgggagtgtccagtcccataaa
tttggcccgaggctctgataatgggggtctectttetetctcagTTACTGGGAGCAGCTGT
GGTTGGCCAGGAGTGCGAAGTACAGATTGTCTTCAAGAACCCGCTGCCTGTCACCCTCAC
CAACGTCGTCTTCCGGCTCGAGGGCTCCGGGTTGCAGAGGCCCAAGATCCTCAATGTCGG
gtgagtgcaRcccctecttetgeccecggecactgececttgecagectectggetgeatgg
gtcccacctt

[gap]
tccagctgccccatcagcectttcectecccacteccgecacectgtcacceccaggeccatgac
cctatctctgecccacagGGACATTGGGGGCAACGAGACAGTGACCCTGCGCCAGACGTTT
GTGCCTGTGAGACCAGGTCCCCGCCAGCTCATTGCCAGCTTGGATAGCCCACAGCTCTCC
CAGGTGCACGGGGTCATCCAGGTGGACGTAGCCCCAGCCGGCGGAGGCGGGGCCTTCTCA
GACATTAGAGGCAGCGGTCGCTCACGGGAGACCATCCCCATGGCCTCTCGAGGTGGGGCT
TAGccctgagccagaagcaatgggactgatgtcagatgagcaaggacactgcecctcaagac
aggggcctMcggcagagaggctcecccaggggctcaggtgggagacctgggeccctgggag
gagctgatctcatttg

Abb. 4-1: Sequenz des ovinen TGM1-Gens. SNPs sind unterstrichen und fett gedruckt
R=A/GY=C/T; K=G/T,M=A/C S=C/G, W= A/T), die Basen der Introns
sind in Kleinbuchstaben, die der Exons in Grofibuchstaben gedruckt. Die

kodierenden Bereiche sind grau hinterlegt, die nicht sequenzierten Intronbereiche

mit [gap] gekennzeichnet.
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Tab. 4-1: Im TGM1-Gen identifizierte SNPs mit SNP-Name, Lokalisation im Gen, Art
des Austausches und eventuellen Besonderheiten. FR = flankierender Bereich, ncds =
nichtkodierender Bereich des Exons, cds = kodierender Bereich

SNP-Name Lokalisation SNP Besonderheiten

TGM1_1 5 FR, 314 bp vor Exon 1 T=C -

TGM1_2 Exon 1 ncds, Pos. 42 C=>T -

TGM1_3 Exon 1, Pos. 76 A =G synonym, 4 bp vor Exonende
TGM1_4 Intron 3, 8 bp nach Exon 2 A=>G -

TGM1_5 Intron 3, 234 bp nach Exon 2 A=>G -

TGM1_6 Exon 4, Pos. 135 C=T synonym

TGM1_7 Exon 9, Pos. 45 G=T synonym

TGM1_8 Intron 11, 27 bp nach Exon 11 CoT -~

bzw. 81 bp vor Exon 12
TGM1_9 Exon 12, Pos. 116 C=T synonym
TGM1_10 Intron 12, 75 bp nach Exon 12 G A -

bzw. 55 bp vor Exon 13
TGM1_11  Intron 14, 10 bp nach Exon 14 G=>A -
TGM1_12  Exon 15 ncds, 66 bp nach cds A=>C -

41.2LOR
Das LOR-Gen auf Chromosom 1 des Schafs (Sheep Genome v2.0, ISGC) hat ein
kodierendes Exon dessen Sequenz mit 888 bp 126 bp kiirzer ist als die Rindersequenz

NC 007301.4. Im LOR-Gen wurden keine SNPs beobachtet (Abb. 4-2).

1 gacaggaaacaagacaggaacatcccagtgaagcacatcccgggggagaaacttggcaaa
61 gaagaaacagcatctctctaaaattctaagaggttccaagcaataggaccaggagccaaa
121 gagtgggacgtgaaagttcctacttcttggaccaaagactaagaactccagtgggactct
181 cttaggctgcttgaagagtctgagacctattgctgaagcatageccctcectggtgatggecat
241 gggccccatgccagaaggtttgcaaacaatgtctaacatccactctggectgaccatcect
301 gctagccagcctgcecttcacagttgcatcagagaaggggccagtcatacaggaggctgecce
361 atctcaagaatgccaaaatcttcatgaatgggtcaccccatgactacaatcacaaggagg
421 tggggtgacagccaaaggtcacataactgaggccaaacatgtaaggctggtccagatcga
481 tagctgatgagtcagaactcaAgagagagtataaaacctcagaagctccagtgctcctca
541 cacagccagCATCTCCTCTCCTCACTCATCCTTACTGGTGCTTTGGGtaagtgtgagttce
601 tactggctctcatcttccattgeccaggecttgecatgggectatgtggaccagggcacaggt

661 gggcaaggcctctctcccctttaggacctacaggacctctgectcttcaactggcatcaa

[gap]

1 gtgctcttcccaatccgatcagaaagagcatcaagecctggeccgaggcagtgectgetcaga
61 ggatgatggacgtttccatggatgcagctgcctctgeccgecgecatectettgecagetgge
121 ccactgttgctctctgctctecctteccagggttctgttectecttagacaagATGTCTCAC
181 CAGACAAAGCAGCCCACCCCTCAGCCCCCAGTGGGCTGTGGGAAAACCTCTGGCGGCGGC
241 GGCGGCGGCGGCGGCGGCGTCTTCCATAGCGGCGGCGGCGGTGGCTCTGGTAGCTGCGGC
301 GGCTYCGGGGGTGGCGGCGGCGGCGGCTGCTCCGGTGGAAGCGTCAAGTATTCTGGAGGC
361 GGCGGCAGCTCCGGCTGCGGCGGCGGCCACTCTGGCGGCGGCTGCGGGGGCGGCGGCGGL
421 GGCTCYGGTGGAAGTACCAAGTATTCCGGGGGCGGCGGCAGCTCGGGCTGCGGAGGCTAC
481 TCTTCCGGCGGCGGCTCCTCCGGTACCGTCTGCTACTCCAGCGGCGGCGGCGGCGGCTCC
541 GGGGGCTGCTGCTACTCCAGCGGCGGCTGCTACGGCGCCACCGCGGGCGGCTGCTACTCC
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Ergebnisse

601 AGCGGCGGCGGCGGCGGCTCCTCCGGCCAGCAGGTCCAGTGCCAGAGCTACGGAGGCGTC
661 TCTAGTGGGGGCGGCTCCGGCTGCGGCGGCGTCTCCTCCGGGGGCGGCTCCGGCTGCGGL
721 GGCGTCTCCTCCGGGGGCGGCTCCGGATACTTCTCGTCCTCCCAGACCTCCCAAACCCCG
781 TGCTTGCCCCAGCAGAGCTACGGAGGGGGCTCATCCGGCGGCGGCTGCGGCGGCGGTTCC
841 TCCGGGGGCGGCGGCTGCTTTTCCAGCGGTGGGGGCGGCAGTGGATCCGGCTGCGTGGGC
901 GGCTCCTCCGGGGGCGGCGGCGGCTGCTTCTCTAGCGGTGGGGGCGGCAGCGGTTCCGGL
961 TGCGGCGGCGGCTCCTCCGGGGGTGGTTCCGGGGGTGGCAAGGGCGTCCCAGTCTGCCAT
1021 CAGACCCAGCAGAAGCAGCGCCTACCGCCAGGCAAGTAAggccceccctg

Abb. 4-2: Sequenz des ovinen LOR-Gens. Die Basen der Introns sind in Kleinbuch-
staben, die der Exons in Grofsbuchstaben gedruckt. Die kodierenden Bereiche sind
grau hinterlegt, die nicht sequenzierten Intronbereiche mit [gap] gekennzeichnet.

4.1.3 KGF

Das KGF-Gen befindet sich laut Sheep Genome v2.0 (ISGC) auf dem ovinen
Chromosom 7 und besteht aus drei kodierenden Exons mit einer Linge von 585 bp
(Abb. 4-3). Die Ubereinstimmung zwischen der Sequenz des Schafes und der des
Rindes liegt bei tiber 98%, im Vergleich mit der in der Genbank verfiigbaren mRNA
das Schafes (NM 001009235.1) sind an 5 Positionen Abweichungen. Die vier im

Rahmen dieser Studie identifizierten SNPs sind in Tab. 4-2 zusammengefasst.

1 tcctcttcctgatcttagtagggtaagtaacagattacagaattttaaaactacaaggca

61 ccacagaatcacctagactaattttacaagtatagtacctgagattcagaaacatcaggt
121 gacttgtccaaggtcatactggtaattagtggctcaactcaagcaagaatattgttattc
181 ttactttcagtctagcaacataagacataaagttataagcaatgctgaaatatctcttta
241 tgaagagatatccccttaactcagctatatacttcttgaagaaactaaggtgtgacttaa
301 tacatattaggagttttattctaacattctgaacacaRaggaataatagtagcaatgtaY
361 gcttcataaatctatgtaaaagatttcctgttaaaagatccctttacatatatggtcaaa
421 gcaatatttttcaacttatttcaactgctatgagacaacctaaaaaattctgtttcccct
481 tctaactgcttcagagtcagagatttgtttctacaaagtaggtacccatttgtagatctg
541 agcataaaccatgttcatagctccctctcatgaccactgaatgaatactatacaagcctc
601 ttttattctcactgttgtattcaacagcttactggttaagttttaattgcttccaatgag
661 gtcagcaaaggtatttatcgaaaagctccgaataaaaggctccacacacacacacacaag
721 ctcacaCGCGCTCACACACACAGAGAAAATCCTCTTGCCTGCTGTTGATTTATGGAAACA
781 ATTATGATTCCGCTGGAGAATTTCTCAGCTGAGAAATAGTTTGTAGCTACAGTAGAGAGG
841 CTCAAGTTGCACAGGGCAGACAACAGACATGGAATTCTTGTGTATCCAGCTGTTATCAAC
901 AGAACAAGtaagtgaacgttgcttgtctttaaaaataatgctaaatgtttgtt

[gap]

1 cttaatctctcattgcaaacagAAGTCAAGTAGCAAACAGCATCTCAGCAACTGAGTTTA

61 TTACAACCTGCTTTTATAAGGATATACCAACAGAGAGTTATTTAAGGAGGACTCCTATAC
121 TGCTATCAGGAACTAAAAGGATAAGGCTAACAATTTGGAGAGTGCAACTGCTCTTCCTTA
181 AACAGTTCACAGATAGGAAGAGGTCAATGACCTAGGAGCAACAATCAACTCAAGATTTAA
241 TTTTCATTATGTTATTCATGAACACCCGGAGCACTATACTATAATGCGCAAATGGATACT
301 GACATGGATCCTGCCAAGTTTGCTCTACAGATCATGCTTCCACATTATCTGTCTAGTGGG
361 CACTATATCTTTAGCTTGCAATGACATGACTCCAGAGCAAATGGCTACAAATGTGAACTG
421 TTCCAGCCCCGAGCGACATACAAGAAGTTATGATTACATGGAAGGAGGAGATATAAGAGT
481 GAGAAGACTCTTCTGTCGAACACAGTGGTATCTGAGGATTGATAAACGAGGCAAAGTCAA
541 AGGGACTCAAGAGATGAAGAATAATTACAgtaagtaatgttttcttatttacagaaaagc
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ttatgagccttaacaatctgtgaaaagatcaattttcaagtgacatgctttctcaatttce
cctttttt

[gap]
aaatgacatatctttctgtgattccttgcagACATCATGGAAATCAGGACAGTGGCTGTT
GGAATTGTAGCAATCAAAGGAGTGGAAAGTGAATATTACCTTGCAATGAACAAGGAAGGA
AAACTCTATGCAAAGgtattgatagatgatagctcagacttaatttctcaaacttatttt
tgtcaaaagtatcttccctttctgaaaagtaaaaatgaaattaattMctctcaaactatg
taactcaatgatttcattaaaacattttctatttaggaattaaggaaaaatgttttctgt
gtcaccttggaa

[gap]
tgttgtttgttgttcttcattgtagAAAGAATGTAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAATT
AATTCTGGAAAATCATTACAACACATATGCATCAGCTAAATGGACACACAGCGGAGGAGA
AATGTTTGTTGCCTTAAATCAAAAGGGGGTTCCAGTAAGAGGGAARAAAACGAAGAAAGA
ACAAAAAACAGCCCACTTTCTTCCTATGGCAATAACCTAAtcatatatggcatataagaa
accagttccagcagggagatttctttaagtggactgttttctttttttatcttttYtttt
ctctttttaaaactaaccaagaaaggctggaaaactactgaaaaactgatcaagctggac
ttgcgMatttatgtgtattttaagagactgcattaaagaaagatttgaaaaaaatataca
caaaaatcagatttagtaactaaaagttgtaaaaagttgtaaaactggttgYacaatcat
gatgttagtaatagtaatgttttttcttaagttaatttacccttaagagtatgttagatt
tgattatctgataatgattatttaaatattcctatctgcttataaaatggctgctataat
aataataatgcagatgatgttatataagatgtgtcagacctaaaggctgctggaatgatc
tgtcagataatcaagccaacactaactatggaagatgagcagtatttgaatacgttctag
tgaaaaattatgaaccactctaattagaaaagaaacagtattctcaaaattccatcatgg
aaatgagtc

Abb. 4-3: Sequenz des ovinen KGF-Gens. SNPs sind unterstrichen und fett gedruckt
R=A/GY=C/T; K=G/T,M=A/C S=C/G;, W = A/T), die Basen der Introns
sind in Kleinbuchstaben, die der Exons in Grofibuchstaben gedruckt. Die
kodierenden Bereiche sind grau hinterlegt, die nicht sequenzierten Intronbereiche

mit [gap] gekennzeichnet.

Tab. 4-2: Im KGF-Gen identifizierte SNPs mit SNP-Name, Lokalisation im Gen, Art
des Austausches und eventuellen Besonderheiten. FR = flankierender Bereich, ncds =

nichtkodierender Bereich des Exons, cds = kodierender Bereich.

SNP-Name Lokalisation SNP Besonderheiten
KGF_3 5'FR, 394 bp vor Exon 1 A=G -

KGF_4 5'FR, 372 bp vor Exon 1 C=>T -

KGF_1 Exon 4 cds, Pos. 141 A=G synonym
KGF_2 Exon 4 ncds, Pos. 144 A=C -
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4.1.4LAMC2

Auf dem ovinen Chromosom 12 (Sheep Genome v2.0, ISGC) befindet sich das
LAMC2-Gen mit 23 Exons und einer kodierenden Sequenz von 3576 bp (Abb. 4-4).

Die Ubereinstimmung mit der Rindersequenz NC_007314.3 betrégt tiber 96%.
Insgesamt wurden 46 SNPs identifiziert (Tab. 4-3). Von den 14 SNPs in Exon-

bereichen fiihren fiinf zu einem Aminosidureaustausch. Diese Austausche finden statt

an Position 123, 508, 689, 819, 849 und 1001 der Aminoséduresequenz.
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ctgtttteccttgttgatttttagcccagagctgatcagagectgectgacttatttgagttt
gccgcacaggagactgggcectcccagttggagaaaggggcgggctgectagctacctecce
atgctgctctggaccaccctgagagaaaaggagggctctgggggacctggcacattcecte
ccacaagatccctgggceccgcagectcectgcaccacgecctcecggectaggceccaggtgegece
tccttgcgggaggggggagcccggcagcaggggtgagegettttacagetgectgtgtge
tgtgtgtttgtctgcctceccgagggetgggtectecttattcacaggtgagtcacacecY
gaaacacaggctctcttcctgtcaggactgagtcaggtagaagagtcgataaaaccacct
gatcaagggaaaggaaagcacagcggagcgcagagtgaaagctcccagecggagaggcgac
gggcagctcccctgcageggeggacag¥gcggeccggectggecATGCCTGCGCTCTGGC
TCAGCGGCTGCCTCTGCCTCTCGCTCCTCCTGCCTGCAGCCCGGGCCAACTCCAGGACGC
CAGgtgagtcccgtececcggaggaaaccgcagecctgggcggggaac

[gap]
actagtatgtagtaccctgggcatcgtttttattatacaataataataataaaacaccta
ggagaattgccctgacttgttttctgttgaYgatgtcttYtttttttcccecctaatecect
agTCTGTGATTGCAATGGGAAGTCCAGGCAATGCATCTTTGATCAGGAACTTCACAGACT
GACAGGAAATGGATTCCGCTGCCTCCACTGCAGTGACAACACTGGGGGCATTCACTGCGA
GAGGTGCAGGGAAGGATTTTACCGGCACAGGGAGAGGGACCGCTGCTTGCCCTGCAACTG
CAACTCCAAAGgtagtca

[gap]
ctcccatatggtgatgattgccctctaatgtcatatgaatgaaatagttceccttttettet
ttcctttecececctectetgtggttatagGTTCTCTTAGCCCTCGATGTGACAACACTGGAC
GGTGCAGCTGTAAGCCAGGTGTGACAGGGGACAGGTGTGACCGCTGTTTGCCAGGCTTCC
ATACCYTCACCGATGCTGGGTGCACCCAAGACCGGAAGCTCCTgtaagtgectgtygecca
ccgctggttgcactgtgactaatggcgatcKgacaacattagggaccacttacatttact
gagtaactgttactaagtaactgagttagggaaacactattttaagaa¥Yaatgtttattt
attttttggctgcaccgagtcttagttgtggcatatgagatcttacttccctgaccaggg
atcaaacccaggcctcctgecattgggagettggagtcttage

[gap]
ctcaagttggtgacatttgcttatgagYgcctgatcttcatgtgtgtagttcagagcatt
tggaaacacagctctaattttctttttecttctttccagAGACTCCAAGTGTGACTGTGAT
CCAGCCGGCATCGTGGGGCCCTGTGACACGGGCCGCTGTGTCTGCAAGCCAGCTGTCACG
GGAGAGCGCTGTGATAGgtctgtgtgaactgcggccctctggacacagcaggaggtcccece
tgacaaccagcatgaatgtggttcatggaaaagggacacttaagcaatgttgatgacctt
cttcctgctcecctggectcaaaaactagaccttgttattattatttttttiWaatttatet
ttttggccacactgca

[gap]
atattctctgtgggaatgagaaataacctataatttgttattgaatatttgttttgaaat
tgtcccaatttctgaaatgcccctgcagGTGCCGACCAGGTTACTATCACCTGGATGGGA
GAAACCCTGAGGGCTGTACCCAGTGTTTTTGCTAYGGGCATTCAGCCAGCTGCCAAAGCT
CTGGAGACTACAGTGTCCATAAAATCTTATCTACCTTCCATCAAGgtaaagcatgctgtt
ttctaggtgttttgcttttatttactgctgtatagggctttgtgecttatagacttctgtce
tgcaggatggggtccttgagtcatctttaa¥Yaggatgactgtcttttagctttaaatgta
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cattattttgtcaggcaataagaaagagcctggtgtcttggaaaagttgtatctgaacag
tttactcagaccagcttctgaatgacttataaaaataactaaaaagagaacaggttttca
actccctgcatttcecctattaatgtactttaaaaccacaaaagaatcattggattgagggg
cttaacacaagtcttggaatggaattcacattcatttgtattacttctttcatgtatgcece
aaatgagttaatttatgtgaaattagttaccaagctacaaagcactctaaaaatatggga
gattaatgtgatctcaactctgagtttctctctgaacatattggaccctcttacctcact
caggccagaccatgtttatgtaagtgaaataaaaatgcaaatttcaggcagatgaaaaca
tgttctcttattccaagagtcagactcaaagacaagaagttaaagcaggtgtaaacagga
gtaggtgaaggtaaaaaccaagtagagaggtccataggaaattctgaggatggtgcacga
atgtggaaatataaagaaaaccYactggttacttactcattgctcgtgagtagcaatcaa
gtcttgccttgtttaactcaatagRtgataaggtttgttctaatgaagagtggttttact
tacgttccagATGTTGATGGCTGGAAGGCTGTCCAGAGAAATGGGTTTCCTGCTAAGCTT
CAATGGTCACAGCGCCATCAAGATGTGTTTAGCTCAGCACGACGATCAGACCCTGTCTAT
TTTGTAGCTCCTGgtatgtatggtatttttcctgtagaagacaact

[gap]
cagctgatcctagtctttttgatctgtttcacagCCAAATTTCTTGCGAATCAACAGGTG
AGCTATGGGCAGAGCCTGTCTTTTGACTACCGTGTGGACAGGGGAGGCCGACACCCATCT
GCCCATGACGTGATTCTGGAAGGTGCTGGTCTACAGATCACAGCTCCCTTGATGCCACGT
GACAAGACACTGCCTTGYGGGATCACCAAGACTTACACGTTCAGgtaaagagaaagacta
gtagtgagtcaaagaaagcaaa¥ggtgactgagtctgctt

lgap]
ccttcatcctecctctaagggctgtgaaggggecttagttgttcecctgecactctecgggecataa
ttgaatcaggtatacacattataagatttgataagagctggatttttcaccttttggttt
taaatcatgcagATTAAATGAACATCCAAGCAGTAATTGGAGACCCCAGCTGAGTTACTT
TGAGTATCGGAGGTTACTGCGGAACCTCACAGCCCTGAGGATCCGAGCTACCTACGGAGA
ATACAgtaagtgactaaaagaaaggaattcctccY¥ttgttaggttttcegtttaacttget
tcagctStctaacttggtgacaRtctccaaacaggtggacaaactatgaatggttttgat
gtagaatctctgattggga

[gap]
ctttagatccctggacctaaccacttgttgcttcccacctgtecttctctcttgecagGTAC
TGGGTACCTCGACAACGTGACCTTGATCTCAGCCCGCCCCATCTCAGGAACCCCAGCACC
CTGGGTTGAACAATGTGTATGTCCTGTTGGGTACAAGGGACAGTTCTGCCAGGAATGTGC
TTCTGGCTACAAAAGAGATTCAGCCAGACTGGGACCTTTTGGCACCTGTATTCCTTGTAA
CTGCCAAGGGGGAGGGGCCTGTGATCCAGACACAGGTgagtgaaaagatacctgaaccag
gcggttcggggcMcagecaggtgaccggggtctececgtggaagagagagetgtgcaggaa
aggcggtgcctgaactcatttccgagatgggaaaggattaaggagagcagggctggactce
aagggaagatggacatggcgctttattacattccatccttttcatgatggaaatgccaca
aggttgtgagaaaggtgctaggttacaggaaatggttgtcacggttcagtgctgggtggg
ggagctggcgtcaaattgcaagaattgtttggggagatcaaaggcagtgtcaggacctga
atgaatgtgccgacaagtggtggggaagaggggagcggtgttaacttatggatggtggta
aaaggagWgcgtgtctgcctagectgggagagggagggtgagattcagggtecgtggecat
gtttagagttggtaggagggcagaggggagggccagcgctcaggcactctggggaaagcet
gcagaaagggaggctttgaattaccaagccctgcectcccacgegtegtectcectgtattaa
agaaagtggagagttttacccgctcatttctctgeccecctecgttectgectectgectecca
ggaGATTGTTACTCGGGGGATGAGAACCCCGACATCGAGTGTGCGGACTGCCCCATCGGT
TTCTACAACGACCCGCACGACCCCCGCAGCTGCAAACCCTGTCCCTGTCGCAATGGATTC
AGCTGCTCCGTGATGCCAGAGACAGAGGAGGTGGTGTGCAATAACTGCCCCCACGGCGTC
ACTGgtgaggccagctgecccaccctgtect

[gap]
ggaagctcttctggggagtagcataatttcagcctetgectcectggttttgMggetaatecg
atgatcacgtgcgtggcttgactcgtggttccttccagGCGCCCGCTGTGAGCTCTGTGC
CGACGGCTACTTTGGGGACCCCTTTGGGGAACRTGGTCCAGTGAGGCCTTGTCAGCCCTG
TCAGTGCAGCAACAATGTGGACCCCAATGCCCCCGGGAACTGCGACCGCCTGACAGGCAG
GTGTCTGAAGTGCCTTTACAACACGACCGGTGCCCACTGCGACCAGTGCAAAGCYGGCTA
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CTATGGGGACCCCTTGGCCCCCAACCCAGCGGACAAGTGTCGAGgtaggactgtaccecect
acgcagactcWccaggctctgtgtgtgtgtgtgtgtgegtgegtgtgtgtgecatgtacac
gtgtgagaacgtacaaatgggcaaggctgaccgcagggaatattgtgatgctactttgge
ttctctga

[gap]
gaatcaacaagggcaaagaagggttttgctctgggtaactggatctteccttttatYtttg
ctatacttccaggttccagaattagtttgacatgaaagcttcctgtttgtecttttgtcte
tagCTTGCAACTGCAACCCAATGGGCTCRGGGCCCGTGGAGTGTAGAAGTGATGGCAGCT
GTGTTTGCAAGCCAGGATTTGACGGCCTCCACTGTGACCATGCAGCATTAATCAACTGYC
CAGCTTGCTATAATCAAGTGAAGACTCAGgtgtgcgtgctagccagccctcaccttcaca
agtaaaatcctgaagcatcttctgggtggttctgg

[gap]
accactagtgccacztgggaagccttagcccctggattcctggcatgttatattccaccg
tgaactccatcctctgttctaatcctectttectt¥gtgatttcagATGGATCAGTTTATG
CARCAACTTGAGAGCCTYGAGACACTGCTTTCAAAGGCTCAGGCTGGYGGAGGAGCAGTA
CCTGACGCAGAGCTGGAGGGCAGGATGCAGCAGGCTGAACAGGCCCTTCAGGACCTTCTG
AGAGAAGCCCAGATTTCAGAAGgtgatggaggcccgtttcacacaggagagaattcaggg
gcttagaaagcagtcccctgggtcatagaa¥Yctttggtggtaacagttcagcagatgtcet
ttgcctcRececttgecggaggtggcagaactgtetgtgatgttcectectgagatttgaaatyg
atggagataaaagagcatgcattcacatactgggattttaccgttttgeccgaaaaccagt
cactttttcagccctctRtttttgatgacttgacccctcaacgtgectecatecteecttte
cttattggtattcagGTGCTATTAGATCCCTCAATCTCCAGTTGGCCAAGGCCAGGAGCC
AAGRGAATAGCTACCGGACCCGCCTGGATGACCTCAAGATGACCGTGGAGAGACTTCGGA
CCCTGGGCAGCCAGCATCAGGACCGAGTTCAGGATACTCGCAGGCTTATCACGCAGATGC
GCCTGAGCCTGGAGGAGAGYGAGGCTGCCCTGCGGAACACTgtaggtggecge

[gap]
taccatggtaaaccagggactcttgatgagtcaggggttcagacaggacagctgcagaac
ctgcttgggctccatggctcccagcagagecttaatcatttgtecttttecccacaghAACA
TTCCTCCCTCAGAGCACTACACGGGGCCAAATGGCTTTAAAAGTCTAGCTCAGGAGGCCA
CGAGACTGGCAGACAGgtgagtaggcctggagggcacctctgcecttcagatcacctStggg
aggccaggcttgaacaactctgctgagtattcaggaccaaagctccatactgattacctc
cagactcctttgcaa

[gap]
ggcaaaaaaaWtttttttaataataaaggaagccctttgctataaaaactcattettttt
gatcttttcagCCATGTCGAATCAGCCAATAACATGGAGCAACTGGTCAGGGAAACTGAA
GACTAYTCCAAGCAAGCCCTGACCTTGGCGCGCAAGGCTGCTACTGAAGGAGGCAGCAGC
GGCAGCCTCCGTGGCTCCGTGGTGCAAGAGCTTGTGGGAAAgtacgtttcagcaggtect
cgcaacaggccaatataatccgctcccteccagggtacaatgcaaaccacgtctgaggag
tgctgtgttcctttaaaagtatcaatagtaagaaggacgagaaatgagagtgttactttg
gaggaaagcagatgtctttaagactggaagaaaaatgtcaattactctaagtaaagtttc
agttttgatttagagattgtatatttgtagatatggtaccatctgtggtgtttaaa

[gap]
aaaggaggtgaacacacccatctggcggcatggagtgtataaacataatatattcatgtg
attaagaattgggaaacttgggttgaatttttctgacccaacctgtataaactttaatgce
ctgtgtttaaattgtggaaagagacacatatcagacatttattcttRtctggttctttgg
ataatcctgacgacatatttttaacagaatgaatttttgcttttaataaaaagagcgaat
tctcaaagtceccgetcectettcactecctgecagAYTGGAGAAAACCAAGTCTCTGGCCCAGC
AGCTATCGAGGGAGGCCACTCAAATTGACACTGAAGCAGATACGTCATATCAGCATAGTC
TCCRCCTTCTCAGTTCAGCGACTCAGCTTCAGGGAGTCAGTGATCAGTCCTTCCAGgtaa
gagcatctaacctgtgcagtgatgtacagaagggccataatgctttcttctecggggattce
cattgaactgttcaatcatccagttttttcctccatatttacctttcttgectttaaatta
ggaagcgcatttatccttctcactatcctcecctcecttatctttgttecttaaactccagtett
ggtccctgataaca

[gap]
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gggtgactcacagGTAGAAGCAAAGAAGATCAGACAAAAAGCTGACTCTCTCTCAAGCCT
GGTGACTAAGCGAATGGATGAGTTCAAGCGTGTGCAAAGCAGTCTGGGAAACTGGGAAGA
AGAAACCCAGAAGCTCTTACAGGATGGGAAGAATGAGAGACAGgtatcctttgttactce
gttccttcagcagacccgtattgaatggctaccRgtaagRagaaccatcgaaaactctceg
aaaggtcatggtattgctgcctattgagaccttaatgtgattacctcagttccactcact
gagagtgaagtcacccagtcatttccaactctttgcaaccccatggactgtagectacta
ggctcttccatccgtgggattctctaggcaagaatgctggagtgggttgecatttectte
agtcctcaaatgtaggaataggactgaagtctcccgggecccaRttttgatctagetetgt
ctatgaagacatatgtctgtacttcctaggtatatacgacatatgtctatgaagtgtatg
tccatacttcaggaagtatctagagtttaaaattaggatttgcaaaactgttcttgtYcc
tgagtagagctcgagtctgtcctcaatgtggaatcctactggGtcatcaggttataaagt
ttgtgtggtctcagcttgtggaggggtttgctacagcacccctagactccaagaatcaca
gttctctgttgcgaagagcagtgtgtcagagcggectatgectggcaggagggctctgeeccg
ggtgtgcgttacatttactctaatcttgttctgectgecccatttacagAAATCAGATCAG
CTGCTTTCCCGTGCCAACCTTGCTAAAAGCAGAGCCCAAGAAGCACTAAGTATGGGCAAT
GCCACTTTTTATGAAGTTGAGAACATCTTAAAGAACCTCAGAGgtanncagggttcagat
cactgtatttt

[gap]
ttgacttttagttgtaagttaattttcatcttcatggcaatgttttcttatcYtctttte
agAGTTTGATCTGCAGGTTGAAGACAGAAAAGCAGAGGCTGAAGAGGCCATGAAGAGACT
CTCTTACATCAGCCAGAGGGTTGCAGATGCCAGTGACAAGACCAGGCGAGCAGAAACAGC
CCTGGGGGGTGCTGCTACCRACGCCCAGAGGGCARAGACTGCAGCCGGGGAGGCCCTGAA
TATCGCCGGCAAGATCGAACAGgtaaagagaaatcgcaggtcagcgggagcagcttcaaa
cataccggtcatgttgaatgagtgagagcgtY¥gggctcattctgacctgtaagactcage
gtcctgttatggtccattggtga

[gap]
ctccatcagagcctggectcagectgtattttttctgeggtegtectttgggatgtttetat
gcctcacccctctectecttecgtececctggeteecctttettectecccagGAGATTGGGAGTC
TGAACTTGGAGGCCAAYGTGACGGCAGATGGAGCCTTGGCCATGGAGAAGGGACTGGCCA
CTCTCAAGAGTGAGATGAGGAAAGTGGAAGGAGAGCTGGCAAGGAAGGAGCGGGAGTTCG
ACGTGGATATGGACGCAGTGCAGACGgtgagttcccatggttttcecca¥ggcagagtccKg
taacctggccactgtgggaacaccctttccagatgggcttgtgettatttttccctcagG
TGATTGCAGAAGCCCAGAGAGCTGACAGCAGAGCYGAGAATGCTGGAGTTACGATCCAAG
ACACACTCGACACGTTGGATAGCATCCTACATCTAATAGgtatgtggagtgtcecYagece
YtccaacctgtgttccaggccttcectcecccagagSagtaactagacttagtececgatgegt
gggaatctcaacttcccttaagggtgtcaggaaatttgectttgtttccaggectcagatac
cttaggcaggttgcttttcatttgce

[gap]
tcaggtggaaacagaaattaaagttacgaaagggcctgcctgcatccaaggggatctaat
cacaactttttcctctgttaactcctttcttgtecctctaaaaatagACCAGCCTGGCAGT
GTAGATGAAGAGGGGCTGATCTCACTGGAGCAGAAGCTTTTTCGAGCCAAGACCCAGATC
AACAGCCAGCTGCGGCCGCTGATGTCAGAGCTGGAGGAGAGAGTGCGTTGGCAGTGGGGC
CACCTCCGCTCACTGGAGACAAGCATCGATGGCATTCTGGCTGATGTGAAGAACCTGGAG
ACCATTCGGGACAGCCTGCCCCCGGGATGCTACAACACCCAGGCTCTTGAGCAACACTGA
agctgcctgcgagatttcccaacY¥ggggttcttaggatgaagacctcaggctcagaagec
atctcatgcgggtggggtgggatgggggacatttgaaagt

Abb. 4-4.: Sequenz des ovinen LAMC2-Gens. SNPs sind unterstrichen und fett ge-
druckt R=A/G;Y=C/T, K=G/T,M=A/C;S=C/G; W= A/T), die Basen der
Introns sind in Kleinbuchstaben, die der Exons in Grofbuchstaben gedruckt. Die

kodierenden Bereiche sind grau hinterlegt, die nicht sequenzierten Intronbereiche

mit [gap] gekennzeichnet.
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Tab. 4-3: Im LAMC2-Gen identifizierte SNPs mit SNP-Name, Lokalisation im Gen,
Art des Austausches und eventuellen Besonderheiten. FR = flankierender Bereich,

ncds = nichtkodierender Bereich des Exons, cds = kodierender Bereich.

SNP-Name Lokalisation SNP Besonderheiten
LAMC2_1 5FR, 165 bp vor Exon 1 C=>T -
LAMC2_2 5FR, 17 bp vor Exon 1 C=>T -
LAMC2_41 Exon 3, Pos. 99 T= C Phenylalanin = Leucin
LAMC2_42 Intron 3, 48 bp nach Exon 3 T=G -
LAMC2_43 Intron 3, 126 bp nach Exon 3 T=>C -
LAMC2_4 Intron 5, 107 bp nach Exon 5 T=C -
LAMC2_5 Intron 5, 108 bp vor Exon 6 C=T -
LAMC2_7 Intron 7, 39 bp nach Exon 7 C=>T -
Hinweis auf Kopplung mit
LAMC2_8 Intron 8, 30 bp nach Exon 8 C=>T LAMC? 9 und 10 g
LAMC2_9 Intron 8, 62 bp nach Exon 8 C=>G
LAMC2_10 Intron 8, 78 bp nach Exon 8 A=G
LAMC2_11 Intron 9, 38 bp nach Exon 9 C=>A -
Intron 9, 393 bp nach Exon 9
LAMC2_12 1 . 239 bp vor Exon 10 T=A -
LAMC2_13 Intron 10, 48 bp vor Exon 11 C=>A -
Arginin = Histidin,
LAMC2_44 Exon 11, Pos. 55 G = A Hinweis auf Kopplung mit
LAMC2_14
LAMC2_14 Exon 11, Pos. 197 T=C synonym
LAMC2_15 Intron 11, 27 bp nach Exon 11 T=>A -
LAMC2_45 Exon 12, Pos. 26 G=A synonym
Hinweis auf Kopplung von
LAMC2_16 Intron 12, 91 bp vor Exon 13 T=C | AMC 16 bis EXM cg2_21
LAMC2_17 Intron 12, 59 bp vor Exon 13 G=A
LAMC2_18 Intron 12, 11 bp vor Exon 13 T=C
LAMC2_19 Exon 13, Pos. 18 A =G synonym
LAMC2_20 Exon 13, Pos. 33 T=C synonym
LAMC2_21 Exon 13, Pos. 63 T=C synonym
Intron 13, 106 bp nach Exon 13
LAMC2 22 bzw. 188 bp vor Exon 14 G=A -
LAMC2_23 Intron 13, 58 bp vor Exon 14 G=>A -
LAMC2_24 Exon 14, Pos. 49 A =G Glutaminsdure = Glycin
LAMC2_26 Intron 15, 40 bp nach Exon 15 C=G -
LAMC2_46 Intron 15, 61 bp vor Exon 16 A=>T -
LAMC2_47 Exon 16, Pos. 55 T=C synonym
LAMC2_48 Intron 16, 105 bp vor Exon 17 G=A -
LAMC2_ 49 Exon 17, Pos.2 T=C synonym
LAMC2_51 Exon17, Pos. 95 A =G Histidin =Arginin
LAMC2_27 Intron 18, 51 bp nach Exon 18 A=>G -
LAMC2_28 Intron 18, 57 bp nach Exon 18 A=G -
LAMC2_29 Intron 19, 10 bp vor Exon 20 C=>T -
LAMC2_30 Exon 20, Pos. 137 G=A Asparaginsdure = Asparagin
LAMC2_31 Intron 20, 70 bp nach Exon 20 C=>T -
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LAMC2_32 Exon 21, Pos. 30 T=C synonym
LAMC2_33 Intron 21, 22 bp nach Exon 21 C=>T -
LAMC2_34 Intron 21, 33 bp nach Exon 21 G=T -
LAMC2_35 Exon 22, Pos. 36 T=C synonym
LAMC2_36 Intron 22, 17 bp nach Exon 22 C=T -
LAMC2_37 Intron 22, 22 bp nach Exon 22 C=T -
LAMC2_38 Intron 22, 55 bp nach Exon 22 C=G -
LAMC2_39 Exon 23 ncds, Pos. 24 T=C -

4.2 Moderhinke-Privalenz auf den Betrieben

Die Probennahme auf Betrieb 1 ergab bei der Beprobung 63 moderhinkenegative und
77 positive Tiere. Dazu kamen elf Tiere, die keiner der beiden Gruppen eindeutig
zugeordnet werden konnten (,fraglich”). Auf Betrieb 2 erfolgte die Probennahme im
Abstand von einer Woche jeweils an der zu dem Zeitpunkt behandelten Teilherde.
Es wurden 96 Tiere als moderhinkenegativ und 201 als -positiv identifizert.

Auf beiden Betrieben ist sowohl bei den moderhinkepositiven wie auch -negativen
Tieren die Gruppe der Schafe mit einem Kérpergewicht von mindestens 80 kg die
grofite, die kleinste Gruppe bei der Gewichtsverteilung bilden die Schafe mit 65 kg

und weniger.

Tab. 4-4: Gesamtzahl aller Tiere mit absoluter und prozentualer Anzahl an
moderhinkenegativen und -positiven Schafen sowie solchen, die keiner der beiden
Gruppen zugeordnet werden konnten (,fraglich”) und die Verteilung der Korper-
gewichte innerhalb der beiden Gruppen auf Betrieb 1 und 2.

Betrieb n MH-Status Anzahl Prozent Gewicht Anzahl
<65kg 2
negativ 63 41,7% 66 - 79 kg 15
>80 kg 46
Betrieb1 151 <65kg 13
positiv 77 51,0% 66 -79 kg 24
>80 kg 38
fraglich 11 7,3% - -
<65kg 28
negativ 96 32,3% 66 -79 kg 67
. >80k 90
Betrieb2 297 <65 kg 19
positiv 201 67,7% 66 - 79 kg 30
>80 kg 45
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4.3 Genotypisierung

Die call rate (prozentualer Anteil der erfolgreich genotypisierten Tiere an der
Gesamtzahl der Proben) lag in der Regel iiber 90% (90,5% - 97,1%). Nur drei SNPs
hatten eine call rate zwischen 81,4 - 89,6% (TGM1_5, KGF_2, LAMC2_15). Eine call
rate von 0% hatten die SNPs TGM1_9, TGM1_12 und LAMC2_11.

Da es zwischen den beiden von Moderhinke betroffenen Betrieben einige Unter-
schiede, vor allem die Rasse der gehaltenen Schafe, gab und auf Betrieb 3 nur
Klauenbehandlungen allgemein erfasst wurden, wurden die Berechnungen von -
und Fisher’s Exact Test fiir jeden Betrieb gesondert durchgefiihrt. Fiir Betrieb 1
wurde zum einen die Assoziation auf Basis der Momentaufnahme bei der Proben-
nahme berechnet (, Betrieb 1 Moment”), analog zu der Situation auf Betrieb 2. Da von
Betrieb 1 zusitzlich Daten tiber frithere Moderhinkeerkrankungen vorlagen wurden
bei einer weiteren Berechnung diese Daten mit einbezogen und jedes Tier, welches
im Verlauf der Aufzeichnungen mindestens einmalig an Moderhinke erkrankte als
positiv gewertet (,Betrieb 1 Dauer”). Die ermittelten Werte fiir die Assoziation
decken sich grofstenteils zwischen der Momentaufnahme und dem Einbeziehen aller
Daten. Signifikante Unterschiede in den Genotypfrequenzen ergaben sich fiir den
SNP TGM1_5 auf Betrieb 1 und 2, KGF_1 auf Betrieb 1 allerdings nur bei der
Momentaufnahme, LAMC2_1 auf Betrieb 1 ebenfalls nur bei der Momentaufnahme,
LAMC2_15 fiir Betrieb 2 und 3 sowie LAMC2_48 auf Betrieb 3. Hochsignifikante
Frequenzunterschiede wurden fiir den SNP LOR_chip auf Betrieb 2 sowie fiir
LAMC?2_14 auf Betrieb 3 ermittelt.

Die Varianzanalyse wurde nur fiir Betrieb 1 und 2 durchgefiihrt, da fiir Betrieb 3 die
Datengrundlage zu gering war. Mit ihr wurde tiberpriift, ob der Genotyp des SNPs,
die Rasse (ML, MFxML, MLX) und das Gewicht als fixe Effekte einen Einfluss auf
den Moderhinkestatus ausiiben. Signifikante Genotypfrequenzen ergaben sich bei
dieser Untersuchung fiir den SNP KGF_1 und LAMC2_15, hochsignifikante
Frequenzunterschiede fiir den SNP TGM1_5. Diese Beobachtung deckt sich mit den
Ergebnissen der Assoziationsstudie, bei der ebenfalls der SNP TGM1_5 als am viel-
versprechendsten auffiel, und die Genotypfrequenzen der SNPs KGF_1 und
LAMC2_15 teilweise signifikant waren. Weder Rasse noch Gewicht hatten einen

signifikanten Einfluss auf den Moderhinkestatus.
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4.3.1 TGM1

4.3.1.1 Ergebnis von %2 und Fisher’s Exact Test

Von den fiinf ausgewéhlten SNPs konnten zwei, TGM1_9 und TGM1_12 aufgrund
einer call rate von 0% nicht ausgewertet werden. Die call rate von TGM1_1, TGM1_3
und TGM1_5 lagen bei 95,1%, 94,7% und 81,4%.

Bei der Untersuchung mittels y2- und Fisher’s Exact Test ergeben sich signifikante
Verteilungen der Genotypfrequenzen fiir den SNP TGM1_5 auf Betrieb 1, sowohl in
der Momentaufnahme (p = 0,016) als auch bei der Betrachtung aller zur Verfiigung
stehenden Daten (p = 0,037 bzw. 0,043), und in Betrieb 2 (p = 0,047). Die Daten von
Betrieb 3, bei welchem nur Klauenbehandlungen erfasst wurden, liegen die Werte
von y2- und des Fisher’s Exact Test mit p = 0,72 bzw. 0,78 weit entfernt von der

Signifikanzgrenze (Tab. 4-5).

Tab. 4-5: Anzahl der moderhinkepositiven und -negativen Schafe bzw. Schafe ohne
(nein) und mit (ja) Klauenbehandlung je Betrieb, die Genotypfrequenzen der
untersuchten SNPs TGM1_1, TGM1_3 und TGM1_5 sowie die Ergebnisse von >3-
und Fisher’s Exact Test.

TGM1_1 Signifikanz

Status n CC CT TT b Fisher

T

P S SR U

B I Q™
i 56 0 0,29 0,71

Betrieb 3 “je;n o 0 o1 0s2 018 0203

TGM1_3 Signifikanz

Status n AA AG GG x> Fisher

Momew) pests 71 0a 0 om0 0107

ey posts 8 0 0  om V6 010

N N - B R

Betrieb 3 “]j“ ZZ gfg ggg 8;2 0608 0613
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TGM1_5 Signifikanz

Status n AA AG GG e Fisher

Betrieb 1 neg'flt}v 54 0,37 0,39 0,24 0,016* 0,016*
(Moment) positiv 65 0,39 0,55 0,06
Betrieb 1 negativ 44 0,34 0,41 0,25

0,037* 0,043*
(Dauer) positiv 75 0,40 0,52 0,08

. negativ 77 0,24 0,36 0,40 " .

Betrieb2 L sitiv 149 0,20 0,5 027 00 0047
nein 48 0,56 0,38 0,06

Betrieb 3 ¢ ¢ g 0,720 0,784
etne ja 55 0,60 0,31 0,09

* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05)

4.3.1.2 Ergebnis der Varianzanalyse
Auch bei der Varianzanalyse ergibt sich, dass der SNP TGM1_5 einen signifikanten
Einfluss (p = 0,01) auf den Moderhinkestatus hat. Die SNPs TGM1_1 und TGM1_3

sowie Rasse und Gewicht haben keinen signifikaten Einfluss (Tab. 4-6).

Tab 4-6: Signifikanzniveaus fiir den Einfluss des Genotyps der SNPs TGM1_1,
TGM1_3 und TGM1_5, der Rasse und des Gewichts auf den Moderhinkestatus.

Genotyp Rasse Gewicht
TGM1_1 n.s. n.s. n.s.
TGM1_3 n.s. n.s. n.s.
TGM1_5 *x n.s. n.s.
n.s. = nicht signifikant
* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% (p = 0,01)

4.3.1.3 Genotypfrequenzen signifikanter SNPs auf den Betrieben
Signifikante Unterschiede in der Verteilung der Genotypen zwischen moderhinke-
positiven und -negativen Tieren ergeben y2-Test, Fisher's Exact Test und die
Varianzanalyse fiir den SNP TGM1_5 auf Betrieb 1 und 2. Bei den nicht erkrankten
Tieren kommt der Genotyp GG haufiger vor als bei den Erkrankten, auf Betrieb 1 in
der Momentaufnahme mit einer Frequenz von 0,24 zu 0,06, auf Betrieb 1 bei
Betrachten aller Daten mit 0,25 zu 0,08 und auf Betrieb 2 mit einer Frequenz von 0,40
bei den negativen und 0,27 bei den positiven Tieren. Der Genotyp AG hingegen tritt
mit einer Frequenz von 0,16 (Betrieb 1 Moment), 0,11 (Betrieb 1 Dauer) und 0,17
(Betrieb 2) selten bei den moderhinkenegativen Schafen auf. Der homozygote
Genotyp AA ist innerhalb der Gruppen auf jedem Betrieb anndhernd gleich haufig
(Abb. 4-5).
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Abb. 4-5: Gegentiberstellung der Genotypen zwischen moderhinkepositiven und -
negativen Tieren auf Betrieb 1 und 2 fiir den SNP TGM1_5.

4.3.1.4 Allel- und Genotypfrequenzen

TGMI1_1

An Position des SNP TGM1_1 war die Base Thymin am héufigsten vertreten. Bei den
Braunen Bergschafen, Merinolandschafen und Rhonschafen sowie den Merino-
fleischschaf-Merinolandschaf-Kreuzungstieren des Betriebs 1 kommt an diesem
Genort nur das T-Allel vor. Betrachtet man allerdings die absoluten Tierzahlen so
tritt das C-Allel in der Gruppe der Merinolandschafe im heterozygoten Genotyp CT
bei einem von 125 untersuchten Schafen auf. Die Schwarzkopfigen Fleischschafe
hatten mit 0,26 die hochste Frequenz fiir das Allel C.

Nur bei Coburger Fuchsschafen, Schwarzkopfige Fleischschafen und den
Merinolandschaf-Kreuzungen kommt der homozygote Genotyp CC vor, allgemein

ist der Genotyp TT in allen Rassen der hdufigste (Tab. 4-7).

Tab. 4-7: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs TGM1_1 (call rate 95,1%).
TGML 1

BBS BENT COF GGH MFS 1:[/[1:( ML MLX RH SKF

n 30 32 32 32 94 24 125 271 31 43
C 0,0 0,09 0,19 0,05 0,07 0,00 0,00 0,18 0,00 0,26
T 1,0 091 0,81 0,95 0,93 1,00 1,00 0,82 1,00 0,74

cCc 00 0,0 0,06 0,0 0,0 0,0 0,0 0,02 0,0 0,05
CT 00 0,19 0,25 0,09 0,15 0,0 0,01 0,32 0,0 0,42
TT 1,0 0,81 0,69 0,91 0,85 1,0 0,99 0,66 1,0 0,54
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TGM1_3
Die Allelfrequenzen des SNPs TGM1_3 unterscheiden sich deutlich zwischen den

Ergebnisse

Rassen. Die Schwarzkopfigen Fleischschafe und die Merino-Rassen, mit Ausnahme

der Merinolandschaf-Kreuzungstiere, haben jeweils eine Frequenz fiir das G-Allel

um 0,5. Bei den restlichen Rassen, einschliellich den Merinoland-Kreuzungstieren,

tritt das A-Allel deutlich haufiger auf als das G-Allel (Tab. 4-8, Abb. 4-6).

Der homozygote Genotyp GG kommt bei den Grauen Gehornten Heidschnucken

nicht vor, bei den Merinofleisch und -landschafen sowie deren Kreuzungen macht er

bis zu 26% aus (Tab. 4-8).

Tab. 4-8: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs TGM1_3 (call rate 94,7%).

TGM1_3
MFx
BBS BENT COF GGH MFS ML ML MLX RH SKF
n 32 32 32 32 93 23 124 268 32 43
A 0,83 0,84 0,70 0,88 0,47 0,48 0,53 0,75 0,59 0,50
G 0,17 0,16 0,30 0,12 0,53 0,52 0,47 0,25 0,41 0,50
AA 0,72 0,75 0,47 0,75 0,20 0,22 0,30 0,56 0,34 0,19
AG 0,22 0,79 0,47 0,25 0,54 0,52 0,47 0,38 0,50 0,63
GG 0,06 0,06 0,06 0,0 0,26 0,26 0,23 0,06 0,16 0,19
100%
so% +H—B—F—B—0—F—HN—N—0—0-
60% —-—N—N8—8—— |— —B——— -
wox 000800000 RR G
mA
20% +-M—N0—0—0-0-0-80-BBR
0% -
=

Abb. 4-6: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs TGM1_3 in den
einzelnen Rassen.
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TGM1_5

Der SNP TGM1_5 zeigt in der Genotypisierung deutliche Rasseunterschiede wobei
die Grauen Gehornten Heidschnucken mit 0,26 die niedrigste und die
Schwarzkopfigen Fleischschafe mit 0,92 die hochste Frequenz fiir das A-Allel an
dieser Position haben. Die Merinolandschaf-Kreuzungstiere haben mit 0,45 eine
deutlich niedrigere Frequenz fiir Adenin als die restlichen Merinoschafe mit 0,72
(Merinofleischschaf), 0,62 (Merinofleischschaf-Merinolandschaf-Kreuzung) und 0,60
(Merinolandschaf) (Tab. 4-9, Abb. 4-7).

Bei den Schwarzképfigen Fleischschafen kommt der Genotyp GG nicht vor, bei den
Rhonschafen, Merinolandschafen und Merinoland-Merinofleischschaf-Kreuzungs-
tieren nur mit 10%. Dahingegen ist er bei den Grauen Gehornten Heidschnucken mit

58% der am hiufigsten auftretende Genotyp (Tab. 4-9).

Tab. 4-9: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs TGM1_5 (call rate 81,4%).
TGM1 5

BBS BENT COF GGH MFS I\I:I/Il:( ML MLX RH SKF

n 26 26 30 31 81 21 111 224 29 36
A 048 0,42 0,63 0,26 0,72 0,62 0,60 0,45 0,71 0,92
G 052 0,58 0,37 0,74 0,28 0,38 0,40 0,55 0,29 0,08

AA 0,27 0,12 0,40 0,10 0,54 0,33 0,38 0,21 0,52 0,83
AG 042 0,62 0,47 0,32 0,36 0,57 0,45 0,47 0,38 0,17
GG 031 0,27 0,13 0,58 0,10 0,10 0,17 0,31 0,10 0,0

100%

80% ~M—N—B—HN—N—8—8—N—F—B-

60% +— —B0— —B—m—=— —NB—B

w0 +l—u—B——N0BB0BRR

20% -0—N—B—8-0-RBB-00B

0% -

“w E L T »n 2 2 x T w
o ZzZ O v L S S Z x x
o w w
8 ° o = X =
=

Abb. 4-7: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs TGM1_.5 in den
einzelnen Rassen.
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TGM1_9 und TGM1_12
Die beiden SNPs TGM1_9 und TGM1_12 konnten nicht genotypisiert werden, sie

hatten eine call rate von 0%.

432LOR

4.3.2.1 Ergebnis von x2- und Fisher’s Exact Test

Die Frequenzen der Genotypen an der Position des SNPs LOR_chip (SNP s56889,
OART1: 109484830) sind auf Betrieb 2 hoch signifikant verschieden, sowohl im y2-Test
(p = 0,008) als auch im Fisher’s Exact Test (p = 0,005). Auf Betrieb 1 liegen die
Frequenzen knapp tiber der Signifikanzgrenze (p= 0,086 bzw. 0,104). Bei dem
Betrachten aller zur Verfiigung stehenden Daten von Betrieb 1 ist die Genotyp-
frequenz zwischen den erkrankten und gesunden Tieren jedoch weit vom
Signifikanzniveau entfernt (p= 0,140 bzw. 0,161). Auf Betrieb 3 waren die Genotyp-
frequenzunterschiede nicht signifikant (p = 0,774 bzw. 1,0) (Tab. 4-10).

Tab. 4-10: Anzahl der moderhinkepositiven und -negativen Schafe bzw. Schafe ohne
(nein) und mit (ja) Klauenbehandlung je Betrieb, die Genotypfrequenzen des
untersuchten SNPs LOR_chip sowie die Ergebnisse von x?- und Fisher’s Exact Test.

LOR_chip Signifikanz
Status n CC CT TT x> Fisher
Betrieb 1 negativ 61 0,84 0,16 0
(Moment) positiv 72 0,93 0,07 0 0,086 0104
Betrieb 1 negativ 48 0,83 0,17 0
0,140 0,161
(Dauer) positiv 85 0,92 0,08 0 !
. negativ 93 0,85 0,13 0,02
B t b 2 Ho% 3%
e positty 182 0,68 0,30 002 008 0005
nein 56 0,96 0,04 0
Betrieb ’ ’ 774 1
etrieb 3 ja 65 095 0,05 0 % AL
** = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% (p = 0,01)

4.3.2.2 Ergebnis der Varianzanalyse
Bei der Untersuchung mittels Varianzanalyse auf Betrieb 1 und 2 haben weder der
Genotyp, die Rasse noch das Gewicht einen signifikanten Einfluss auf den

Moderhinkestatus der Tiere.
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4.3.2.3 Genotypfrequenzen des SNPs auf Betrieb 2

Auf Betrieb 2 ist die Frequenz der Genotypen innerhalb der zwei Gruppen bei der
Untersuchung mittels %2 und des Fisher’s Exact Test hochsignifikant an der Position
des SNPs LOR_chip. Bei den moderhinkenegativen Tieren kommt der Genotyp CC
mit einer Frequenz von 0,85 hiufiger vor als bei den moderhinkepositiven mit einer
Frequenz von 0,68. Der heterozygote Genotyp CT ist seltener und hat in der Gruppe
der nicht an Moderhinke erkrankten Tiere eine Frequenz von 0,13, bei den moder-
hinkepositiven Schafen eine Frequenz von 0,30. Der homozygote Genotyp TT kommt

in beiden Gruppen mit einer Frequenz von 0,02 gleich selten vor (Abb. 4-8).

09 ——
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

negativ positiv

Betrieb 2

Abb. 4-8: Gegeniiberstellung der Genotypen zwischen moderhinkepositiven und -
negativen Tieren auf Betrieb 2 fiir den SNP LOR_chip.

4.3.2.4 Allel- und Genotypfrequenzen

LOR_chip

Die untersuchten Tiere der Rassen Graue Gehornte Heidschnucke und Schwarz-
kopfiges Fleischschaf sind monomorph fiir das C-Allel an der Position des SNPs
LOR_chip, bei ihnen kommt nur der Genotyp CC vor. Die Bentheimer Landschafe
und Coburger Fuchsschafe haben mit 0,61 bzw. 0,67 die niedrigste Frequenz.
Merinolandschafe, Merinofleischschafe, die Kreuzungstiere, die Braunen Bergschafe
und die Rohnschafe haben sehr dhnliche Frequenzen zwischen 0,86 und 0,97 (Tab. 4-
11, Abb. 4-9).
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Tab. 4-11: Allel- und Genotypfrequenz des SNPs LOR_chip (call rate 95,6%).

LOR_chip
MFx
BBS BENT COF GGH MFS ML ML MLX RH SKF
n 31 31 32 32 94 24 126 273 32 43

Cc 09 0,61 0,67 1,00 0,97 0,88 0,93 0,86 0,80 1,00
T 0,05 0,39 0,33 0,0 0,03 0,13 0,07 0,14 0,20 0,0

CC 0,90 0,42 0,44 1,0 0,95 0,75 0,87 0,74 0,63 1,0
CT 010 0,39 0,47 0,0 0,05 0,25 0,12 0,24 0,34 0,0
TT 0,0 0,19 0,09 0,0 0,0 0,0 0,01 0,02 0,03 0,0

100% r—m— BB

0% —lM— |——HNBB0B0 =0

% —lM—u—N0-B088000RR

sw0% 00000800 RB

20% +l—N—N0B8B0BBB0B

0% -
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COF
GGH
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MFxML
ML
MLX
RH

SKF

Abb. 4-9: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LOR_chip in den
einzelnen Rassen.

4.3.3 KGF

4.3.3.1 Ergebnis von x2- und Fisher’s Exact Test

Bei der Untersuchungen des KGF-Gens hat der Genotyp an Position SNP KGF_1 auf
Betrieb 1 bei der Momentaufnahme einen signifikanten Einfluss (p = 0,013 bzw. p =
0,018) auf den Moderhinkestatus. Nach Hinzuziehen der Daten aus den Vorjahren
und auf den anderen Betrieben ist weder die Genotypfrequenz fiir KGF_1 noch fiir

KGEF_2 signifikant (Tab. 4-12).
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Tab. 4-12: Anzahl der moderhinkepositiven und -negativen Schafe bzw. Schafe ohne
(nein) und mit (ja) Klauenbehandlung je Betrieb, die Genotypfrequenzen der
untersuchten SNPs KGF_1 und KGF_2 sowie die Ergebnisse von y?- und Fisher’s
Exact Test.

KGF_1 Signifikanz
Status n AA AC CC x> Fisher
U B B
o B B Q. QR
I BT R
Betrieb 3 nje;n ZZ 8 8:8; 8:Z§ 0314 0416
KGF_2 Signifikanz
Status n AA AG GG i Fisher
Momew) powtv % 017 0w ox 0% 100
basad i B 088 g g
anwr TS ON V08,
Betrieb 3 n:n ‘éz g:éz g:g(l) g:zz 0743 0,798
* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05)

4.3.3.2 Ergebnis der Varianzanalyse

Der SNP KGF_1 hat in der Varianzanalyse auf Basis der Daten von Betrieb 1 und 2
einen signifikanten Einfluss auf den Moderhinkestatus (Tab. 4-13). Dies deckt sich
insofern mit den Ergebnissen von y?- und Fisher’s Exact Test, da dort Betrieb 1 in der
Momentaufnahme ebenfalls eine Signifikanz der Genotypfrequenz fiir diesen SNP

zeigt. Weder Gewicht noch Rasse beeinflussen den Moderhinkestatus signifikant.

Tab. 4-13: Signifikanzniveaus fiir den Einfluss des Genotyps der SNPs KGF_1 und
KGF_2, der Rasse und des Gewichts auf den Moderhinkestatus.

Genotyp Rasse Gewicht
KGF_1 * n.s. n.s.
KGEF_2 n.s. n.s. n.s.
n.s. = nicht signifikant

* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05)
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4.3.3.3 Genotypfrequenzen des SNPs KGF_1 auf Betrieb 1

Bei dem SNP KGF_1 kommt der Genotyp AC auf Betrieb 1 in der Momentaufnahme
nur in der nicht an Moderhinke erkrankten Gruppe mit einer Frequenz von 0,08 vor.
Zieht man die Daten aus den Vorjahren hinzu dndert sich dieses Bild jedoch wieder,
der Genotyp AC tritt in beiden Gruppen auf, jedoch in der Gruppe der moderhinke-
negativen Tiere mit einer Frequenz von 0,06 haufiger als in der Gruppe der positiven
Tiere mit 0,02. Die Verteilung der Genotypen zwischen den erkrankten und

gesunden Tieren ist dabei nicht signifikant. Der Genotyp AA kommt nicht vor.

4.3.3.4 Allel- und Genotypfrequenzen

KGF_1

Rhonschafe haben fiir KGF_1 mit 0,44 die hochste Frequenz fur das A-Allel, die
Braunen Bergschafe mit 0,21 die zweithochste, wahrend die restlichen Rassen
maximal eine Frequenz von 0,10 haben. Graue Gehornte Heidschnucken und
Merinofleischschafe sind an dieser Position monomorph fiir Cytosin (Tab. 4-14, Abb.
4-10).

Der heterozygote Genotyp AC kommt mit 87% mit Abstand am haufigsten bei den
Merinolandschaf-Kreuzungstieren vor, gefolgt von 50% bei den Rhonschafen und
19% bei den Schwarzkopfigen Fleischschafen. Der Genotyp AA kommt nur bei den
Bentheimer Landschafen (0,03), Merinolandschaf-Kreuzungstieren (0,01) und den
Rhonschafen (0,19) vor (Tab. 4-14).

Tab. 4-14: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs KGF_1 (call rate 95,2%).
KGF_1

BBS BENT COF GGH MFS l\lcll:( ML MLX RH SKF

n 29 32 31 32 94 24 127 273 32 42
0,21 0,03 0,02 0,0 0,0 0,02 0,03 0,06 0,44 0,10
0,79 0,97 0,98 1,0 1,0 0,98 0,97 0,94 0,56 0,90

n »

AA 0,03 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,01 0,19 0,0
AC 035 0,06 0,03 0,0 0,0 0,04 0,06 0,12 0,50 0,19
CC 0,62 0,94 0,97 1,0 1,0 0,96 0,94 0,87 0,31 0,81
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Abb. 4-10: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs KGF_1 in den einzelnen
Rassen.

KGF_2

Die niedrigste Frequenz fiir das A-Allel haben die Rhénschafe mit 0,08, die Schwarz-
kopfigen Fleischschafe haben mit 0,49 die hochste. Die restlichen Rassen verteilen
sich zwischen diesen beiden Extremen. In der Gruppe der Merino-Schafe ist die
Frequenz fiir das A-Allel in der Rasse Merinofleischschaf mit einer Frequenz von
0,13 niedriger als bei den Merinofleischschaf-Merinolandschaf-Kreuzungstieren
(0,31), Merinolandschafen (0,38) und Merinolandschafkreuzungen (0,34) (Tab. 4-15,
Abb. 4-11).

Alle Genotypen sind in allen Rassen vertreten, jedoch mit stark variierenden
Frequenzen. So kommt der Genotyp AA bei Merinofleischschafen zu 2% vor, bei den
Coburger Fuchsschafen zu 47%. Die grofiten Unterschiede gibt es bei dem Genotyp
GG, von 20% bei den Coburger Fuchsschafen bis zu 87% bei den Rhonschafen. Die
Rhonschafe haben dahingegen mit 10% die niedrigste Frequenz des Genotyps AG,
die Schwarzképfigen Fleischschafen mit 60% die hochste (Tab. 4-15).
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Ergebnisse

Tab. 4-15: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs KGF_2 (call rate 83,2%).

KGEF_2
MEFx
BBS BENT COF GGH MFS ML ML MLX RH SKF
n 29 30 30 30 87 18 107 229 31 37

A 016 0,48 0,63 0,27 0,13 0,31 0,38 0,34 0,08 0,49
G 084 0,52 0,37 0,73 0,87 0,69 0,62 0,66 0,92 0,51

AA 0,03 0,27 0,47 0,13 0,02 0,06 0,16 0,13 0,03 0,19
AG 024 0,43 0,33 0,27 0,22 0,50 0,44 0,42 0,10 0,60
GG 0,72 0,30 0,20 0,60 0,76 0,44 0,40 0,45 0,87 0,22

100% i e —
80% +—H—N—N—N—F—H—N—8—F—8-
60% +~H—E—B—B—B—B—B—B—B—R-
40% +—H—B—HB—B—8—8R—B—3—8—8-

20% +-.—N—B—8— —B-B-0- B

.l | ]

Abb. 4-11: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs KGF_2 in den einzelnen
Rassen.

434 LAMC2
Von den elf ausgewédhlten SNPs im LAMC2-Gen konnte nur LAMC2_11 nicht

ausgewertet werden.

4.3.4.1 Ergebnis von y2- und Fisher’s Exact Test

Bei der Untersuchung der Genotypfrequenzen in der Gruppen der moderhinke-
positiven und -negativen Schafe innerhalb der Betriebe 1 und 2 bzw. der Tiere mit
Klauenbehandlungen auf Betrieb 3 mittels y2- und des Fisher’s Exact Test liegen vier
SNPs unterhalb bzw. an der Grenze des Signifikanzniveaus (Tab. 4-16).

Die Frequenz der Genotypen des SNPs LAMC2_1 ist auf Betrieb 1 bei der Moment-

aufnahme signifikant beim Fisher’s Exact Test (p = 0,046) bzw. knapp oberhalb des
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Signifikanzniveaus im y2-Test (p = 0,055). Auf Betrieb 2 liegt dieser SNP ebenfall nur
wenig iiber der Signifikanzgrenze (p = 0,06 bzw. p = 0,053). Betrachtet man alle
Daten auf Betrieb 1 sinkt die Signifikanz allerdings deutlich (p = 0,241 bzw. 0,237)
und befindet sich weit entfernt von der Signifikanzgrenze. Auf Betrieb 3 ist sie
ebenfalls nicht signifikant (p = 0,534 bzw. 0,539).

Auf Betrieb 3 gibt es hochsignifikante Unterschiede der Genotypfrequenzen fiir den
SNP TGM1_14 in den beiden Gruppen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1%
(p = 0,004). Auf Betrieb 2 ist die Frequenz der Genotypen des SNP nahe an der
Signifkanzgrenze (p = 0,062 bzw. 0,066), auf Betrieb 1 jedoch sind die Frequenz-
unterschiede der Genotypen sowohl in der Momentaufnahme wie auch bei
Betrachten aller Daten weit entfernt vom Signifikanzniveau (p = 0,801 bzw. 0,833 und
p = 0,713 bzw. 0,795).

Signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind ebenfalls die
Genotypenfrequenzen des SNP LAMC2_15 auf Betrieb 2 (p = 0,035) und Betrieb 3 (p
= 0,012 bzw. 0,014). Wie auch LAMC2_14 ist dieser SNP auf Betrieb 1 weder in der
Momentaufnahme (p = 0,7 bzw. 0,737) noch bei Einbeziehen aller zur Verfiigung
stehenden Daten (p = 0,594 bzw. 0,631) signifikant. Genotypfrequenzen knapp an der
Signifikanzgrenze hat der SNP LAMC2_18 auf Betrieb 3 (p = 0,056 bzw. 0,066).
Innerhalb der zwei Gruppen der Tiere mit bzw. ohne Klauenbehandlung im
Untersuchungszeitraum auf Betrieb 3 ist die Genotypfrequenz des SNP LAMC2_48
in den beiden Gruppen signifikant (p = 0,037 bzw. 0,019). Fiir die Tiere mit bzw.
ohne Moderhinkeinfektion auf Betrieb 1 und 2 ist die Genotypfrequenz in den beiden
Gruppen jedoch nicht signifikant.

Die Genotypfrequenzen der {iibrigen SNPs LAMC2_42, LAMC2 4, LAMC2_23,
LAMC2_51 und LAMC2_30 waren auf keinem der Betriebe signifikant.
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Ergebnisse

Tab. 4-16: Anzahl der moderhinkepositiven und -negativen Schafe bzw. Schafe ohne

(nein) und mit (ja) Klauenbehandlung je Betrieb, die Genotypfrequenzen der
untersuchten SNPs LAMC2_1, LAMC2_42, LAMC2_4, LAMC2_14, LAMC2_15,
LAMC2_18, LAMC2_23, LAMC2 48, LAMC2 51 und LAMC2_30 sowie die

Ergebnisse von y2- und Fisher’s Exact Test.

LAMC2_ 1 Signifikanz
Status n CC CT TT e Fisher
T B e
P R O
o TEWEI MM
Betrieb 3 n;’;n Zg g:z g:i g:g; 0534 0,549
LAMC2_42 Signifikanz
Status n GG GT TT x> Fisher
N R R e
0B
N I T R R
i 55 0,33 0,54 0,13
Betrieb 3 “;2“ o 050 058 012 0138 0,137
LAMC2_4 Signifikanz
Status n CC CT TT e Fisher
Momem) ot 7 on2 s gi O 089
o T TR TR T R
b2 ELE L 0l om0 om0 0%
Betrieb 3 njeain zg g:gg gji 8;;’ 0541 0,570
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LAMC2_14 Signifikanz

Status n CC CT TT e Fisher
R O B T A
N C B e
a0 o
Betrieb 3 nje;n ZZ gﬁ g:g‘é ggz 0,004%  0,004*
LAMC2_15 Signifikanz

Status n AA AT TT X2 Fisher
Momen) ot 66 o o o 070 0%
ol G A TR
T B L
Betrieb 3 “je;“ ;LZ 81? g:;f 822 0,012*  0,014*
LAMC2_18 Signifikanz

Status n CC CT 1T x> Fisher
Momeny posiv @ o1 0  om 0% 08
Pl . S
Bererz UEL 7 on om0 om 0% 0%
Betrieb 3 “jeai“ 22 8:(2 8:33 8:;; 0,056 0,066
LAMC2 23 Signifikanz

Status n AA AG GG %2 Fisher
T TR B .
Owe  poaw 8 o om om0 07
Bz UEL 7 o6 ox  oa VISt o7
Betrieb 3 n;“ 22 g:gi g:ég gigé 0363 0,388
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Ergebnisse

LAMC2_48 Signifikanz
Status n AA AG GG e Fisher
Betrieb 1 negativ 59 0,12 0,53 0,36
41 2!
(Moment) positiv 70 0,07 0,57 0,36 0.6 0,629
Betrieb 1 negativ 47 0,13 0,51 0,36
7 41
(Dauer) positiv 82 0,07 0,57 0,35 bes C=
. negativ 90 0,07 0,59 0,34
B 2 1 172
ctrieb positv. 178 0,12 0,48 040 018 0
nein 55 0,02 0,38 0,60
Betrieb 3 ’ ’ ’ 0,037* 0,019*
etne ja 66 0 0,20 0,80
LAMC2_51 Signifikanz
Status n AA AG GG x> Fisher
Betrieb 1 negativ 60 0,07 0,52 0,42
2 1
(Moment) positiv 72 0,07 0,50 0,43 0,98 /000
Betrieb 1 negativ 47 0,06 0,49 0,45
2
(Dauer) positiv 85 0,07 0,52 0,41 V22 Ve
R negativ 93 0,06 0,40 0,54
7
Betrieb2 L ditiv 179 0,10 0,41 0,49 0,55 0,563
nein 56 0,32 0,46 0,21
Betrieb 3 ’ ’ ’ 0,666 0,697
e ja 65 0,37 0,48 0,15
LAMC2 30 Signifikanz
Status n AA GA GG x> Fisher
Betrieb 1 negativ 59 0 0,03 0,97
(Moment) positiv 68 0 0,04 0,96 0,768 1,000
Betrieb 1 negativ 47 0 0,04 0,96
1
(Dauer) positiv 80 0 0,04 0,96 0,888 000
R negativ 88 0,01 0,77 0,22
Betrieb2 L sitiv 169 0,01 0,79 020 9% 0886
nein 52 0,02 0,08 0,90
Betrieb 3 0,529 0,616
etne ja 61 0,05 011 0,84
* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05)
** = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% (p = 0,01)

4.3.4.2 Ergebnis der Varianzanalyse

Bei der Varianzanalyse zur Untersuchung der fixen Effekte Genotyp, Rasse (ML,
MFxML, MLX) und Gewicht auf den Moderhinkstatus hatte nur der Genotyp des
SNP LAMC2_15 mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% einen signifikanten
Einfluss auf eine mogliche Moderhinkeerkrankung. Weder Rasse noch Gewicht

hatten einen signifikanten Einfluss (Tab. 4-17).
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Die Frequenz des Genotyps fiir den SNP LAMC2_15 war bereits bei y?- und Fisher’s
Exact Test auf Betrieb 2 (p = 0,035) und Betrieb 3 (p = 0,012 bzw. 0,014) signifikant
jedoch nicht auf Betrieb 1.

Tab. 4-17: Signifikanzniveaus fiir den Einfluss des Genotyps der SNPs LAMC2_1,
LAMC2_42, LAMC2_4, LAMC2_14, LAMC2_15, LAMC2_ 18, LAMC2 23,
LAMC2_48, LAMC2 51 und LAMC2_30, der Rasse und des Gewichts auf den
Moderhinkestatus.

Genotyp Rasse Gewicht

LAMC2_1 n.s. n.s. n.s.
LAMC2_42 n.s. n.s. n.s
LAMC2 4 n.s. n.s. n.s
LAMC2_14 n.s. n.s. n.s
LAMC2_15 * n.s. n.s
LAMC2_18 n.s n.s. n.s
LAMC2_23 n.s n.s. n.s
LAMC2_48 n.s n.s. n.s
LAMC2_51 n.s n.s. n.s
LAMC2_30 n.s n.s. n.s
n.s. = nicht signifikant

* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05)

4.3.4.3 Genotypfrequenzen signifikanter SNPs auf den Betrieben

Bei den nicht an Moderhinke erkrankten Tieren ist an der Position des SNPs
LAMC2_1 auf Betrieb 1 bei der Momentaufnahme vermehrt der homozygote
Genotyp TT mit einer Frequenz von 0,06 und der heterozygote Genotyp CT mit einer
Frequenz von 0,37 vertreten, bei den moderhinkekranken Schafen waren die
Frequenzen 0,0 bzw. 0,30 (Abb. 4-12). Auch wenn die Daten aus den Vorjahren hin-
zugezogen werden, kommt der Genotyp TT hidufiger bei den gesunden (0,6) als bei
den erkrankten Tieren (0,01) vor, allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant.
Auf Betrieb 2, dessen Genotypfrequenzen knapp an der Signifikanzgrenze liegen, ist
der homozygote Genotyp TT (0,15) in der Gruppe der moderhinkekranken Tiere um
rund 10 Prozentpunkte hoher als in der Gruppe der nicht erkrankten Schafe (0,05).
Die Frequenzen der Genotypen CC liegen bei 0,51 bei den negativen und 0,44 bei den
positiven Schafen, der Genotyp CT hat bei den nicht erkrankten Schafen eine

Frequenz von 0,44 und bei den positiven Tieren 0,41.
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Abb. 4-12: Gegentiberstellung der Genotypen zwischen moderhinkepositiven und -
negativen Tieren auf Betrieb 1 bei der Momentaufnahme fiir den SNP LAMC2_1.

Eine hochsignifikante Frequenz der Genotypen fiir den SNP LAMC2_14 ergibt sich
auf Betrieb 3. In der Gruppe der Tiere, die im Beobachtungszeitraum nie an den
Klauen behandelt wurden tritt der Genotyp CT vermehrt und als der mit Abstand
héufigste Genotyp auf (Frequenz 0,54). Bei den Tieren mit mindestens einer Klauen-
behandlung ist er der zweithdufigste Genotyp und liegt mit einer Frequenz von 0,26
um 28 Prozentpunkte unter der der Gruppe der nicht behandelten Schafe. Bei den
Tieren mit Klauenbehandlung ist der Genotyp TT am hé&ufigsten vertreten (Frequenz
0,59), bei den nicht behandelten Tieren liegt er bei 0,33. Der Genotyp CC ist in beiden
Gruppen fast gleich héufig, 0,13 bei in der Gruppe der nicht behandelten und 0,15 bei
den behandelten Schafen (Abb. 4-13).

Auch auf Betrieb 2 sind die Unterschiede in der Nihe der Signifikanzgrenze. In der
Gruppe der moderhinkenegativen Tiere ist der Genotyp TT seltener (0,10) als in der
Gruppe der moderhinkepositiven Tiere (0,18) vertreten. Der heterozygote Genotyp
CT ist bei den nicht erkrankten Schafen haufiger (0,56) als bei den erkrankten Tieren
(0,43).
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Abb. 4-13: Gegeniiberstellung der Genotypen zwischen Tieren mit Klauenbe-
handlung und ohne auf Betrieb 3 fiir den SNP LAMC2_14.

Sowohl auf Betrieb 2 als auch auf Betrieb 3 ergeben sich signifikante Unterschiede in
den Genotypfrequenzen der moderhinkepositiven und negativen bzw. der an den
Klauen behandelten und nicht behandelten Tiere fiir den SNP LAMC2_15.

Bei beiden Betrieben ist in der Gruppe der nicht erkrankten der Genotyp AT haufiger
vertreten (0,55 bzw. 0,46). Der heterozygote Genotyp TT wiederum tritt vermehrt bei
den erkrankten Tieren auf, in der Gruppe der moderhinkenegativen Schafe mit einer
Frequenz von 0,22 und bei den Tieren mit Klauenbehandlung mit einer Frequenz
von 0,68. Der homozygote Genotyp AA verhilt sich auf den Betrieben jeweils
gegenldufig. So ist er auf Betrieb 2 in der Gruppe der moderhinkekranken Tieren
(0,38) geringfiigig hoher als in der Gruppe der gesunden (0,35). Auf Betrieb 2 ist er in
der Gruppe der an den Klauen behandelten Schafe (0,11) niedriger als in der nicht
behandelten Gruppe (0,15). Auf beiden Betrieben unterscheiden sich die Gruppen
kaum in der Frequenz des AA-Genotyps (Abb. 4-14).

82



Ergebnisse

0,8
07 ,
06 -
0,5 +— ",\‘!3?

0’4 T '. "" I‘«‘);“y% | | AA
03 1 il -

02 +HlR—BBw— Nl — ol

01—l w—l
0 1) I

negativ positiv nein ja ‘

Betrieb 2 ‘ Betrieb 3 ‘

Abb. 4-14: Gegentiberstellung der Genotypen zwischen moderhinkepositiven und -
negativen Tieren in Betrieb 2 und Tieren mit und ohne Klauenbehandlung auf
Betrieb 3 fiir den SNP LAMC2_15.

Der SNP LAMC2_48 hat auf Betrieb 3 bei y2- und bei Fisher’'s Exact Test eine
signifikant unterschiedliche Genotypfrequenz mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5%. Bei den Tieren mit Klauenbehandlung tritt der Genotyp AA mit einer
Frequenz von 0,02 auf. Bei den Tieren, die im Untersuchungszeitraum nicht an den
Klauen behandelt wurden kommt er nicht vor. Auch der homozygote Genotyp GG
ist bei der Gruppe der behandelten Tiere mit 0,8 um 20 Prozentpunkte hoher als in
der Vergleichsgruppe, der Genotyp GG ist in beiden Gruppen der hiufigste (Abb. 4-
15).

0,9 +
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0,6
0,5
0,4 +——
0,3
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0,1

0

nein ja

Betrieb 3 ‘

Abb. 4-15: Gegeniiberstellung der Genotypen zwischen Tieren mit Klauenbe-
handlung und ohne auf Betrieb 3 fiir den SNP LAMC2_48.
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4.3.4.4 Allel- und Genotypfrequenzen

LAMC2_ 1

Bei der Genotypisierung des LAMC2_1 SNPs haben die Grauen Gehornten
Heidschnucken mit 0,39 die deutlich niedrigste Frequenz fiir das C-Allel im
Vergleich zu den iibrigen Rassen. Die zweitniedrigste Frequenz haben die Bent-
heimer Landschafe (0,53) wéhrend die restlichen Rassen Werte zwischen 0,67 und
0,92 aufweisen (Tab. 4-18, Abb. 4-16).

Der homozygote Genotyp TT tritt in der Population der Bentheimer Landschafe und
Coburger Fuchsschafe nicht auf. Bei den Merinoschafenrassen und bei den
Schwarzkopfigen Fleischschafen hat er maximal eine Frequenz von 5%. Nur bei den
Bentheimer Landschafen (0,56) und Grauen Gehornten Heidschnucken (0,45) ist der

Genotyp CT der haufigste, bei allen iibrigen Rassen ist CC am haufigsten (Tab. 4-18).

Tab. 4-18: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_1 (call rate 94,4%).
LAMC2_1

BBS BENT COF GGH MFS 1\16[1:( ML MLX RH SKF

n 31 32 32 31 94 23 123 268 32 43

c 087 0,53 0,92 0,39 0,76 0,76 0,81 0,67 0,75 0,80
T 013 0,47 0,08 0,61 0,24 0,24 0,19 0,33 0,25 0,20

CC 0,74 0,25 0,84 0,16 0,56 0,57 0,65 0,46 0,53 0,65
CT 026 0,56 0,16 0,45 0,38 0,39 0,33 0,42 0,44 0,30
TT 0,0 0,19 0,0 0,39 0,05 0,04 0,02 0,12 0,03 0,05

100% Tp— B R R R

80%

60%

40%

20%

0%

[%] = L T w — - > T [T
Q@ z O v £ = =2 2 = F
=) O )
o o =2 x S
=

Abb. 4-16: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_1 in den
einzelnen Rassen.
84



LAMC2_42

Ergebnisse

Die Werte der Allelfrequenzen bewegen sich zwischen der niedrigsten Frequenz fiir

das G-Allel bei den Bentheimer Landschafen mit 0,47 und der hochsten bei den

Merinofleischschafen mit 0,73 (Tab. 4-19, Abb. 4-17).

Der Genotyp GG ist nur bei den Grauen Gehornten Heidschnucken und den

Merinofleischschafen mit jeweils 52% der héufigste. Bei den iibrigen untersuchten

Rassen ist der heterozygote Genotyp GT am haufigsten vertreten. Der TT-Genotyp ist

bei Bentheimer Landschafen (0,25), Merinolandschaf-Kreuzungen (0,27) und

Schwarzkopfigen Fleischschafen (0,30) am zweithdufigsten vertreten (Tab. 4-19).

Tab. 4-19: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_42 (call rate 93,5%).

LAMC2_42
MFx
BBS BENT COF GGH MFS |~ ML MLX RH SKF
n 31 32 31 31 94 23 122 264 32 43
G 068 047 055 069 073 059 064 048 056 041
T 032 053 045 031 027 041 035 052 044 0,59
GG 042 019 019 052 052 035 040 022 031 012
GT 052 05 071 036 042 048 050 052 050 058
TT 006 025 010 013 006 017 010 027 019 030
100%
80% 1 ——F — 1 ——F— = — -
60% —l— ——0—N0~=—B— — -
0% 000800800 = T
G
20% +H—N0—0B-0-0808BBBR
0% -
1%} = [V wv - > [V,
2g85g8z53:2z23

MFxML

Abb. 4-17: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_42 in den
einzelnen Rassen.
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LAMC2 4

Die Frequenzen fiir das C-Allel bewegen sich zwischen 0,05 bei den
Merinofleischschafen und 0,47 bei den Schwarzkopfigen Fleischschafen (Tab. 4-20,
Abb. 4-18).

Der Genotyp CC kommt in der Population der Merinofleischschafe nicht vor, die
hochste Frequenz hat er bei den Schwarzkopfigen Fleischschafen (0,23). Auch der
heterozygote Genotyp CT hat von allen Rassen die niedrigste Frequenz bei den
Merinofleischschafen (0,10), bei welchen 90% den Genotyp TT haben. Die hochste
Frequenz fiir den CT-Genotyp haben die Bentheimer Landschafe mit 59%. Auch bei
Coburger Fuchschafen, Grauen Gehornten Heidschnucken, Merinolandschaf-
Kreuzungen und Rhonschafen ist er mit iiber 50% vertreten und ist damit in diesen

Rassen der jeweils hdufigste Genotyp (Tab. 4-20).

Tab. 4-20: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_4 (call rate 95,7%).
LAMC2_4

BBS BENT COF GGH MFS ]\1&1;3( ML MILX RH SKF

n 31 32 32 32 94 24 126 273 32 43

C 016 0,39 0,36 0,28 0,05 0,21 0,33 0,45 0,38 0,47
T 084 0,61 0,64 0,72 0,95 0,79 0,67 0,55 0,63 0,53

cCc 00 0,09 0,09 0,03 0,0 0,04 0,11 0,18 0,13 0,23
CT 032 0,59 0,53 0,50 0,10 0,33 0,44 0,54 0,50 047
TT 0,68 0,31 0,38 0,47 0,90 0,63 0,45 0,29 0,38 0,30

100%
80% +M—N—N—B—B—N—N—B—8—N-
60% +—M—N—N—B—B—N—N—B—8—N-

40% —-B—8 888NN 85 8-

20% +—N—W—B— — I —————
o L1 :

Abb. 4-18: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_4 in den
einzelnen Rassen.
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LAMC2_11
Der SNP LAMC2_11 hatte bei der Genotypisierung eine call rate von 0% und konnte

deswegen nicht ausgewertet werden.

LAMC2_14

Die Frequenzen fiir das C-Allel bewegen sich fiir alle Rassen zwischen 0,21 und 0,73.
Die niedrigste Frequenz fiir Cytosin haben die Merinofleischschafe mit 0,21, die
hochste die Bentheimer Landschafe mit 0,73. Bei den Braunen Bergschafen haben
beide Allele eine Frequenz von 0,5. Ebenso verhilt es sich bei den Merinolandschaf-
Merinofleischschaf-Kreuzungstieren, welche damit zwischen den Frequenzen von
Merinofleischschafen (C-Allel 0,21) und Merinolandschafen (C-Allel 0,64) liegen
(Tab. 4-21, Abb. 4-19).

Der CC-Genotyp ist mit 2% bei den Merinofleischschafen am niedrigsten und mit
55% bei den Bentheimer Landschafen am h&ufigsten vertreten. Der Genotyp TT
kommt mit 7% am seltensten bei den Schwarzkopfigen Fleischschafen vor. Die
hochste Frequenz hat er bei den Merinofleischschafen mit 60%. Die Unterschiede im
Auftreten des heterozygoten Genotyps CT zwischen den Rassen sind mit maximal 19

Prozentpunkten niedriger als in den beiden homozygoten Genotypen (Tab. 4-21).

Tab. 4-21: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_14 (call rate 94,4%).
LAMC2_14

BBS BENT COF GGH MFS I;I/[l;‘x ML MLX RH SKF

n 32 31 31 32 94 23 123 268 32 43

CcC 050 0,73 0,63 0,39 0,21 0,50 0,64 0,61 0,42 0,71
T 0,50 0,27 0,37 0,61 0,79 0,50 0,36 0,39 0,58 0,29

CC 031 0,55 0,39 0,09 0,02 0,22 0,41 0,37 0,16 0,49
CT 038 0,36 0,48 0,59 0,38 0,57 0,46 0,48 0,53 0,44
TT 0,31 0,10 0,13 0,31 0,60 0,22 0,13 0,15 0,31 0,07
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Abb. 4-19: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_14 in den
einzelnen Rassen.

LAMC2_15

Bei der Genotypisierung haben Merinofleischschafe mit 0,19 die niedrigste Frequenz
fiir das A-Allel. Die hochste Frequenz haben die Schwarzkopfigen Fleischschafe mit
0,70 und die Bentheimer Landschafe mit 0,72. Bei den Merinolandschaf-
Merinofleischschaf-Kreuzungstieren kommen beide Alle mit jeweils 0,5 gleich héufig
vor (Tab. 4-22, Abb. 4-20).

Bei Merinolandschaf-Merinofleischschaf-Kreuzungstieren treten die beiden homo-
zygoten Genotypen jeweils bei 22% der untersuchten Tiere auf. Die Verteilung
innerhalb der Rassen Bentheimer Landschaf und Schwarzkopfiges Fleischschaf sind
anndhernd gleich. Bei beiden kommt der Genotyp TT mit 9% am seltensten vor, die
Genotypen AA und AT fast gleich hidufig. Bei den Merinofleischschafen tritt der
Genotyp AA in 2% der Population auf, der Genotyp TT bei 65% (Tab. 4-22).
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Tab. 4-22: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_15 (call rate 89,6%).
LAMC2_15

BBS BENT COF GGH MFS l\lcll;x ML MLX RH SKF

n 25 32 30 31 85 28 119 236 32 31
0,38 0,72 0,62 0,39 0,19 0,50 0,63 0,60 0,42 0,70
0,62 0,28 0,38 0,61 0,81 0,50 0,37 0,40 0,58 0,30

- >

AA 016 0,54 0,40 0,10 0,02 0,22 0,40 0,37 0,16 0,50
AT 044 0,37 0,43 0,58 0,33 0,57 0,45 0,46 0,53 0,41
TT 040 0,09 0,17 0,32 0,65 0,22 0,14 0,17 0,31 0,09

100% i —
80% +—H—N—N—8—N—F —8—8—F—F -
60% +—I —H—m— — — —B—a— —B-
0% +-—HB—HB—2— —HB—B—8B—u—B-

20% 0—N—B-B—=20BB0B0
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Abb. 4-20: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_15 in den
einzelnen Rassen.

LAMC2_18

Die Allelfrequenzen der einzelnen Rassen variieren von 0,04 fiir das C-Allel bei den
Merinofleischschafen bis zu 0,69 fiir dasselbe Allel bei den Bentheimer Landschafen.
Die Braunen Bergschafe haben die gleiche Allelverteilung wie die Merinolandschafe
mit 0,42 fir das C-Allel. Die Merinolandschaf-Merinofleischschaf-Kreuzungstiere
befinden sich mit ihrer Allelfrequenz (C = 0,26) zwischen den Frequenzen der
Merinofleischschafe (0,04) und -landschafe (0,42) (Tab. 4-23, Abb. 4-21).

Die Verteilung der Genotypen ist in den Rassen Graue Gehornte Heidschnucke und
Rhonschaf sowie den Kreuzungstieren aus Merinolandschaf mit Merinofleischschaf
fast identisch. Bei allen ist der CC-Genotyp mit 3-4% am seltensten, der Genotyp TT
(56%, 52% und 63%) am h&ufigsten vertreten. Bei den Merinofleischschafen kommt

mit 94% fast ausschliefSlich der TT-Genotyp vor. Am seltensten ist dieser Genotyp bei
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den Bentheimer Landschafen (9%). Bei ihnen kommt der CC-Genotyp mit 47% am
hiufigsten innerhalb der Population wie auch im Vergleich mit den anderen Rassen
vor. Der heterozygote Genotyp CT kommt bei allen betrachteten Rassen mit 40-50%
vor, eine Ausnahme bilden nur die Merinofleischschafe, wo er nur bei 5% der

untersuchten Tiere auftritt (Tab. 4-23).

Tab. 4-23: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_18 (call rate 94,3%).
LAMC2_18

BBS BENT COF GGH MFS 1\:41? ML MLX RH SKF

n 32 32 31 32 94 23 122 268 32 43
C 0,42 0,69 0,60 0,23 0,04 0,26 0,42 0,37 0,20 0,55
T 0,58 0,31 0,40 0,77 0,96 0,74 0,58 0,63 0,80 0,45

CC 0,22 0,47 0,36 0,03 0,01 0,04 0,16 0,12 0,03 0,30
CT 041 0,44 0,48 0,41 0,05 0,44 0,53 0,50 0,34 0,49
TT 0,38 0,09 0,16 0,56 0,94 0,52 0,32 0,38 0,63 0,21
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Abb. 4-21: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_18 in den
einzelnen Rassen.

LAMC2_23

An der Position des SNPs LAMC2_23 variiert die Frequenz fiir das A-Allel von 0,69
bei den Bentheimer Landschafen bis 0,03 bei den Merinofleischschafen. Bei den
Braunen Bergschafen, Coburger Fuchsschafen und Merinolandschafen treten beide

Allele mit anndhernd derselben Frequenz auf (Tab. 4-24, Abb. 4-22).
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Der homozygote Genotyp AA kommt bei den Merinofleischschafen nicht vor. Bei
den Bentheimer Landschafen ist er mit 47% sowohl innerhalb der Rasse wie auch
beim Vergleich aller Rassen am hiufigsten. Bei der Verteilung der Genotyp-
frequenzen bilden die Merinofleischschafe, die mit 94% fast homozygot fiir den GG-
Genotyp sind eine Ausnahme. Bei den tibrigen Rassen und Kreuzungstieren ist der
Genotyp AG mit durchschnittlich 42% vertreten. Der Genotyp GG schwankt von 9%
bei den Bentheimer Landschafen bis zu 63% bei den Rhénschafen (Tab. 4-24).

Tab. 4-24: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_23 (call rate 94,4%).
LAMC2 23

BBS BENT COF GGH MFS 1;\4/[12( ML MLX RH SKF

n 32 32 32 32 94 22 123 268 32 42
A 042 0,69 0,56 0,23 0,03 0,27 0,41 0,29 0,20 0,26
G 058 0,31 0,44 0,77 0,97 0,73 0,59 0,71 0,80 0,74

AA 0,22 0,47 0,28 0,03 0,0 0,5 0,15 0,06 0,03 0,10
AG 041 0,44 0,56 0,41 0,06 0,46 0,42 0,46 0,34 0,33
GG 0,38 0,09 0,16 0,56 0,94 0,50 0,33 0,47 0,63 0,57

100%
80% + — —b————— -
60% —N—B—H0—B—H—B—N—8—N—B8-
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Abb. 4-22: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_23 in den
einzelnen Rassen.

LAMC2_48
Die Allelfrequenzen des SNP LAMC2_48 schwanken um bis zu 34% zwischen den
Rassen. Die niedrigste Frequenz fiir das A-Allel haben die Schwarzkopfigen Fleisch-

schafe (0,07), die Hochste haben die Merinofleischschaf-Merinolandschaf-
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Kreuzungstiere (0,41). Braune Bergschafe, Bentheimer Landschafe, Coburger
Fuchsschafe, Merinolandschafe, Rhonschafe sowie die beiden Merinoschaf-
Kreuzungen haben annihernd die gleich Verteilung fiir das A-Allel von 0,30 bis 0,39.
Die Grauen Gehornten Heidschnucken, Merinofleischschafe und Schwarzkopfigen
Fleischschafe haben eine deutlich geringere Frequenz des A-Allels mit 0,16, 0,18 bzw.
0,07 (Tab. 4-25, Abb. 4-23).

Bei den Braunen Bergschafen hat die Hilfte der Tiere den GG-Genotyp, bei den
Coburger Fuchsschafen und Merinolandschafen den AG-Genotyp. Der AA-Genotyp
kommt bei den Schwarzkopfigen Fleischschafen und den Grauen Gehdrnten
Heidschnucken nicht vor. Die hochste Frequenz hat er bei den Merinofleischschaf-

Merinolandschaf-Kreuzungstieren mit 13% (Tab. 4-25).

Tab. 4-25: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_48 (call rate 94,4%).
LAMC2_48

BBS BENT COF GGH MFS I\lcll;x ML MLX RH SKF

n 32 32 32 32 94 23 123 266 32 43

A 030 0,39 0,34 0,16 0,18 041 0,33 0,36 0,31 0,07
G 070 0,61 0,66 0,84 0,82 0,59 0,67 0,64 0,69 0,93

AA 0,09 0,09 0,09 0,0 0,01 0,13 0,08 0,10 0,09 0,0
AG 041 0,59 0,50 0,31 0,34 0,57 0,50 0,52 0,44 0,14
GG 0,50 0,31 0,41 0,69 0,65 0,30 0,42 0,38 0,47 0,86
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Abb. 4-23: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_48 in den
einzelnen Rassen.
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LAMC2_51

Bei dem SNP LAMC2_51 haben die Bentheimer Landschafe die niedrigste Frequenz
fir Adenin mit 0,19, wohingegen die Merinofleischschafe mit 0,66 die hochste
Frequenz aufweisen. Die Allele sind bei Grauen Gehornten Heidschnucken und
Rhonschafen in etwa gleich hiufig, mit einer Frequenz des A-Allels von 0,45 bzw.
0,47 (Tab. 4-26, Abb. 4-24).

Der Genotyp AA spielt bei den Bentheimer Landschafen (0%), Braunen Bergschafen
(3%), Coburger Fuchsschafen (3%) und Merinolandschafen sowie deren Kreuzungen
(jeweils 9%) nur eine untergeordnete Rolle. Bei den Merinofleischschafen ist er mit
40% knapp der Zweith4ufigste. Die Merinofleischschafe haben als einzige nur bei 7%
den GG-Genotyp und liegen 15 Prozentpunkte unter der ndchsthéheren Frequenz fiir
diesen Genotyp bei den Merinolandschaf-Merinofleischschaf-Kreuzungstieren. Die
hochste Frequenz fiir den Genotyp GG haben die Bentheimer Landschafe mit 63%,
gefolgt von den Braunen Bergschafen (58%), Merinolandschaf-Kreuzungstieren
(51%) und Coburger Fuchsschafen (50%). Die Halfte der Rhonschafe hat den hetero-
zygoten Genotyp AG. Auch bei den Coburger Fuchsschafen, Grauen Gehdrnten
Heidschnucken, Merinofleisch- und Merinolandschafen hat jeweils circa die Halfte

der untersuchten Tiere diesen Genotyp (Tab. 4-26).

Tab. 4-26: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_51 (call rate 95,2%).

LAMC2_51
MEFx
BBS BENT COF GGH MFS ML ML MLX RH SKF
n 31 32 32 32 94 23 126 270 32 43

A 023 0,19 0,27 0,45 0,66 0,43 0,33 0,29 0,47 0,35
G 077 0,81 0,73 0,55 0,34 0,57 0,67 0,71 0,53 0,65

AA 0,03 0,0 0,03 0,19 0,40 0,09 0,09 0,09 0,22 0,19
AG 039 0,38 0,47 0,53 0,52 0,70 0,48 0,41 0,50 0,33
GG 0,58 0,53 0,50 0,28 0,07 0,22 0,44 0,51 0,28 0,49
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Abb. 4-24: Gegentiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_51 in den
einzelnen Rassen.

LAMC2_30

An der Position der SNPs LAMC2_30 tritt bei den meisten der untersuchten Rassen
tiberwiegend oder ausnahmslos das Guanin auf. Eine Ausnahme bilden nur die
Schwarzkopfigen Fleischschafe und Coburger Fuchsschafe mit Frequenzen fiir das
A-Allel von 0,28 bzw. 0,14 (Tab. 4-27, Abb. 4-25).

Der Genotyp AA kommt nur bei den Coburger Fuchsschafen (6%), den
Merinolandschaf-Kreuzungstieren (1%) und den Schwarzkopfigen Fleischschafen
(10%) vor. Die niedrigste Frequenz fiir den GG-Genotyp haben mit 55% die
Schwarzkopfigen Fleischschafe, gefolgt von den Coburger Fuchsschafen und
Merinolandschafkreuzungstiere mit jeweils 78%. Die Grauen Gehornten Heid-
schnucken, Rhonschafe und Merinolandschaf-Merinofleischschaf-Kreuzungstiere

sind homozygot fiir den GG-Genotyp (Tab. 4-27).

Tab. 4-27: Allel- und Genotypfrequenzen des SNPs LAMC2_30 (call rate 90,8%).

LAMC2_30
MFx
BBS BENT COF GGH MFS ML ML MLX RH SKF
n 30 31 32 31 90 22 122 255 32 38

A 0,05 0,08 0,14 0,0 0,02 0,0 0,03 0,11 0,0 0,28
G 0,95 0,92 0,86 1,0 0,98 1,0 0,97 0,89 1,0 0,72

AA 0,0 0,0 0,06 0,0 0,0 0,0 0,0 0,01 0,0 0,10
AG 010 0,16 0,16 0,0 0,04 0,0 0,06 0,20 0,0 0,34
GG 090 0,84 0,78 0,1 0,94 0,1 0,93 0,78 0,1 0,55
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Abb. 4-25: Gegeniiberstellung der Allelfrequenzen des SNPs LAMC2_30 in den
einzelnen Rassen.
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5 Diskussion

In den vier Kandidatengenen wurden die vollstindigen Exonbereiche sowie an-
grenzende Intronabschnitte sequenziert und untersucht. Trotz der Arbeiten des
International Sheep Gene Consortiums (ISGC), welches seit 2009 an einer voll-
stindigen Referenzsequenz arbeitet, und eines seit Kurzem verfiigbaren SNP Chips
fiir das Schaf (Archibald et al. 2010) sind viele Gensequenzen noch nicht in der
GenBank verdffentlicht. Fiir die Auswahl der Primer und als Referenz wurden
deswegen hauptsichlich die entsprechenden Rindersequenzen verwendet. Primer
nahe verwandter Arten konnen hiufig erfolgreich eingesetzt werden (Moore et al.
1991, Cockett et al. 1994). Dies hat sich fiir die Gene TGM1, KGF und LAMC2
bestitigt. Lediglich die Amplifizierung des LOR-Gens war nur mit Primern auf Basis

der ovinen Sequenz, welche zwischenzeitlich verfiigbar wurde, erfolgreich.

Fiir das TGM1-Gen des Schafs gibt es in der GenBank keine Sequenzinformationen
(Abruf 28.02.2012), es ist nur wenig untersucht. Die ermittelte kodierende Sequenz
des ovinen TGM1-Gens ist 2502 Basen lang. Sie stimmt zu 96% mit der um 39 Basen
langeren Sequenz des Rindes (NM_001010991.1) tiberein bzw. zu 88% mit der um 48
Basen kiirzeren humanen kodierenden Sequenz (NM_000359.2). Die grofite Ab-
weichung zwischen der ovinen und der bovinen Sequenz ist im Exon 2. Dort fehlen
beim Schaf, im Vergleich zum Rind, 42 Basen und somit 14 Aminosduren. Die
humane Sequenz ist in diesem Bereich hingegen weitere 30 Basen kiirzer als die
ermittelte ovine. Trotz dieser grofsen Unterschiede in der Lédnge der Aminosdure-
sequenz wird ein voll funktionstiichtiges Enzym gebildet. Dardano ef al. (2007)
stellten bei ihren Untersuchungen fest, dass das Exon 2 beim Rind eine lingere
Sequenz hat als beim Menschen. SNPs in diesem Exon hatten keine Auswirkungen
auf die Funktion des Gens. Auch Credille ef al. (2001) fanden die hochste Divergenz
zwischen den Spezies im Exon 2 und vermuten, dass diese Region eine spezialisierte

oder spezies-spezifische Funktion hat.
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Die Analyse des LOR-Gens stellte sich als schwierig heraus. Fiir das Gen liegen keine
Sequenzinformationen fiir das Schaf vor (GenBank Abruf 28.02.2012) und auch der
entsprechende Abschnitt der Referenzsequenz des ISGC ist sehr liickenhaft.

Primer auf Basis der Rindersequenz waren bei diesem Gen nicht erfolgreich. Die
Amplifizierung des Gens gelangt mit Primern auf Basis des Sheep Genome v2.0
(ISGC), welches wihrend der Arbeiten an diesem Gen offentlich zugéanglich wurde.
Die Schwierigkeiten konnten daran liegen, dass die Divergenz der ermittelten
kodierenden Sequenz des Schafes mit der mRNA von Rind und Mensch 7% bzw.
27% betragt. Somit ist das LOR von den untersuchten Genen dasjenige mit der
grofiten Variabilitidt zwischen den Spezies. Die kodierende Sequenz ist 95 Basen
kiirzer als der kodierende Bereich der mRNA Referenzsequenz NM_001113757.1 des
Rindes bzw. 126 Basen kiirzer als die Btau_4.2 Referenzsequenz NC_007301.4. Die
bovine mRNA Sequenz (NM_001113757.1) hat zwei Insertionen von 36 und 33 Basen
und endet 100 Basen vor der Btau_4.2 Referenzsequenz, ist jedoch im Gegensatz zur
Btau_4.2 Sequenz nicht verifiziert. Diese Varianz bei den bovinen Sequenzen lasst
den Schluss zu, dass das Gen grofle Variablitit tolerieren kann, ohne dass es zu einer
Beeintrichtigung des Produkts kommt. Auch konnten sich die Probleme bei der
Amplifizierung durch eine hohe Variabilitdt der Sequenzen vor allem im Intron-
bereich erkliren.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden in diesem Gen keine SNPs identi-
fiziert. Fiir das Rind sind zw6lf im Exonbereich liegende SNPs und sechs in Intron-
bereichen in der SNP-Datenbank des NCBI verfiigbar. Fiir den Menschen sind alleine
sechzehn im Exonbereich vorhanden. Aufgrund dieser Anzahl an SNPs in der rund
1kb langen kodierenden Sequenz bei anderen Spezies war es iiberraschend, dass in
der vorliegenden Arbeit keine Sequenzvarianten gefunden wurden. Auch die ver-
hiltnisméflig geringe Konservierung zwischen den Spezies im Vergleich mit den
anderen untersuchten Genen ldsst die Vermutung zu, dass Mutationen in diesem
Gen weniger ins Gewicht fallen. Aus diesem Grund ist das Fehlen jeglicher SNPs
erstaunlich. Geht man jedoch von der Annahme aus, dass alle 500-1000 Basen ein
SNP vorkommt und die meisten davon sich in Intronbereichen befinden (Bentley

2004), lasst es sich erkldren. Die kodierende Sequenz des Schafes besteht aus einem
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Exon mit 888 bp. Sie hat somit eine Linge, in welcher durchschnittlich nur ein SNP
vorkommt. Zusitzlich handelt es sich um einen Exonbereich, in welchem die SNPs

noch seltener sind.

Die cDNA des ovinen KGF wurde erfolgreich kloniert (Mitchell & McInnes 1998) und
die mRNA-Sequenz ist verfiigbar (NM_001009235.1). Die kodierende Sequenz hat
dieselbe Linge wie die in dieser Arbeit ermittelte. An Position 477 (C = T), 505 (C =
T), 506 (A = C), 510 (G = A) und 582 (C = T) der kodierenden Sequenz gibt es
zusitzliche Sequenzvarianten. Mit einer Lange von 588 Basen ist die Sequenz des
Schafes genauso lang wie die bovine Sequenz (NM_001193131.1), mit welcher sie zu
98% iibereinstimmt. Die gleiche Prozentzahl an Ubereinstimmung teilt sie auch mit
dem Rothirsch. Sie ist eine Base kiirzer als die humane kodierende mRNA
(NM_002009.3), welcher sie zu 94% gleicht. Auch die Sequenzen von Hund, Schwein
und Pferd dhneln zu 95% der ermittelten ovinen Sequenz. Das Gen ist Spezies
tibergreifend stark konserviert. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass das Gen-
produkt eine wichtige Rolle spielt. Auch eine geringe Toleranz fiir Strukturver-
dnderungen im keratinocyte growth factor und somit in seinem kodierenden Gen
kann die Ursache dafiir sein. Fiir das Rind gibt es keine Eintridge in der SNP-Daten-
bank des NCBI, fiir den Menschen sind sechs SNPs bekannt. Auch diese geringe
Anzahl an SNPs unterstiitzt die Vermutung, dass Mutationen in KGF-Gen weniger

gut kompensiert werden konnen.

Fir das Schaf ist eine mRNA-Sequenz des LAMC2 in der GenBank verdffentlicht
(NM_001142358.1). Diese Sequenz ist bis auf drei zusitzliche SNPs identisch mit der
in der vorliegenden Arbeit ermittelten. Am 3’ Ende ist sie 10 Basen ldnger als die
Sequenz des Rindes (NC_007314.3). Die Ubereinstimmung mit der kodierenden
mRNA-Sequenz des Rindes (XM_588297.4) und des Menschen (NM_005562.2)
betrégt 96% bzw. 87%. Das LAMC2-Gen ist mit einer kodierenden Sequenz von 3576
Basen und 23 Exons das lingste der untersuchten Gene.

Von den 14 SNPs in Exonbereichen fiihren fiinf zu einer Anderung der Aminosiure-

sequenz (Tab. 5-1). Das Gen hat von den untersuchten die hochste Frequenz an SNPs

98



Diskussion

im kodierenden Bereich, es kommt im Schnitt alle 255 Basen zu einem Austausch, bei
TGM1 alle 626 und bei KGF alle 588 Basen. Dies entspricht fiir das LAMC2-Gen einer
verhiltnisméBig hohen SNP-Frequenz im Vergleich zum durchschnittlich Auftreten

von einer Sequenzvariante alle 500-1000 Basen (Bentley 2004).

Tab. 5-1: SNPs im LAMC2-Gen, welche zu einer Anderung der Aminosdurensequenz
fiihren.

SNP-Name  Lokalisation SNP Aminosduresequenz
LAMC2_41  Exon 3, Pos. 99 T=C Phenylalanin = Leucin
LAMC2_44  Exon11, Pos. 55 G=A Arginin = Histidin
LAMC2_ 24  Exon 14, Pos. 49 A=G Glutaminsdure = Glycin
LAMC2 51  Exon 17, Pos. 95 A=G Histidin = Arginin

LAMC2_ 30  Exon 20, Pos. 137 G=A Asparaginsdure = Asparagin

Auch Kerkmann (2008) fand bei ihrer Untersuchung der ovinen LAMC2-mRNA fiinf
nicht-synonyme SNPs. Neben den hier ebenfalls identifizierten SNPs in Exon 3, Exon
11, Exon 17 und Exon 20 fand sie einen weiteren in Exon 23. Der SNP in Exon 14 tritt
nicht in Erscheinung. Bei Momke et al. (2011) wurden noch eine Deletion in Exon 18
sowie synonyme SNPs in Exon 5, 20, 22 und 23 entdeckt, welche in der vorliegenden
Arbeit nicht vorkommen. Im Gegensatz zur Arbeit von Kerkmann (2008), bei welcher
der Wildtyp fiir den SNP in Exon 3 mit Cytosin angegeben wird, haben in der vor-
liegenden Untersuchung mehr Tiere Thymin an dieser Position. Das kann entstanden
sein, da bei Kerkmann (2008) vier Tiere zur Identifizierung von Sequenzvarianten
herangezogen wurden und somit die Tieranzahl verhiltnisméflig gering ist.
Zusitzlich identifizierte Kerkmann (2008) sieben stille SNPs, welche nicht nédher
beschrieben werden. Momke et al. (2011) stellten fest, dass die Deletion in Exon 18
verantwortlich fiir das Auftreten der Epidermolysis bullosa junctionalis (EBJ) ist.

Der SNP in Exon 23, welcher mit dem SNP in Exon 20 im Kopplungsungleichgewicht
steht, ist laut Kerkmann (2008) urséchlich fiir eine EBJ-Erkrankung verantwortlich.
Der mit der Erkrankung assoziierte Genotyp AA des SNPs im Exon 20 (LAMC2_30)
kommt bei der vorliegenden Untersuchung am héaufigsten bei den Deutschen
Schwarzkopfigen Fleischschafen vor (10%). Das A-Allel hat mit 0,28 die hochste
Frequenz von allen untersuchten Rassen. Bei Schwarzkopfigen Fleischschafen treten
Klinische Fille der Erkrankung am hiufigsten auf. Die Rasse wurde bei Kerkmann
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(2008) zur Identifikation der fiir die EBJ-Erkrankung urséchlichen SNPs gewahlt.
Von keinem der untersuchten Schafe gibt es Berichte tiber eine Epidermolysis-
Erkrankung. Dies ist nicht erstaunlich, da die Penetranz bei 94,9% liegt und auch bei
Kerkmann (2008) 23,6% der nicht betroffenen Schafe den Genotyp AA trugen.

In der vorliegenden Untersuchung haben die Coburger Fuchsschafe mit 0,14 die
zweithochste Frequenz fiir das A-Allel nach den Deutschen Schwarzkopfigen
Fleischschafen. Der AA-Genotyp kommt bei 6% der untersuchten Coburger Fuchs-
schafen vor. Die Erkrankung kann potenziell auch in dieser Rasse auftreten. Bei den
Merinolandschaf-Kreuzungstieren von Betrieb 2 kommt der AA-Genotyp bei 1% der
Schafe vor, die Frequenz des A-Allels liegt bei 0,11. Die Moglichkeit einer EBJ-
Erkrankung ist somit auch bei ihnen gegeben. Das A-Allel tritt in den Rassen Graue
Gehornte Heidschnucke und Rhonschaf im Rahmen der vorliegenden Untersuchung
nicht auf. Diese Rassen konnen auf Basis dessen als nicht gefihrdet eingestuft
werden. Der SNP in Exon 20 (LAMC2_30) wurde auch im Rahmen der vorliegenden
Assoziationsanalyse untersucht. Er zeigte keine Assoziation mit einer Moderhinke-
erkrankung. Eine Untersuchung des von Kerkmann (2008) in Exon 23 identifizierten

SNPs im Zusammenhang mit Moderhinke wire denkbar.

Es wird davon ausgegangen, dass nicht-synonyme SNPs einen grofleren Effekt haben
als synonyme SNPs. Dies liegt daran, dass die Verdnderungen direkt in der Amino-
sduresequenz abgelesen werden kénnen und krankheitsauslosende Mutationen beim
Menschen zu rund 60% Mutationen dieser Art sind (Botstein & Risch 2003). Trotz-
dem ist die Mehrzahl der nicht-synonymen SNPs in kodierenden Regionen alltdglich
und funktionell neutral (Ng et al. 2008), wie auch die Untersuchung von Kerkmann
(2008) und Mombke et al. (2011) gezeigt haben. Die Suche nach solchen Varianten, die
eine Verdnderung des Phinotyps zur Folge haben, ist deswegen von besonderem
Interesse.

Auch synonyme SNPs konnen grofien Einfluss auf die Funktion eines Gens haben.
Sie kénnen die mRNA in ihrer Struktur beeinflussen (Capon et al. 2004, Nackley et al.

2006), zu Verdnderungen im Splicing fiihren oder fiir eine geénderte Reaktions-
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geschwindigkeit bei der Translation sorgen (Sauna et al. 2007). Sie sollten deswegen
nicht als unwichtig angesehen werden.

Von den identifizierten Sequenzvarianten waren Austausche von Cytosin mit
Thymosin in allen Genen die haufigsten (29 von 62 SNPs). Dies ist nicht tiber-
raschend, da die Desaminierung von Cytosin zu Thymin spontan und h&ufig auftritt,

diese Stellen sind sogenannte Hotspots fiir Mutationen (Walsh & Xu 2006).

Die Analyse ausgewédhlter SNPs wurde von der Firma Eurofins Medigenomix GmbH,
Ebersberg, durchgefiihrt. Erstmals beschrieben wurde die verwendete Hochdurch-
satzmethode von Ross et al. 1998. Sie setzt sich zusammen aus Multiplex-PCR,
Primerextension und anschliefender Massenspektrometrie (matrix-assisted laser
desorption/ionisation, time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS).

Der Vorteil dieser Untersuchung liegt darin, dass innerhalb weniger Tage gleich-
zeitig eine grofle Menge an Proben gleichzeitig auf mehrere SNPs untersucht werden
kann. Bray et al. (2001) verglichen die Kosten einer Genotypisierung mit Primer-
extension und MADLI-TOF mit den Kosten einer Untersuchung mittels Restriktions-
langenpolymorphismus (RFLP). Wird nur ein Locus untersucht so sind die Kosten
fiir beide Methoden in etwa gleich hoch. Der Vorteil der MALDI-TOF Methode
kommt durch die Multiplex-PCR zustande. Durch sie konnen die Kosten drastisch
gesenkt werden und betragen weniger als ein Drittel der Kosten der RFLP-Analyse.
Zu gleichen Ergebnissen kamen auch Thongnoppakhun et al. (2009). Des Weiteren
sinken die Kosten dadurch, dass bei der MALTI-TOF Methode eine geringere Menge
an DNA zur Sequenzanalyse ausreicht (Bray et al. 2001). Diese Faktoren tragen dazu
bei, dass die Methode fiir eine schnelle, genaue und kostengtinstige Genotypisierung
grofSer Probenmengen sehr gut geeignet ist (Petkovski ef al. 2005, Thongnoppakhun
et al. 2009). Einschriankungen ergeben sich, da die Gerdte in Anschaffung und
Unterhalt sehr teuer sind und eine genaue Konfigurierung notwendig ist
(Thongnoppakhun et al. 2009). Das grofite Problem in der Anwendung liegt in der
Multiplex-PCR (Ragoussis et al. 2006). Nicht alle SNPs sind miteinander
kombinierbar. Zur Untersuchung aller ausgewéhlten Polymorphismen sind

eventuell mehrere Assays notwendig wodurch wiederum die Kosten steigen oder
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einzelne Varianten weggelassen werden miissen. Die Eurofins Medigenomix GmbH
gibt eine Hochstmenge von 40 SNPs an, was jedoch nur im optimalen Fall erreicht
werden kann. Die vorliegende Studie erfolgte an einer Anzahl von ausgewdihlten
SNPs, fur die zwei Assays notwendig waren. Auf eine vollstandige Untersuchung
aller identifizierten SNPs in den sequenzierten Genen wurde aus Kostengriinden
verzichtet. Auch kann es bei der Untersuchung, trotz vorheriger Kontrolle und
Austestens der SNPs und Primer, zu Ausféllen kommen. Da die Methode aus vielen
Einzelschritten besteht ist eine Ursachenforschung sehr langwierig. In der
vorliegenden Arbeit gab es Komplettausfélle bei drei SNPs: TGM1_9, TGM1_12 und
LAMC2_11. Da von diesen SNPs keine Daten vorliegen, liegt die Vermutung nahe,
dass ein Problem bereits am Anfang der Untersuchung auftrat, bei der
MultiplexPCR. Somit wurde kein Produkt gebildet und in den nachfolgenden

Schritten nichts detektiert.

Ein Problem bei der Untersuchung war es, moderhinkebetroffene Herden zu finden.
Die Aussage, dass Moderhinke eine ,Schiferkrankheit” sei, halt sich hartnickig,
sodass Schifer ungern zugeben, dass sie Moderhinke im Bestand haben. Etwas, das
auch Kerkmann (2008) bei ihren Untersuchungen feststellte. Aufgrund dessen ist das
Auffinden mehrerer Herden mit derselben Rasse und den gleichen Haltungsbe-
dingungen schwierig. Auch empfehlen Goddard & Hayes (2009) fiir Assoziations-
studien eine Mindestanzahl von 1800 Tieren, wenn der zu erwartende Effekt des
SNPs 4% der genetischen Varianz des Merkmals ausmacht. Fiir eine multifaktorielle
Ursache ist 4% bereits hoch. Liegen die zu erwartenden Effekte des SNPs tiber 4%
werden weniger Tiere benttigt, liegen sie darunter jedoch mehr als 1800. Eine
Veringerung der Tierzahl ist auch durch Nachkommenspriifung moglich (Goddard
& Hayes 2009). In der vorliegenden Arbeit war es nicht moglich, alle diese Anforder-
ungen zu erfiillen, da nur zwei Betriebe gewonnen werden konnten.

Fiir die statistischen Untersuchungen wurden die Tiere in den beiden von Moder-
hinke betroffenen Herden entweder der Gruppe moderhinkepositiv oder -negativ
zugeordnet. Eine Unterscheidung in Schweregrade wurde nicht vorgenommen da

von beiden Herden keine Verlaufskontrollen gemacht werden konnten. Dadurch war
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nicht sicher festzustellen, ob die Erkrankung gerade begonnen hatte, sich bereits in
Abheilung befand und bis zu welchem Stadium sich die Erkrankung bei dem Einzel-
tier entwickelt hatte oder entwickeln wiirde. Eine Kontrolle in kurzen Abstinden
tber einen lingeren Zeitraum ist genauer, war jedoch aufgrund der Betriebs-
strukturen im Rahmen dieser Studie nicht moglich.

Da auf beiden Betrieben ein hoher Infektionsdruck herrschte, rund 51% bzw. 68% der
Schafe waren moderhinkepositiv, kann spekuliert werden, dass Tiere, die keine
Krankheitsanzeichen zeigten eine hohere Widerstandskraft gegeniiber einer Moder-
hinkeinfektion haben. In anderen Studien mit Felduntersuchungen an einzelnen
Herden in Deutschland wurden Moderhinke-Privalenzen von bis zu 30%
(Kuhlemann 2011, Thoms 2006) und bis zu 22% (Lottner 2006) bei Merinoschafen
ermittelt. Im Vergleich mit diesen Zahlen ist die in dieser Arbeit ermittelte Pravalenz
fiir beide Herden sehr hoch. Dies kann zum einen zufillig sein, da explizit nach
Herden mit einer starken Moderhinkebelastung gesucht wurde, damit die Tiere
einem hohen Infektionsdruck ausgesetzt sind. Auch wurde die Beurteilung des
Moderhinkestatus zum Ende des Winterhalbjahrs vorgenommen. Das Problem kann
durch die in dieser Jahreszeit in beiden Betrieben vorherrschende Stallhaltung ver-
schirft worden sein. Auch bei den Untersuchungen von Lottner (2006) waren die
Tiere in Stallhaltung héufiger betroffen als Tiere in Weidehaltung. Die Schafe stehen
auf einer kleineren Fliche, die Ubertragung des Keims wird dadurch erleichtert. Die
Probennahme bei Kuhlemann (2011) fand tiberwiegend wihrend der Weiderperiode
im Friihjar/Sommer statt, Thoms (2006) untersuchte die Tiere mehrmals im Verlauf
eines ganzen Jahres. Zum anderen ist es moglich, dass durch die adspektorische Ein-
teilung zu viele Tiere falsch-positiv bewertet wurden. Im Rahmen einer weiteren,
noch nicht veréffentlichten Arbeit an D. nodosus wurde ein D. nodosus PCR-Nachweis
an einer Stichproben der als betroffen eingeteilten Klauen durchgefiihrt. Die ad-
spektorisch getroffenen Einteilungen in positiv und negativ bestétigten sich dabei. Es
ist jedoch nicht auszuschlieflen, dass sich unter den beprobten und nicht mit PCR
nachuntersuchten Tieren auch falsch-positive befinden. Dieses Problem kann nur
umgangen werden, wenn alle Proben zusétzlich zur adspektorischen Einteilung auch

mit PCR untersucht werden.
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Die Herdenprivalenz kann einen Hinweis auf die Form der Erkrankung geben. Im
Rahmen des australischen Eradikationsprogramms wird davon ausgegangen, dass
die bosartige und virulentere Form der Moderhinke dann vorliegt, wenn mehr als
10% der Tiere ein unterminiertes Klauenhorn aufweisen oder wenn tiber 1% der
Schafe Lésionen bis zur abaxialen Wand haben (Western Australia Department of
Agriculture 2001, Egerton 2007). Die Prédvalenz der Moderhinke allgemein tiber-
schreitet in beiden der fiir die Studie herangezogenen Herden die 10%-Grenze
deutlich. Da keine Aufzeichnungen iiber die Art der Lision vorgenommen wurden
kann nicht sicher gesagt werden, ob auch die Grenze fiir die Lisionen bis zur
abaxialen Wand tiberschritten wurde. Die hohe Privalenz lisst jedoch eine hohe
Virulenz vermuten.

Es konnte auch beobachtet werden, dass Tiere trotz immer wiederkehrender Moder-
hinkeerkrankungen weiter in der Herde verbleiben, da sie laut Aussage des Schéfers
trotzdem noch sehr gute Lammer bringen. Diese Tiere werden weiter zur Zucht
benutzt und kénnen so genetische Pradispositionen fiir eine Moderhinkeerkrankung
vererben. Auch Kuhlemann (2011) stellte bei ihren Untersuchungen fest, dass die
Schifer nur ungern Tiere merzten. Dem Tier entsteht durch die Erkrankung erheb-
liche Leiden und Schmerzen (Ley et al. 1991, Ley et al. 1992, Ley et al. 1994, Kiimper &
Stumpf 2000), die durch das zusitzliche Gewicht im Rahmen der Tréchtigkeit noch
verstirkt werden weswegen dieses Vorgehen auch aus tierschutzrechtlichen

Griinden bedenklich ist.

Die Ergebnisse von y2-Test bzw. Fisher’s Exact Test und der Varianzanalyse decken
sich in drei SNPs: TGM1_5, KGF_1 und LAMC2_15 (Tab. 5-2, Tab. 5-3). Der einzige
von diesen, welcher auch bei Einbeziehen der Daten aus dem Vorjahr (Betrieb 1)
signifikante Genotypfrequenzen ergab, ist TGM1_5. Zu beachten ist dabei, dass der
SNP mit 81,4% die niedrigste call rate der ausgewerteten SNPs hatte. Betrachtet man
die absoluten Zahlen - von Betrieb 1 liegen Ergebnisse von 131 der 140 untersuchten
Proben vor, bei Betrieb 2 von 224 der 289 Proben - so sind diese jedoch trotzdem
hoch. Keiner der SNPs zeigte auf allen Betrieben eine signifikante Genotypfrequenz,

was ihre Aussagekraft schmélert. Die SNPs LAMC2_14, LAMC2_15 und LAMC2_48
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waren nur auf Betrieb 3 unterhalb der Signifikanzgrenze von 5% (Tab. 5-2). Auf-
grund der Datenlage konnen diese einen Hinweis auf die Klauengesundheit all-

gemein geben.

Tab. 5-2: Darstellung der SNPs, fiir die ¥>-Test und Fisher’s Exact Test in mindestens
einem Betrieb signifikante Genotypfrequenzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
unter p = 0,10 ergaben.

Betrieb 1 Betrieb 1

(Moment) (Dauer) Betrieb2  Betrieb 3
*

TGM1_5 * * n.s.
LOR_chip *) n.s. * ns.
KGF_1 * n.s. n.s. n.s.
LAMC2_ 1 * n.s. *) n.s.
LAMC2_14 n.s. n.s. *) *
LAMC2_15 n.s. n.s. * *
LAMC2_18 n.s. n.s n.s. *)
LAMC2_48 n.s. n.s. n.s. td

n.s. =nicht signifikant

(*) = Grenzwert mit Irrtumswahrscheinlichkeit von 10% (p = 0,10)

* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05)
**  =signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% (p = 0,01)

Tab. 5-3: Darstellung der SNPs, die bei der Varianzanalyse ein Signifikanzniveau
unter p = 0,05 ergaben.

Genotyp Rasse Gewicht
TGM1_5 o n.s. n.s.
KGF_1 * n.s. n.s.
LAMC2_15 * n.s. n.s.
n.s. = nicht signifikant
* = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05)
** = signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% (p = 0,01)

Im Rahmen der Varianzanalyse konnte weder ein signifikanter Einfluss auf den
Moderhinkestatus durch die Rasse noch durch das Gewicht nachgewiesen werden
(Tab. 5-3). Dies widerspricht den Aussagen, dass Tiere mit einem hoheren Korper-
gewicht empfénglicher fiir eine Moderhinkeinfektion seien (Beveridge 1941, Skerman
et al. 1988, Nieuwhof et al. 2008 b). Allerdings besteht das Problem in beiden unter-
suchten Herden bereits iiber einen lingeren Zeitraum. Eine Moderhinkeinfektion -
wie jede Erkrankung - geht mit Leistungseinbufien, wozu auch Gewichtsverlust

gehort, einher (Nieuwhof et al. 2008a). Die Ergebnisse konnten insofern verfélscht
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sein, dass ein durch die Erkrankung erfolgter Gewichtsverlust bereits vor Beginn der
Studie erfolgt sein kann. Zudem muss beachtet werden, dass die Gewichte der Tiere
nur geschitzt wurden. Die gezogenen Riickschliisse konnen somit nur einen Hinweis
geben. Eine zuverldssige Aussage kann nur gemacht werden, wenn das Gewicht der
Tiere durch Wiegen sicher bestimmt wird.

Auch Rasseunterschiede in der Empfanglichkeit sind vielfach beschrieben worden
wobei Merinorassen allgemein als am empfianglichsten gelten (Emery et al. 1984,
Skerman & Moorhouse 1987, Rahmann 2003, Kuhlemann 2011). Da in der vor-
liegenden Studie nur Merinorassen bzw. Kreuzungen mit Merinolandschafen in der
Varianzanalyse untersucht wurden, ist das Fehlen eines Rasseneffekts dadurch zu
erkldren. Auch Lottner (2006) konnte bei gleichen Haltungsbedingungen zwischen
Merinoschafen und Schwarzkopfigen Fleischschafen keinen signifikanten Unter-
schied nachweisen. Auflerdem verliert sich laut Emery et al. (1984) bei hohem
Infektionsdruck der Rasseneffekt. Wenn man den rassespezifischen Effekt jedoch
auch als Betriebseffekt zwischen Betrieb 1 und 2 berticksichtigt, ist dessen Fehlen
wiederum verwunderlich. Ein Effekt des Betriebs wurde erwartet, da zwischen den
beiden Betrieben deutliche Unterschiede unter anderem in Standort, klimatischen
Bedingungen, Herdenmanagement und Bodenbeschaffenheit herrschen. Jedoch
konnte auch Lottner (2006) bei ihren Untersuchungen keinen signifikanten Betriebs-
effekt mehr nachweisen, sobald auf den untersuchten Betrieben nur die Merino-
schafe betrachtet wurden, nicht jedoch die teilweise ebenfalls vorhandenen Schwarz-

kopfigen Fleischschafe.

Bei den SNPs mit signifikanten Unterschieden in den Genotypfrequenzen ist oft
derselbe Genotyp in beiden Gruppen der hiufigste (TGM1_5, LOR_chip, LAMC2_1,
LAMC2_48). Lediglich seine Frequenz und das Verhilinis zu den anderen Geno-
typen unterscheiden sich zwischen den moderhinkepositiven und -negativen Tieren.
Deswegen ist eine Beurteilung der Genotypfrequenzen schwierig. Beispiele fiir SNPs,
bei welchen ein Genotyp nur in einer der beiden Gruppen auftritt sind KGF_1,
LAMC2_1 und LAMC2_48. Die Frequenz des entsprechenden Genotyps ist jedoch
jeweils sehr niedrig. Bei TGM1_5 und LOR_chip ist in der Gruppe der moderhinke-
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positiven Tiere der heterozygote Genotyp héufiger vertreten als in der Gruppe der
nicht erkrankten Schafe. Die Heterozygotie ist bei diesen SNPs augenscheinlich ein

Nachteil.

Fir die Bestimmung der Allelfrequenzen der ausgewihlten SNPs standen Stich-
proben von jeweils mindestens 32 Tieren der Rassen Braunes Bergschaf, Bentheimer
Landschaf, Coburger Fuchsschaf und Graue Gehtrnte Heidschnucke zur Verfiigung.
Zusitzlich zu dem Material aus den betroffenen Betrieben waren noch weitere 18
Proben von Merinolandschafen, 30 von Rhonschafen und 16 von Deutschen
Schwarzkopfigen Fleischschafen verfiigbar. Die Probenanzahl von 32 zur Schitzung
der Allelfrequenzen orientiert sich an der fiir das ECONOGENE-Projekt unter-
suchten Tierzahl pro Rasse (Peter 2005, www.econogene.eu). Betrieb 3 hat bereits seit
Lingerem ein Problem mit Moderhinke und die verfiigbaren Daten geben nur
Auskunft tiber stattgefundene Klauenbehandlungen. Deswegen kann nicht ausge-
schlossen werden, dass die dortigen Merinofleischschafe auf eine geringere Moder-
hinkeempfénglichkeit hin selektiert wurden. Die Ergebnisse der Allel- und Genotyp-
frequenzen fiir diese Rasse sind deswegen kritisch zu bewerten.

Da Merinoschafe allgemein als am moderhinkeanfilligsten gelten (Emery et al. 1984,
Jopp et al. 1984a, Morgan 1987) wurden Allel- und Genotypfrequenz von Merino-
landschafen im Vergleich zu den Frequenzen von als widerstandsfihig geltenden

Rassen betrachtet.

Das Braune Bergschaf ging aus dem Weifien Bergschaf hervor (Sambraus 2010) und
gehort laut der Gesellschaft zur Erhaltung alter und gefdhrdeter Haustiere zu den
stark gefdhrdeten Nutztierrassen (www.g-e-h.de). Die Rasse ist an das Klima im
Alpenraum mit hohen Niederschligen angepasst und besitzt harte Klauen
(Sambraus 2001). Harte Klauen gelten als widerstandsfihiger gegeniiber Moderhinke
(Herrmann 1963). Dies alles macht sie fiir die vorliegende Untersuchung interessant.
Es wurde erwartet, auch auf genetischer Basis Hinweise auf eine geringe Anfalligkeit
gegeniiber Moderhinke zu finden. In ihrer Arbeit konnte Peter (2005) fiir Weifles und

Braunes Bergschaf keine nennenswerte genetische Differenzierung zwischen den
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beiden Rassen feststellen, sie unterscheiden sich zu allererst durch ihre Fellfarbe. Das
bedeutet, dass die Ergebnisse von Braunem Bergschaf vermutlich auf das Weifle
tibertragbar sind.

Vergleicht man die Allelfrequenzen mit den als anfillig geltenden Merinoland-
schafen so gibt es deutliche Unterschiede in der Frequenz der Allele nur an den
Positionen der SNPs TGM1_3 (Unterschied = 30%), KGF_2 (Unterschied = 22%) und
LAMC2_15 (Unterschied = 25%). Von diesen SNPs ist nur die Genotypfrequenz von
LAMC2_15 in dieser Studie signifikant mit dem Moderhinkestatus verkntipft.

Die Vermutung einer geringeren Empfanglichkeit wird durch die Ergebnisse der
SNPs LAMC2_14 und LAMC2_15 in soweit unterstiitzt, als dass die an dieser
Position mit einer geringeren Moderhinke-Privalenz in Verbindung gebrachten
Genotypen CT bzw. AT am h&ufigsten sind (38% bzw. 44%). Auch unterstiitzt wird
die These dadurch, dass der Genotyp AC, welcher bei dem SNP KGF_1 nur in der
Gruppe der nicht erkrankten Tiere auftritt, der zweithdufigste bei den Braunen
Bergschafen ist (35%). Fiir den SNP LOR_chip ist der giinstiger erscheinende
Genotyp CC mit 90% vertreten. Das C-Allel hat eine Frequenz von 0,95. Da der
heterozygote Genotyp CT bei den moderhinkekranken Tieren héufiger auftritt als bei
den Gesunden ist eine niedrige Allelfrequenz fiir das T-Allel giinstig zu bewerten.
Gegen die Annahme einer geringeren Empfanglichkeit spricht das Ergebnis an
Position LAMC2_1. Der TT-Genotyp, welcher nur bei den nicht erkrankten Tieren
auftritt, kommt bei den Braunen Bergschafen nicht vor, das T-Allel hat mit 0,13 eine
niedrige Frequenz. Das C-Allel, welches bei den moderhinkepositiven Tieren
héufiger ist hat die zweithochste Frequenz von allen untersuchten Rassen (0,87).
Auch fiir den SNP TGM1_5 ist das G-Allel, welches vermehrt bei den nicht er-
krankten Tieren auftritt, selten vertreten (0,17). Die Genotypfrequenzen der iibrigen
SNPs mit signifikantem Einfluss auf den Moderhinkestatus oder die Klauen-
gesundheit lassen keinen Riickschluss auf eine mogliche geringere Empfianglichkeit

der Braunen Bergschafe zu.

Aus Heide- und Marschschafen entstand Anfang des 20. Jahrhunderts das Bent-

heimer Landschaf (Sambraus 2001). Wie viele Landschafrassen gilt es als bedroht
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(Gesellschaft zur Erhaltung alter und gefihrdeter Haustiere, www.g-e-h.de). Die
Moderhinkefestigkeit wird bei dieser Rasse stark betont und auch im Zuchtziel
erwdhnt (Sambraus 2001, Wagner 2009) weswegen eine Untersuchung im Rahmen
der vorliegenden Studie naheliegend war. Auch stellte Rahmann (2003) fest, dass das
Bentheimer Landschaf seltener und schwécher an Moderhinke erkrankte als die in
der gleichen Untersuchung betrachteten Merinolandschafe.

Den Hinweis auf eine Bestdtigung dieser Aussage ldsst nur die Genotypverteilung
fiir den SNP LAMC2_1 zu. Der nur bei den nicht an Moderhinke erkrankten Tieren
vorkommende Genotyp TT ist mit 19% in dieser Rasse sehr hoch, das T-Allel hat die
zweithochste Frequenz aller untersuchter Rassen (0,47). Ubertroffen werden die
Genotyp- und Allelfrequenz nur von den Grauen Gehornten Heidschnucken (39%
bzw. 0,61). Dagegen widerspricht besonders die Verteilung bei TGM1_5 einer
Kopplung mit einer geringeren Moderhinkeanfilligkeit bei den Bentheimer Land-
schafen. Der mit einer Erkrankung assoziierte Genotyp AG ist hier nicht nur der
héufigste innerhalb der Rasse (62%) sondern auch im Vergleich mit allen unter-
suchten Rassen. Das G-Allel, welches eine hohere Frequenz innerhalb der Gruppe
der nicht erkrankten Schafe hat, hat eine Frequenz von 0,16. Im Vergleich mit den
iibrigen Rassen, auch den Merinorassen, ist dies niedrig. Ahnlich verhdlt es sich bei
der Genotyp- und Allelfrequenz fiir den SNP LOR_chip. Der auf Basis der vor-
liegenden Untersuchung erwiinschte Genotyp CC ist mit 42% selten vertreten. Auf-
fallig ist die hohe Frequenz des T-Allels (0,39) und des TT-Genotyps (19%). Dieses
ungtinstige Allel bzw. dieser ungiinstige Genotyp tritt bei Brauen Bergschafen,
Grauen Gehornten Heidschnucken, Merinofleischschafen und Schwarzkopfigen
Fleischschafen nicht in Erscheinung, bei den tibrigen Rassen nur mit einstelliger
Haufigkeit. Eine dhnliche Situation findet sich fiir LAMC2_18, wo die Frequenz fiir
das T-Allel (0,31) bzw. der TT-Genotyp (9%) wesentlich niedriger ist als in den
tibrigen Rassen. Dies ldsst sich zum einen dadurch erklidren, dass die Population der
Bentheimer Landschafe in den 1970 Jahren auf 50 Herdbuchtiere geschrumpft war,
ein Flaschenhals, welcher in der Population immer noch bemerkbar ist (Wagner
2009). Eine andere mogliche Ursache kann sein, dass diese beiden SNPs mit

Merkmalen gekoppelt sind, die beim Bentheimer Landschaf selektiert werden oder
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wurden. Dies miissten jedoch fiir Bentheimer Landschafe spezifische Merkmale sein,
welche héchstens mit dem Coburger Fuchsschaf geteilt werden, da deren Frequenz
dhnlich ist. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die Kopplung der SNPs mit den unter
Selektion stehenden Merkmalen nur beim Bentheimer Landschaf, und zu einem
geringeren Grad beim Coburger Fuchsschaf, gegeben ist.

Die Verteilung der Genotypen fiir die SNPs LAMC2_15 und LAMC2_48 gibt Hin-

weise auf eine gute allgemeine Klauengesundheit der Bentheimer Landschafe.

Rahmann (2003) beschreibt auch bei den Coburger Fuchsschafen eine geringere
Anfélligkeit gegeniiber Moderhinke und eine schnellere Genesung. Die Rasse ist
marschfdhig und widerstandsfahig, angepasst an das Klima der Mittelgebirge
(Sambraus 2001). Die Bestinde haben sich in den letzten Jahren kontinuierlich
erhoht. Die Rasse wird bei der Gesellschaft zur Erhaltung alter und gefdhrdeter
Haustiere (www.g-e-h.de) in der Vorwarnstufe gefiihrt.

Die Annahme, dass die Coburger Fuchsschafe weniger anfillig fiir Moderhinke sind,
kann nicht durch die Genotypfrequenzen der SNPs TGM1_5, LOR_chip, KGF_1 oder
LAMC2_1 bestitigt werden. Fiir den SNP TGM1_5 tritt der homozygote Genotyp GG
vermehrt in der Gruppe der nicht erkrankten Schafe auf. Dieser Genotyp ist bei den
Coburger Fuchsschafen mit 13% niedrig im Vergleich mit den tibrigen Rassen. Auch
das G-Allel (0,30) ist in dieser Rasse deutlich seltener vertreten. Der bei dem SNP
LOR_chip in der Gruppe der moderhinkekranken Schafe hiufiger vertretene
Genotyp CT ist bei den Coburger Fuchsschafen der haufigste im Vergleich mit den
anderen untersuchten Rassen. Das giinstige C-Allel liegt nur bei einer Frequenz von
0,67 und hat den zweitniedrigsten Wert von allen Rassen. Bei dem SNP KGF_1 sind
der Genotyp AC (3%), der nur bei den nicht erkrankten Schafen auftritt, und das A-
Allel (0,02) niedrig. Ebenso verhilt es sich bei dem SNP LAMC2_1 mit dem Genotyp
TT (0%) bzw. dem T-Allel (0,08).

Der Genotyp TT bzw. das T-Allel, welche bei LAMC2_14 (13% bzw. 0,37) und
LAMC2_15 (17% bzw. 0,38) vor allem bei den Tieren mit Klauenerkrankung eine
Rolle spielen, sind bei den Coburger Fuchsschafen niedrig. Ahnlich verhilt es sich

auch mit der Allel- und Genotypverteilung des SNPs LAMC2_48. Somit kann auf
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Basis der vorliegenden Daten nur eine hohere allgemeine Klauengesundheit
vermutet werden. Geht man davon aus, dass die untersuchten SNPs in allen Rassen
einen Einfluss auf die Moderhinkeempfinglichkeit haben, deuten die Daten sogar
auf eine hohere Empféanglichkeit als bei den Merinolandschafen hin.

Die Verteilung der Allele und Genotypen an der Position der SNPs LOR_chip und
LAMC?2_18 ist dhnlich der bei den Bentheimer Landschafen. Die moglichen Ursachen
sind auch in diesem Fall zum einen eine Kopplung mit Merkmalen, auf die in der
Rasse selektiert wurde und der Flaschenhals, den die Rasse durchlaufen hat. Aller-
dings liegt dieser Flaschenhals mehrere Jahrzehnte vor dem der Bentheimer Land-
schafe, in der Mitte des 20. Jahrhunderts (Sambraus 2010). Dies konnte eine
Erkldrung sein, warum die Genotypfrequenzen nicht so stark von denen der sechs
ubrigen Rasen abweichen wie die der Bentheimer Landschafe. Auch die Frequenzen
fiir KGF_1 und LAMC2_4 sind sehr dhnlich denen der Bentheimer Landschafe. Da
die beiden Rassen im Verlauf ihrer Zuchtgeschichte nicht gekreuzt wurden, ist dies
unerwartet. Eine mogliche Erklarung wire, dass die Genotypen mit einem bei beiden

Rassen unter Selektion stehenden Merkmal gekoppelt sind.

Die seit 1930 in einem Zuchtbuch gefiihrte aber wesentlich &ltere Rasse der Grauen
Gehornten Heidschnucke gilt als anspruchslos und widerstandsfihig, teilweise als
widerstandsfahigste aller Schafrassen und allgemein krankheitsresistent (Sambraus
2010). Peter (2005) bescheinigt der Rasse die grofite genetische Distanz zu den von ihr
untersuchten {ibrigen Rassen Deutschlands und Europas sowie eine niedrige
Diversitédt innerhalb der Rasse. Ein Vergleich der Allelfrequenzen fiir die in dieser
Arbeit ausgewédhlten SNPs ist dadurch interessant.

Die Krankheitsresistenz gegen Moderhinke im Besonderen und Klauenerkrankungen
allgemein kann aufgrund der Daten fiir die SNPs TGM1_5, LOR_chip und LAMC2_1
bestitigt werden. Hier ist jeweils der Genotyp innerhalb der Rasse am hiufigsten
vertreten, welcher gehéuft bei den nicht erkrankten Tieren auftrat. Ebenso verhilt es
sich mit dem jeweils fiir eine geringere Krankheitsanfélligkeit giinstigen Allel. Bei
dem SNP LAMC2_1 ist der nur bei den moderhinkenegativen Tieren auftretende

Genotyp TT (39%) mit Abstand am haufigsten im Vergleich mit den anderen Rassen.
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Das T-Allel hat die hochste Frequenz von allen Rassen (0,61). Fiir den SNP LOR_chip
sind die Proben der Rasse homozygot fiir das giinstige C-Allel.

Bei den SNPs LAMC2_14 und LAMC2_15 ist zwar der heterozygote Genotyp, der bei
den nicht erkrankten Tieren haufiger ist, auch innerhalb der Rasse am h&ufigsten.
Das ungtinstige T-Allel jedoch hat in beiden Féllen eine hohe Frequenz (0,61 bzw.
0,61). Dies spricht gegen eine gute Klauengesundheit. Auch fiir die SNPs KGF_1 und
LAMC2_48 spricht die Situation gegen eine geringere Krankheitsanfilligkeit. Das in
beiden Fillen erwiinschte A-Allel kommt nicht vor (KGF_1) bzw. hat eine niedrige
Frequenz im Vergleich mit den tibrigen Rassen (0,16 bei LAMC2_48).

Besonders auffillig ist die Rasse fiir den SNP TGM1_5. Hier ist die Verteilung gegen-
laufig zu der bei allen iibrigen untersuchten Rassen, was auf Basis der Ergebnisse
von Peter (2005) nicht erstaunlich ist. Die Frequenz des A-Allels (0,26) liegt deutlich
(16%) unter den Vergleichsfrequenzen, der GG-Genotyp (58%) liegt 27% oberhalb
der Frequenzen der anderen Rassen. Ahnlich, wenn auch schwicher ist die Situation

fiir das T-Allel bzw. den TT-Genotyp des LAMC2_1.

Eine weitere Nutztierrasse in der Vorwarnstufe der Gesellschaft zur Erhaltung alter
und gefdhrdeter Haustiere (www.g-e-h.de) ist das Rhonschaf. Namentlich bekannt ist
es seit tiber 150 Jahren. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die Rasse noch dlter
ist (Sambraus 2010). Ihre Merkmale sind Genitigsamkeit, Widerstandsfahigkeit
gegeniiber feuchtem Wetter und Krankheiten sowie eine gute Marschfahigkeit
(Sambraus 2001). Rahmann (2003) beobachtete, dass das Rhonschaf wesentlich
schwécher und seltener an Moderhinke erkrankt als Merinolandschafe. Auch in der
Arbeit von Thoms (2006) waren die Rhonschafe wesentlich seltener von Moderhinke
betroffen als die Merinolandschafe.

Diese Beobachtung kann nicht durch die SNPs TGM1_5 oder LAMC2_1 bestitigt
werden. Auch die Allelfrequenz des SNPs LOR_chip scheint nicht fiir eine geringere
Moderhinkeanfilligkeit zu sprechen. Die Frequenz des ungiinstigen T-Allels (0,20)
ist hoch, hoher als bei den untersuchten Merinorassen. Bei KGF_1 hingegen ist der
nur bei nicht erkrankten Tieren aufgetretene Genotyp AC mit 50% vertreten. Das A-
Allel (0,44) hat die mit Abstand hochste Frequenz im Vergleich der untersuchten
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Rassen, welche tiberwiegend homozygot oder annidhernd homozygot fiir das C-Allel
sind. Die Verteilung bei KGF_2 ist ebenfalls gegenldufig zu anderen Rassen. Dies
konnte ein Hinweis sein, dass das ganze KGF-Gen beim Rhonschaf im Rahmen der
Zichtung beeinflusst wurde. Peter (2005) fand in ihren Untersuchungen bei der
Rasse Hinweise auf einen kiirzlich durchlaufenen Flaschenhals. Somit konnte die
Besonderheit des KGF-Gens auch darauf beruhen.

Beztiglich der Klauengesundheit ldsst sich aufgrund der vorliegenden Daten keine
Vermutung anstellen. Fiir die SNPs LAMC2_14, LAMC2_15 und LAMC2_48 sind die

jeweils giinstigen und ungtinstigen Allele und Genotypen fast gleich héufig.

Rahmann (2003) stellte bei Untersuchungen fest, dass Schwarzkopfige Fleischschafe
widerstandsfahiger gegentiber Moderhinke sind als Merinolandschafe. Auch bei
Lottner (2006) lag die Moderhinke-Pravalenz der Schwarzkopfigen Fleischschafe
deutlich unter derjenigen der Merinoschafe. Auf Basis dieser Beobachtungen wurde
erwartet, dass sich auch bei den im y2-Test und in der Assoziationsstudie signifi-
kanten SNPs diese geringere Anfalligkeit widerspiegelt.

Dies scheinen vor allem die SNPs LOR_chip und KGF_1 zu bestdtigen. Die bei
LOR_chip vermehrt bei den moderhinkekranken Schafen auftretende Genotypen CT
und TT bzw. das T-Allel kommen beim Schwarzkdpfigen Fleischschaf nicht vor. Der
nur bei nicht betroffenen Tieren vorkommende Genotyp AC bei KGF_1 hat eine
Frequenz von 19%, bei Merinolandschafen liegt diese nur bei 6%. Das A-Allel hat die
dritthochste Frequenz mit 0,10. Fir TGM1_5 sieht die Situation anders aus. Der
vermehrt in der Gruppe der moderhinkenegativen Schafe vorkommende Genotyp
GG bzw. das G-Allel haben die niedrigsten Frequenzen (0% und 0,08%) bei den
Schwarzkopfigen Fleischschafen. Der nur bei nicht betroffenen Tieren gefundene
Genotyp TT bei LAMC2_1 ist mit 5% in der Rasse nicht sehr hiufig vertreten, aber
noch héufiger als beim Merinolandschaf (2%). Das T-Allel hat eine geringe Frequenz
(0,20), in etwa auf gleichem Niveau wie die Verteilung bei den Merinorassen. Diese
beiden SNPs widersprechen somit der Aussage, dass Schwarzkopfige Fleischschafe

eine hohere Moderhinkeresistenz haben als Merinorassen.
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Die mit der Klauengesundheit assoziierten SNPs LAMC2_14 und LAMC2_15
sprechen in ihrer Frequenz fiir eine gute allgemeine Klauengesundheit. Der bei
beiden SNPs verstirkt mit einer notwendigen Behandlung der Klaue in Verbindung
stehende Genotypen TT hat jeweils die niedrigste Frequenz von allen untersuchten
Rassen. Auch das T-Allel hat mit die niedrigste Frequenz (0,29 bzw. 0,30). Ganz
anders erscheint die Situation fiir LAMC2_48. Der nur bei nicht behandelten Tieren
auftretende Genotyp AA kommt nicht vor. Von allen Rassen ist die Frequenz des

erwiinschten A-Allels (0,07) am kleinsten.

Die beschriebene geringere Anfilligkeit gegentiber Moderhinke der untersuchten
Rassen lasst sich nicht auf Basis der in dieser Studie untersuchten SNPs erkldren. Da
die Assoziation der SNPs mit Moderhinke jedoch hauptsédchlich an Merinorassen
und deren Kreuzungen stattfand, ist es moglich, dass die SNPs nur fiir diese Tiere
eine Aussage zulassen. Beziiglich der rasse- und haltungsformiibergreifenden Asso-
ziation mit Moderhinke ist der SNP TGM1_5 am vielversprechendsten. Er zeigte auf

beiden von Moderhinke betroffenen Betrieben eine signifikante Frequenz der Geno-

typen.

Eine interessante Beobachtung ist, dass sich die Allel- und Genotypfrequenzen in der
Merinolandschaf-Kreuzungsherde auf Betrieb 2 nicht immer durch die, laut Aussage
des Schifers, vor allem eingekreuzten Schwarzkopfigen Fleischschafen erkldren
lassen. So fallen die Frequenzen an den Positionen der fiinf SNPs TGM1_3, TGM1_5,
LAMC2_1, LAMC2_48 und LAMC2_51 aus der Reihe. Die Tiere scheinen haufig
ndher mit den Rhonschafen verwandt zu sein. Tiere der Rasse Rhonschaf wurden
laut Schifer ebenfalls eingekreuzt, allerdings zu einem deutlich geringeren Anteil als
Schwarzkopfige Fleischschafe. Da keine Aufzeichnungen tiber die tatsdchlichen statt-
gefundenen Anpaarungen vorliegen ist eine engere Verwandtschaft mit den Rhon-
schafen unabhéngig von der Aussage des Schéfers moglich.

Auch bei den Merinofleischschaf-Merinolandschaf-Kreuzungstieren gibt es SNPs, bei
denen die Allel- und Genotypfrequenzen von den erwarteten Werten auf Basis der

Frequenzen der einzelnen Rassen abweichen, so zu sehen bei LOR_chip, LAMC2_42,

114



Diskussion

LAMC2_48 und LAMC2_30. Auch in diesem Fall liegen keine weiteren Unterlagen
vor, so dass nicht sicher ist, ob es sich um Kreuzungstiere der ersten Generation
handelt. Sind sie aus der zweiten oder einer spiteren Generation lédsst sich, ohne
genaue Daten, die Genotypfrequenz nicht sicher vorhersagen. Vor allem, wenn

erneut Merinofleischschafe oder -landschafe eingekreuzt wurden.

Moderhinke kommt in vielen Schafrassen vor, wenn auch in unterschiedlichem
Ausmafl. Deswegen wurde erwartet, dass ein ursédchliches Gene oder SNP fiir die
Anfilligkeit gegentiber dieser Erkrankung in allen betroffenen Rassen und auf allen
untersuchten Betrieben einen Einfluss hat. So ist es zum Beispiel der Fall fiir einen
Aminosdurenaustausch (K232A) im DGAT1-Gen bei Rindern (Winter et al. 2002,
Kaupe et al. 2004).

Doch obwohl in dieser Studie kein solcher SNP gefunden werden konnte, muss dies
nicht bedeuten, dass die hier besprochenen SNPs keinen Einfluss haben. Moderhinke
ist eine Faktorenerkrankung (Beveridge 1941, Roberts & Egerton 1969) mit einer
moderaten Heritabilitdt (Skerman ef al. 1988, Woolaston 1993, Lottner 2006, Russell et
al. 2010, Sawalha et al. 2010). Der Einfluss mehrerer Gene und SNPs auf die Empfang-
lichkeit gegentiber dieser Krankheit und deren Verlauf ist zu vermuten. So gibt auch
der Genmarker Test aus Neuseeland (Gene-Marker Laboratory, New Zealand http;/
www.lincoln.ac.nz/gene-marker-lab) nur Tendenzen an, die bei der Selektion weniger
empfanglicher Tiere helfen sollen.

Besonders das TGM1-Gen hat sich in dieser Arbeit im Rahmen der Assoziations-
studie als vielversprechend gezeigt und weitere Untersuchungen an diesem Gen
sollten in Betracht gezogen werden. Auch das KGF-Gen ist funktionell von Be-
deutung und im Rahmen der Assoziationsstudie in dieser Arbeit aufgefallen, aller-
dings ist die Frequenz des giinstigen Allels des SNPs KGF_1 sehr niedrig. Die
Bearbeitung des Gens ist auch aufgrund der geringen Anzahl an SNPs schwierig.
Hier wire eine Analyse der mRNA, unter Umsténden in Kombination mit einer Ex-
pressionsstudie, denkbar.

Eine Bearbeitung des Themas mit Hilfe des ovinen 50k Chip im Rahmen einer

genomweiten Assoziationsstudie ist denkbar. Jedoch muss dabei beachtet werden,
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dass von keinem der in dieser Arbeit untersuchten Gene SNPs auf dem Chip
vertreten sind. Die Marker liegen im Vergleich zu anderen Haustierarten und
besonders dem Menschen, fiir welchen der aktuellste Chip 1°000°000 Marker enthilt,
noch sehr weit auseinander. Die Wahrscheinlichkeit ist somit hoch, auch mit der
Chip-Technologie nicht ursiachliche Gene zu finden sondern weitere Marker, welche
nur indirekt das Merkmal beeinflussen. Goddard & Hayes (2009) schitzten die
benotigte Anzahl SNPs, um ursichliche Genabschnitte zu finden, fiir Studien inner-
halb der Gattung Rind auf 300°000. Die SNPs sollten nicht mehr als 10 kb Abstand
haben. Die interessanten Genregionen lielen sich trotz des verhiltnisméflig grofien
Abstands zwischen den Markern weiter eingrenzen und kénnten dann genau unter-
sucht werden.

Allgemein bieten sich die Haut und ihre Barrierefunktion sowie die Klauenkon-
formitat als Fokusthema an. Mehreren Arbeiten (Herrmann 1963, Emery et al. 1984,
Thoms 2006) lieferten Hinweise, dass die Anfilligkeit gegeniiber Klauenerkrank-
ungen und Moderhinke beim Schaf damit in Zusammenhang steht. Studien an
Ziegen zeigen einen deutlich harmloseren Verlauf der Moderhinke (Ghimire ef al.
1999). Der Grund dafiir wird unter anderem in ihrer dickeren Haut im Zwischen-

klauenspalt vermutet.

Eine Schwierigkeit bei der genetischen Untersuchung der Moderhinkeempfing-
lichkeit liegt in der Definition des Phénotyps. Es ist bekannt, dass unterschiedliche
Individuen unterschiedlich stark erkranken und spontane Selbstheilung auftritt
(Green & George 2008). Auch erkranken unter Feldbedingungen nicht alle Tiere
gleichzeitig. Das Vorhandensein des Erregers auf der Klaue ist nicht gleichbedeutend
mit einer Infektion, da das Festsetzen des Erregers an weiche oder verletzte Haut im
Zwischenklauenspalt gebunden ist (Beveridge 1941), was in einem Versuch simuliert
werden miisste. Daraus ergibt sich, dass die exakteste Bestimmung des Moderhinke-
status des einzelnen Tieres nur tiber engmaschige Verlaufskontrollen erfolgen kann,
optimal in Verbindung mit einem Infektionsversuch mit einer definierten Menge an

Erregern und unter gleichen Umweltbedingungen fiir alle Tiere. Um echte Kopplung
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mit dem Merkmal zu bekommen, sollten zudem Rassen getrennt und nur nicht

verwandte Tiere untersucht werden (Goddard & Hayes 2009).

Obwohl die Moderhinke seit vielen Jahrzenten bekannt ist (Beveridge 1941) und
sowohl fiir das Einzeltier als auch auf Herdenbasis eine Reihe Behandlungsvor-
schlédge existieren (Hosie 2004, Lottner & Ganter 2004, Abbott & Lewis 2005, Strobel
2009, Bennett & Hickford 2011) stellt ihre Bekampfung weiterhin ein grofies Problem
dar (Bennet & Hickford 2010). In Teilen Australiens (Macdonald 2009, Western
Australia Deptartment of Agriculture 2001), in Neuseeland (Greer 2005) sowie in der
Schweiz (Beratungs- und Gesundheitsdienst fiir Klein-Wiederkduer 2007) wurden
deswegen nationale Bekdmpfungsstrategien entwickelt. Dass eine Zucht auf eine
deutlich verringerte Moderhinkeempfanglichkeit moglich ist, zeigt das Beispiel der
Rasse Broomfield Corriedale (Skerman & Moorehouse 1987). Gerade im Hinblick auf
die Entwicklung in der Schafhaltung hin zu groéfieren Herden in Koppelhaltung, um
die Wirtschaftlichkeit zu erhalten, und andererseits durch den verstiarkten Fokus auf
Schafe zur Landschaftspflege (Eurostat 2011 http;//ec.europa.eu/eurostat, Statistisches
Bundesamt Deutschland 2011 http;//www.destatis.de), ist eine gute Klauengesundheit
wichtig und erstrebenswert. Eine Bekdmpfung der Moderhinke allein durch
Klauenschnitt und Klauenbad ist bei grofSen Herden héufig nicht ausreichend, da die
Reinfektionsgefahr mit einer steigenden Tierzahl ebenfalls ansteigt. Zum Beispiel
wenn aus Zeitgriinden nur jeweils ein Teil der Herde behandelt wird oder werden
kann (Kuhlemann 2011). Dies kann auch eine Erkldrung fiir die Unterschiede in der
Moderhinkepravalenz auf den beiden untersuchten Betrieben sein. Betrieb 2, auf
welchem jeweils im Wochenabstand nur ein Teil der Herde behandelt wurde, hat
eine rund 17% hohere Pravalenz als Betrieb 1. Auf diesem, der 146 Tiere weniger
hilt, wurde die ganze Herde auf einmal behandelt.

Weniger empfiangliche Tiere brauchen auf lange Sicht geringere Mengen an Arznei-
mitteln, Impfstoffen und Chemikalien (Greer 2005). Ein Aspekt, der nicht nur die
Behandlungskosten senkt, sondern auch beziiglich einer geringeren Umwelt-
belastung (Lottner 2006) und der Gefahr einer moglichen Medikamentenresistenz

erstrebenswert ist. Ebenso sollte der Tierschutzaspekt keinesfalls aufler Acht gelassen
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werden, da ein erkranktes Tier starke Schmerzen leidet (Ley et al. 1991, Ley et al.
1992, Ley et al. 1994, Kiimper & Stumpf 2000).

Ein Problem bei der Zucht auf eine geringere Moderhinkeempfinglichkeit ist die
mogliche Beeintrachtigung von Produktionsmerkmalen. In den bisher dazu durch-
gefiihrten Studien, welche sich mit den Wolleigenschaften befassten, konnten keine
negativen Effekte ausgemacht werden (Marshall et al. 1991). Auch eine Beeinflussung
der Parasitenresitenz gegen Haemonchus contortus konnte bisher nicht
nachgewiesen werden (Woolaston 1993). Trotz dieser Arbeiten ist ein Einfluss auf
Produktionsmerkmale oder Toleranzen gegeniiber anderen Krankheiten,
insbesondere parasitiren Erkrankungen und Scrapie, durch SNPs aus der
vorliegenden Arbeit oder Marker, die in Zukunft im Zusammenhang mit einer

Moderhinketoleranz identifiziert werden, nicht auszuschliefien.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Sequenzvarianten in funktionellen
Kandiatengenen, die einen Einfluss auf die Anfilligkeit von Schafen gegentiiber der
Erkrankung Moderhinke haben.

Als Probenmaterial standen 468 Blutproben von drei Betrieben mit Daten tiber den
Moderhinkestatus zur Verftigung und 129 Proben eines Betriebs mit Daten zu
Klauenbehandlungen. Zusitzlich wurden insgesamt 182 Proben der Rassen Braunes
Bergschaf (32), Bentheimer Landschaf (32), Coburger Fuchsschaf (32), Graue
Gehornte Heidschnucke (32), Merinolandschaf (8), Rhonschaf (10) und Schwarz-
kopfiges Fleischschaf (16) zur Bestimmung von Allel- und Genotypfrequenzen
untersucht.

Die kodierenden Abschnitte und angrenzende Bereiche der Gene Transglutaminase 1
(TGM1), Loricrin (LOR), keratinocyte growth factor (KGF) und des Gens fiir die y-2
Untereinheit des Laminin-332 (LAMC2) wurden amplifiziert und sequenziert.
Identifiziert wurden zwolf Varianten im TGM1-Gen, keine im LOR-Gen, vier im
KGF-Gen und 46 im LAMC2-Gen. Die Allel- und Genotypfrequenzen ausgewéhlter
SNPs wurden im Probenmaterial und in den Proben verschiedener Rassen mit
MALDI-TOF MS bestimmt. Mit y?- Test sowie Varianzanalyse wurden sie auf ihre
Signifikanz im Zusammenhang mit einer Moderhinkeinfektion oder Klauener-
krankung untersucht.

Die Ergebnisse von y2-Test einerseits und Varianzanalyse andererseits deckten sich
nur zum Teil. Signifikante Unterschiede in den Genotypfrequenzen zwischen
moderhinkepositiven und -negativen Tieren ergaben sich beim y2-Test fiir die SNPs
TGM1_5 (Betrieb 1 mit p = 0,016 bei der Momentaufnahme bzw. p = 0,037 bei
Einbeziehen der Daten aus den Vorjahren, Betrieb 2 mit p = 0,047), LOR_chip
(Betrieb 2 mit p = 0,008), KGF_1 (Betrieb 1 mit p = 0,013), LAMC2_1 (Betrieb 1 mit p =
0,055), LAMC2_14 (Betrieb 3 mit p = 0,004), LAMC2_15 (Betrieb 2 mit p = 0,035,
Betrieb 3 mit p = 0,012), LAMC2_48 (Betrieb 3 mit p = 0,037). Bei der Varianzanalyse
fiir Betrieb 1 und 2 hatten TGM1_5, KGF_1 und LAMC2_15 einen signifikanten
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Einfluss (p = 0,05) auf den Moderhinkestatus, weder Gewicht noch Rasse auf den
Betrieben hatten einen signifikanten Einfluss auf eine Moderhinkeerkrankung.

Bei keiner der untersuchten Rassen entsprachen die Genotypfrequenzen aller SNPs
im Vergleich zu den Frequenzen bei den Merinolandschafen den Erwartungen
bezuiglich der in der Literatur erwdhnten Moderhinkeanfilligkeit. Die Annahme
einer geringeren Empféanglichkeit wird fiir das Braune Bergschaf durch die
Genotypfrequenzen von LOR_chip, KGF_1, LAMC2 14 und LAMC2_15, beim
Bentheimer Landschaf durch LAMC2_1 und beim Coburger Fuchsschaf durch
LAMC2_14, LAMC2_15 und LAMC2_48 unterstiitzt. Fiir die Graue Gehornte
Heidschnucke entsprechen TGM1_5, LOR_chip und LAMC2_1 den Erwartungen, fiir
das Deutsche Schwarzkopfige Fleischschaf LOR_chip, KGF_1, LAMC2_14 und
LAMC?2_15. Fiir das Rhonschaf kann eine geringere Moderhinkeempfanglichkeit auf
Basis der Genotypfrequenzen der in dieser Untersuchung signifikanten SNPs nicht

bestitigt werden.
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Summary

7  Summary

The aim of this study was the identification of sequence variants in functional
candidate genes, which influence the susceptibility of sheep against footrot.

For this purpose 468 blood samples from three farms with data on the footrot status
and 129 blood samples from a farm with data on treatments of the claws were
analysed. Additionally a total of 182 samples from the breeds Brown Mountain
Sheep (32), Landrace of Bentheim (32), Coburger Fox Sheep (32), German Grey Heath
(32), German Merino (8), Rhoen Sheep (10) and German Blackheaded Mutton Sheep
(16) were used to determine allele and genotype frequencies.

The coding and adjacent regions of the transglutamine 1 (TGM1), loricrin (LOR),
keratinocyte growth factor (KGF) genes and the gene for the y-2 subunit of laminin-
332 (LAMC2) were amplified and sequenced. Twelve variants were identified in the
TGM1-gene, none in the LOR-gene, four in the KGF-gene and 46 in the LAMC2-gene.
Selected SNPs were sequenced in the samples using MALDI-TOF MS. Their
significance concerning infection with footrot or claw disease was tested using y? test
as well as analysis of variance.

The results from 2 test on the one hand and analysis of variance on the other did not
completely match. Significant differences in the genotype frequencies were found for
the SNPs TGM1_5 (farm 1 with p = 0,016 for the snapshot and p = 0,037 when
looking at all available data, farm 2 with p = 0,047), LOR_chip (farm 2 with p =
0,008), KGF_1 (farm 1 with p = 0,013), LAMC2_1 (farm 1 with p = 0,055), LAMC2_14
(farm 3 with p = 0,004), LAMC2_15 (farm 2 with p = 0,035, farm 3 with p = 0,012) and
LAMC2_48 (farm 3 with p = 0,037). With the analysis of variance including the data
from farm 1 and 2 the genotype frequencies of the SNPs TGM1_5, KGF_1 and
LAMC2_15 had a significant influence on footrot status while neither weight nor
breed had a significant influence.

None of the SNP’s genotypes matched the expected frequencies according to the
susceptibility for footrot in all of the breeds used in this study compared to German
Merino. The assumed lower susceptibility is being supported for Brown Mountain

Sheep by the genotype frequencies of LOR_chip, KGF_1, LAMC2_14 and LAMC2_15,
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for Landrace of Bentheim by LAMC2_1 and for Coburger Fox Sheep by LAMC2_14,
LAMC2_15 and LAMC2_48. In the case of German Grey Heath TGM1_5, LOR_chip,
LAMC2_1 match the expectations, for German Blackheaded Mutton it is supported
by LOR_chip, KGF_1, LAMC2_14 and LAMC2_15. A lower susceptibility for footrot
based on the genotype frequencies of the SNPs showing a significance in this study

cannot be confirmed for Rhoen Sheep.
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Tab. 9-2: Genotypen der sequenzierten Schafe fiir das KGF-Gen unter Angabe der Rasse. T =

Thymin, A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, n. a. = nicht analysierbar.

Rasse |TierID |KGF_3 |[KGF_ 4 |[KGF_1 |KGF_2
RH 2008-2 A C/T G C
ML 2008-3 A C A A
ML 2008-6 A C A A
RH 2008-9 A/G C/T A A
RH 2008-10 A T G C
MFS [2008-404 | A/G C A A
MEFS  |2008-405 A C A C
MFS |2008-412 | A/G C/T A A
SKF  |2008-417 G C A A
MFS |2008-424 | A/G C A A
MFS  |2008-426 G C A A
SKF  |2008-446 A C G C
LS 2008-455 | A/G C A A
MFS |2008-537 | A/G C A A
LS 2008-570 | A/G C A A
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nicht verdffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miind-
lichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefiihrten und in der Dissertation erwdhnten Untersuchungen habe ich die
Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-
Liebig-Universitit Gieflen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis” nieder-

gelegt sind, eingehalten.
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