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1. Einleitung

Actinobacillus pleuropneumoniae 1ist ein weltweit verbreiteter bakterieller Erreger von
Lungenentziindungen beim Schwein (Sebunya und Saunders 1983). An Pleuropneumonie
erkrankte Tiere bringen nicht nur wirtschaftlichen Schaden fiir den Erzeuger durch
Medikamenteneinsatz, verringerte Mastleistung und erhohte Abgangsraten mit sich, sondern
werden auch héufig antibiotisch behandelt (MacInnes und Rosendal 1988; Straw et al. 1989;
Schoder et al. 1993). Fleischproduzenten und behandelnde Tierdrzte stehen gegeniiber dem
Verbraucher in der Verantwortung, was Tierwohl und Unbedenklichkeit des Fleisches
hinsichtlich Infektionserregern und Antibiotikariickstinden betrifft. Der Erforschung der
genetischen Resistenz gegeniiber Infektionskrankheiten kommt in diesem Kontext
entscheidende Bedeutung zu, da sie die Grundlage fiir eine Selektion krankheitsresistenter
Tiere liefert. Die QTL-Analyse stellt hierbei ein wichtiges Werkzeug fiir die Suche nach
kausalen Zusammenhéngen zwischen DNA-Polymorphismen und Phénotyp-Varianten dar.
Unterschiede in der Resistenz/Empfindlichkeit gegeniiber Actinobacillus pleuropneumoniae
sind bereits fiir die Rasse Hampshire und einige Populationen der Deutschen Landrasse
bekannt, wobei Hampshire-Schweine signifikant resistenter als Schweine der Deutschen
Landrasse sind (Holtig et al. 2009). Da die genetischen Grundlagen der Actinobacillus
pleuropneumoniae-Resistenz weitgehend unbekannt sind, ist das Ziel dieser Doktorarbeit,
durch QTL-Analysen mithilfe von SNPs in ausgewéhlten Kandidatengenen einen néichsten
Schritt in Richtung der genauen Darstellung interessierender Genombereiche zu machen.
Durch eine Assoziationsanalyse sollen Beziehungen zwischen Kandidatengenen und

Phinotyp nédher charakterisiert werden. Dazu wurde folgende Fragestellung bearbeitet:

Ist eine Kartierung von in einer F2-Familie segregierenden QTL fiir Actinobacillus
pleuropneumoniae-Resistenz  mithilfe von zusdtzlichen SNPs in positionellen und
funktionellen Kandidatengenen sinnvoll? Ist es moglich, mithilfe eines solchen Verfahrens auf

ein die Resistenz beeinflussendes QTN schlieen zu konnen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde folgende Vorgehensweise gewéhlt:

1. Auswahl eines geeigneten F2-Tiermodells aus im Merkmal Actinobacillus

pleuropneumoniae-Resistenz divergierenden Ausgangsrassen.



2. Ermittlung positioneller und funktioneller Kandidatengene auf Grundlage bekannter
QTL, deren Screening auf DNA-Polymorphismen und nachfolgende Auswahl

informativer SNPs.

3. Einsetzen dieser SNPs als zusétzliche Marker in eine QTL-Analyse, in einem zweiten
Schritt Betrachtung dieser SNPs als fixe Effekte um etwaigen Einfluss auf den QTL zu

validieren.

4. Statistische Auswertung der Ergebnisse der QTL-Analyse in den Szenarien
SNPOEffektO (der SNP wird nicht beriicksichtigt), SNP1Effekt0 (der SNP wird als
zusitzlicher Marker berticksichtigt) und SNPOEffektl (der SNP wird als fixer Effekt
betrachtet).



2. Literaturiibersicht

2.1 Genetische Krankheitsresistenz

Meilensteine der Forschung, wie die Entdeckung der Vererbungsregeln durch Mendel und
knapp hundert Jahre spéter, die Analyse der DNA-Struktur durch Watson und Crick, lieferten
die Basis flir den rasanten Wissenszuwachs in der Genetik im spéten 20 Jh. Die Einfithrung
von DNA-Sequenzierungsmethoden durch Gilbert/Maxam und Sanger (1977) sowie die
Entwicklung der PCR durch Mullis (1986) ebneten den Weg fiir die moderne Genomanalyse.
Nach dem erfolgreichen Abschluss des Human Genome Projects 2003 sind unter anderem
auch Entwiirfe fiir die Genome von Pferd (Wade et al. 2009), Rind (Elsik et al. 2009) und
Schwein (Groenen et al. 2012) entstanden. Dadurch, dass das Schweinegenom nun
weitgehend sequenziert ist, bietet sich Genetikern und Tierziichtern die Moglichkeit, im
Kampf gegen Infektionskrankheiten auf molekularer Ebene anzusetzen. Dies ist notwendig,
da in den seltensten Féllen eine Krankheit monogen bedingt ist (Reiner 2006). Einer
phinotypischen Variation liegt im Regelfall ein komplexes Zusammenspiel aus vielen
genetischen Faktoren und Umwelteftekten zugrunde (Graw 2010, S.481). Um die genetischen
Komponenten eines solchen polygenen Erbgangs und damit den Grund fiir unterschiedliche
Resistenz bzw. Empfindlichkeit von Tieren verschiedener Rassen gegeniiber einem Pathogen

entschliisseln zu konnen, bedarf es quantitativer Analysen (Reiner 2008; Graw 2010, S.481).

2.1.1 Bedeutung der Krankheitsresistenz beim Nutztier

Die Moglichkeit, mithilfe genetischer Informationen auf zugrundeliegende molekulare
Mechanismen der Krankheitsresistenz schliefen zu kdnnen, ist ein vielversprechender Ansatz

zur Bekdmpfung von Infektionskrankheiten (Reiner 2008).

Die Zucht krankheitsresistenter Tiere stellt laut Miiller und Brem (1991) eine sinnvolle
Ergdnzung zu den klassischen Kontrollmethoden durch Medikamenten- und Vakzineneinsatz

oder Quarantédne dar. Dies wird durch Betrachtung verschiedener Aspekte verdeutlicht:

Tierschutz. Dem Tier entstehen durch Krankheit Schmerzen, Leiden und Schéiden.
Krankheitsresistenz ist definiert als die Fahigkeit eines Tieres, die Invasion des Pathogens zu
verhindern (Resistenz) oder zumindest mit geringeren klinischen Problemen und

Leistungseinbu3en, Mortalitdtsraten und Qualititsminderungen zu reagieren (Toleranz) (Roy

3



und Kirchner 2000; FAO 2007, S.101). Krankheitsresistenten Tieren wird ergo entweder die

Infektion an sich, zumindest aber ein gewisses Mal} der Folgen dieser Infektion erspart.

Okonomie. Es ist zu erwarten, dass krankheitsresistente Tiere fir den Produzenten eine
okonomische Entlastung bedeuten. Verminderte Ausgaben fiir Therapie (Medikamente,
Tierarztkosten) einerseits, geringere Abgangsraten, hohere Produktivitidt und Produktqualitit

andererseits, sind die wichtigsten Aspekte (Reiner 2008).

Verbrauchererwartung. Der Verbraucher erwartet unbelastete tierische Produkte von hoher
Qualitét, die in einer tierfreundlichen Weise produziert werden (Special Eurobarometer 2007).
Unter tierfreundlichen Bedingungen werden dabei sowohl ein hohes Maf} an Tiergesundheit
als auch das Tierwohl beriicksichtigende Haltungsbedingungen verstanden. Die Zucht
krankheitsresistenter ~ Tiere  trdgt  zur  Verbesserung des  Gesundheitsstatus
lebensmittelliefernder Tiere bei und ist damit ein geeignetes Mittel, um diesem Aspekt der

Verbrauchererwartung Rechnung zu tragen (Pohlmeier und Van Eenennaam 2009).

Antibiotika-Resistenz. Der Einsatz von Antibiotika in Tierbestdnden trigt, zusammen mit einer
Reihe anderer Faktoren, zur Resistenzentwicklung und der Verbreitung von Resistenzgenen
im Genpool der Pathogene bei (Khachatourians 1998; Mc Ewen und Fedorka-Cray 2002).
Obwohl die Relevanz von Antibiotika fiir die Therapie bakterieller Infektionskrankheiten
unumstritten ist, mahnen steigende Resistenzzahlen und das Auftreten multiresistenter Keime
zur Vorsicht. In einer kanadischen Studie wurde bereits Ende der achtziger Jahre eine erhohte
Resistenz  von  Actinobacillus  pleuropneumoniae  gegeniiber  Spectinomycin  und
Chloramphenicol festgestellt (Vaillancourt et al. 1988). In der im Jahr 2014 erschienenen
GERMAP-Erhebung des BMELV wird das Resistenzniveau von Actinobacillus
pleuropneumoniae noch als ,,niedrig” bezeichnet, wobei hier 4-17 % Gentamicin- und 17-32
% Tetracyclin-resistente Stimme gefunden wurden. Gegeniiber Ceftiofur resistente Stimme
wurden erstmals 2013 identifiziert (GERMAP 2012). . Studien aus dem européischen Ausland
zeigen ebenfalls mittlere bis hohe Resistenzraten gegeniiber den héufig eingesetzten
Tetracyclinen auf (Pascu et al. 2010; Kucerova et al. 2011). Auch wenn die antibiotische
Behandlung der Pleuropneumonie noch kaum eingeschréinkt ist, kann die Erforschung der
genetischen  Grundlagen  der  Actinobacillus  pleuropneumoniae-Resistenz ~ zum
Wissensfortschritt iiber die Pathogenese dieser Krankheit beitragen und so neue

Therapiemoglichkeiten  er6ffnen. Zudem  ist davon  auszugehen, dass  bei



krankheitsresistenteren Tieren die benétigten Antibiotikamengen deutlich reduziert werden

konnen.

Bei vielen Nutztierarten liegen beachtliche Erfolge im Feld der genetischen
Krankheitsresistenz vor. Die im Folgenden ausgefiihrten Erkenntnisse und ihre Nutzung in der
Praxis stehen beispielhaft fiir den immensen Fortschritt, den die Erforschung der genetischen
Grundlage der Resistenz eines grofen Spektrums an Pathogenen bei allen Nutztierarten

verzeichnen kann.

2.1.2 Natiirliche Krankheitsresistenzen bei Nutztieren

a. Trypanosomiasis beim Rind

Die durch Fliegen der Spezies Glossina libertragene Trypanosomiasis ist eine 6konomisch
bedeutsame Protozoeninfektion, die die Rinderhaltung in weiten Teilen Afrikas erschwert
(Noyes et al. 2011). Verschiedene nationale und internationale Organisationen fordern daher
die Forschung in ihrem Ziel, eine erhohte genetische Resistenz gegeniiber Trypanosomen in
der afrikanischen Rinderpopulation zu etablieren. Die Definition des Merkmals
»lrypanotoleranz® ist nicht klar, meist wird darunter die Fidhigkeit, in einem
Trypanosomiasis-Gebiet ohne Chemotherapie zu {berleben und produktiv zu bleiben
verstanden (Murray et al. 1982, S. 2-3; Courtin et al. 2008). Hanotte et al. (2003) konnten mit
einer F2-Studie aus einer Kreuzung aus trypanotoleranten N'Dama und trypanoempfanglichen
Boran QTL auf insgesamt 18 Chromosomen kartieren, die verschiedene, mit Resistenz oder
Empfinglichkeit assoziierte Phanotypen beeinflussen. Im Gegensatz zu Ergebnissen vorher an
Maiusen durchgefiihrter QTL-Kartierungen (siche Kemp et al. 1996; Iraqi et al. 2000) wurde
hier auf das Vorkommen zahlreicher QTL mit jeweils geringem Einfluss auf die
phinotypische Varianz geschlossen. An Knockout-Méusen durchgefiihrte Studien von
Campos et al. (2004) und Drennan et al. (2005) belegen, dass die Kontrolle der Trypanosoma-
Infektion maBgeblich von der frithen Produktion proinflammatorischer Zytokine und
Initiation einer Abwehrreaktion liber den TLR-Signalweg via MYDS88 abhingt. Fiir die ndhere
Zukunft hat sich ein Konsortium von Wissenschaftlern verschiedener anglo- amerikanischer
Universitidten zum Ziel gesetzt, im Rahmen des ,,Chuma Cow Projekts* transgene Rinder zu
erzeugen (Willyard 2011). Bei dem Transgen handelt es sich um Pavian- ApoL1, das beim

Menschen fiir eine Resistenz gegen drei Trypanosoma-Spezies und bei Pavianen fiir eine



Resistenz sowohl gegen humanpathogene als auch rinderpathogene Trypanosomen

verantwortlich ist (Lukes§ und Raper 2010).
b. Nematodeninfektionen beim Schaf

Infektionen mit Nematoden, insbesondere der Familie Trichostrongylidae, sind weltweit fiir
erhebliche Leistungsminderungen und Erkrankungen bei Hauswiederkduern verantwortlich.
Problematisch sind verbreitete Resistenzen gegeniiber hiufig eingesetzten Wirkstoffgruppen
wie Benzimidazolen oder makrozyklischen Laktonen (Eckert et al. 2008, S. 548) Die
Tierzucht bietet mit der Moglichkeit, auf erhohte Resistenz gegeniliber Nematodeninfektionen
zu selektieren und entsprechende Tiere zu ziichten eine vielversprechende Alternative zum
Arzneimitteleinsatz. Resistenzunterschiede hinsichtlich Infektionen mit Rundwiirmern sind
fiir viele Schafrassen anhand zahlreicher Studien nachgewiesen. Unter anderem gelten die
Rassen Shetland (Golding und Small 2009), Scottish Blackface (Abbott et al. 1984) und
Rhonschafe (Gauly und Erhardt 2001), als besonders resistent, Merinoschafe (Abbott et al.
1984; Stear und Murray 1994), Romney Marsh (Mugambi et al. 1997) und Suffolk (Sayers et
al. 2005) als empfanglicher. Am héaufigsten wird das moderat vererbbare Merkmal FEC
(Faecal Egg Count) zur Beurteilung von Resistenz/ Empfanglichkeit hinzugezogen (Dominik
2005). Auch hamatologische (Eosinophile) und serologische (IgA) Parameter korrelieren mit
Resistenz (Stear und Murray 1994; Stear et al. 2009; Hein et al. 2010). Zwei mit FEC
assoziierte QTL auf Chromosom 3 und Chromosom 20 (Coltman et al. 2001; Davies et al.
2006) wurden trotz unterschiedlicher Designs in den meisten Studien bestitigt. Kausative
Mutationen sind noch nicht bekannt, die wahrscheinlichsten Kandidatengene sind DRB-1 auf
Chromosom 20 (Sayers et al. 2005; Stear et al. 2009) und IFNy auf Chromosom 3 (Coltman
et al. 2001; Dominik 2005; Stear et al. 2009). In Neuseeland und Australien existieren bereits
offentlich zugéngliche Datenbanken, in der Ziichter Bocke je nach Zuchtwert fiir FEC
auswéhlen konnen (Sheep Improvement Ltd. und Sheep Genetics). Beide Lénder sind
weltweite Vorreiter flir die Zucht auf Nematodenresistenz beim Hauswiederkduer (Bisset et al.

2001).

An diesem Beispiel ldsst sich erkennen, dass gut erfassbare phénotypische Merkmale auch
ohne Kenntnis der kausativen Mutation flir die Selektion auf krankheitsresistente Tiere
geeignet sind. Als Aquivalent in der Schweinezucht ist die Halothan-Sensibilitit zu nennen.

Obwohl die zugrundeliegende Mutation des Ryanodin-Rezeptors erst 1990 entdeckt wurde,



wird schon seit den 70er Jahren mithilfe des Halothan-Tests auf stressresistente Schweine

selektiert.

Eine Erforschung der genetischen Grundlage ist trotz Wirksamkeit der phénotypischen
Selektion erstrebenswert, da mit der Mdoglichkeit eines Gentests Infektionsversuche bzw.
Challenge-Tests, die das Tierwohl gefahrden, iiberfliissig werden. Ein weiterer Vorteil liegt im
Erkenntnisgewinn hinsichtlich der Pathogenese der Krankheiten, der wiederum zur

Verbesserung von Medikamenten und Vakzinen genutzt werden kann.

c. Marek'sche Krankheit beim Gefliigel

Die Marek'sche Krankheit (MD) wird durch ein Alpha-Herpesvirus hervorgerufen und
zeichnet sich u. a. durch Immunsuppression und zur Metastasierung neigende Lymphome aus.
Obwohl die Impfung mit Lebendvakzinen seit den 1970er Jahren weitverbreitet und auch
effektiv ist (Churchill et al. 1969; Gimeno 2008), stellt MD weiterhin eine Bedrohung fiir die
gefliigelproduzierende Industrie dar. Weiterverbreitung trotz Vakzinierung, Anfilligkeit
gegeniiber opportunistischen Keimen und das Auftreten neuer, hochvirulenter, impfresistenter
Stimme verdeutlichen die Notwendigkeit, Alternativen bzw. Ergdnzungen zur Impfung in der
Zucht auf genetisch resistente Tiere zu suchen (Witter 1998; Gimeno 2008). Die Heritabilitdt
fiir MDV-Resistenz wird zwischen moderat (0,34; Vallejo et al. 1998) und hoch (0,61; Gavora
und Spencer 1979) eingeschitzt, damit wiren gute Voraussetzungen fiir die Zucht auf
resistente Tiere gegeben. Als erster genetischer Marker assoziiert mit MD-Resistenz wurde
das B21-Allel des MHC von Longenecker et al. (1976) identifiziert. Bacon und Witter (1993)
untersuchten die Reaktion von Hiithnern mit verschiedenen B-Haplotypen auf Vakzinierung
mit Serotyp 1-3 und konnten deutliche Unterschiede in der Effektivitit der Impfung
feststellen. Trotz der wichtigen Rolle, die der MHC in der Resistenz gegeniiber MD
innezuhaben scheint, sind andere Autoren davon iiberzeugt, dass auch Polymorphismen in
non-MHC Genen in hohem Mafle zum Phénotyp beitragen. Die erste genomweite Studie zur
Kartierung von non-MHC-QTL wurde von Vallejo et al. (1998) durchgefiihrt. Eine von
Yonash et al. (1999) an derselben Versuchstierpopulation durchgefiihrte Studie mit héherer
Markerdichte, QTL-Auflosung und Genomabdeckung verfeinerte und ergidnzte die vorher
gewonnenen QTL-Daten. Mit dem Ziel, auch in kommerziell genutzten Legehiihnern mit
Resistenz assoziierte Genomregionen zu finden, wurden zwei weitere QTL-Studien an White-
Leghorn-Legehybriden gemacht (Mc Elroy et al. 2005; Heifetz et al. 2009). In den genannten
Versuchen wurden zahlreiche QTL-Regionen identifiziert, wobei vier (auf Chr. 2/4/7/8)



wiederholt gefunden wurden. Da das virale SORF 2 im nicht-onkogenen MDV-Stamm RM1
nicht im vollen Ausmall exprimiert wird, sind die interagierenden Wirtsproteine
Kandidatengene fiir MD-Resistenz (Liu et al. 2001a). Da GHI1 nicht nur mit SORF 2
interagiert, sondern auch seine Produktion in infizierten Zellen durch indirekte
Immunfluoreszenz nachweisbar ist, wurde es als potentielles Kandidatengen klassifiziert. Eine
von den Forschern im Anschluss durchgefiihrte genomweite Assoziationsstudie in einer
kommerziellen White-Leghorn Population zeigt eine deutliche Assoziation von GHI-
Genotypen mit MD-Resistenz bei Tieren eines bestimmten MHC-Genotyps. Mit einem
dhnlichen Ansatz wurde durch Liu et al. (2003) LY6E als zweites Kandidatengen identifiziert.
Dieses Gen war eines von vier, die in MD-resistenten und MD-empfinglichen White Leghorn
differentiell exprimiert wurden (Liu et al. 2001b). Spiter wurde diese Liste von anderen
Forschergruppen um das Vitamin-D-Rezeptor Gen (Praslickova et al. 2008) und IRG1 (Smith
et al. 2011) ergénzt. Die Vorgehensweise, Daten aus QTL Analyse, Expressionsanalyse und
Protein-Protein-Interaktions-Assays zu kombinieren ist demnach vielversprechend und zur

Identifikation von Kandidatengenen fiir Krankheitsresistenz geeignet.

2.1.3 Natiirliche Krankheitsresistenzen beim Schwein
a. PRRSV

Tiere der Rasse Duroc stellten sich nach Infektion mit einem hochvirulenten PRRSV-Stamm
als resistenter heraus als reinrassige Hampshire- oder Meishan-Schweine (Halbur et al. 1998).
Deutliche Rassenunterschiede beziiglich Dauer der Virdmie und Viruslast nach einer
experimentellen PRRSV-Infektion von Pietrain und Wiesenauer Minischweinen wurden von
Reiner et al. (2010) beschrieben. Hinweise auf einen entscheidenden Einfluss der
angeborenen Immunitét auf die Schwere des Krankheitsverlaufes fanden sich in einer Studie
an Tieren unterschiedlichen Alters (Klinge et al. 2009). Boddicker et al. konnten 2012 mithilfe
einer genomweiten Assoziationsstudie einen markanten QTL auf SSC 4 lokalisieren, der bis

zu 15% der Varianz in Viruslast und Gewichtsentwicklung erklart.



b. PrV

Rasseunterschiede beziiglich der Stirke der Immunreaktion auf PrV-Antigen sind bereits
durch in vivo und in vitro Studien festgestellt worden (Meeker et al. 1987; Edfors-Lilja et al.
1998). In einer F2-Familie, die durch Kreuzung der Founderrassen DE x Meishan erzeugt
wurde, konnten Reiner et al. (2002b) erstmals QTL fiir mit PrV-Resistenz assoziierte
Merkmale detektieren. Darunter zdhlten QTL fiir das Auftreten neurologischer Symptome
(blieb bei Meishan aus) und QTL, die den Temperaturverlauf wéihrend der Infektion
beeinflussten. Als mogliche Kandidatengene wurden u.a. das IFNy-Gen als auch PRR1 und
PRR2 (Rezeptorproteine) betrachtet (Reiner et al. 2002b).

c. Escherichia coli

In einer richtungsweisenden Studie konnten Bertschinger et al. (1993) die Hypothese
bestitigen, wonach Resistenz gegen F18-tragende E. coli durch einen Einzellocus bestimmt
wird, der sich beziiglich Empfindlichkeit rezessiv verhilt. Mithilfe einer Analyse der Sequenz
und der Kopplungseigenschaften der positionellen Kandidatengene FUT1 und FUT2 konnten
Meijerink et al. (1997) zwei SNPs im FUTI1-Gen identifizieren, die in starkem
Kopplungsungleichgewicht zu dem Resistenz-verursachenden Locus stehen. In einer weiteren
Studie konnte ein Zusammenhang zwischen einem Aminosdure-Austausch im FUTI-
Genprodukt und der Bindungsfihigkeit von E. coli F18-Fimbrien an die Darmepithelzellen
hergestellt werden (Meijerink et al. 2000). Ein molekulargenetischer Test zur Unterscheidung
von FUTI-Genvarianten basierend auf RFLP-Markern ist seit den 90er Jahren bekannt
(Vogeli et al. 1997; Vogeli und Bertschinger 1999). Der Gentest auf E. coli F18-Resistenz
wird z.B. im Zuchtprogramm der Pig Improvement Company Ltd. in den USA standardmifig
angewendet. Auch die Forschung zur genetischen Resistenz gegeniiber F4-tragenden E. coli
ist bereits weit fortgeschritten. Grundlegende Erkenntnisse, wie die Existenz zweier
Phinotypen (,,positiv* und ,,negativ* entsprechend adhésiv und nicht-adhésiv) und Hinweise
auf einen zugrundeliegenden, klassischen Mendel schen Erbgang finden sich bereits bei
Sellwood et al. (1975) und Rutter et al. (1975). Gibbons et al. (1977) bestitigten, dass das mit
Resistenz assoziierte Allel autosomal rezessiv vererbt wird und nahmen eine Verlinkung mit
dem Transferrin-Gen auf SSC13 an. Das Resistenz-verursachende Gen wurde durch Guerin et
al. (1993) und Edfors-Lilja et al. (1995) ebenfalls auf SSC13 lokalisiert. Hinsichtlich der

Feinkartierung und der Benennung von Kandidatengenen fiir die beobachteten
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Resistenzunterschiede finden sich teilweise unterschiedliche Angaben in der Literatur, eine
kausative Mutation ist bisher noch nicht identifiziert (Jorgensen et al. 2003; Peng et al. 2007;
Niu et al. 2011; Rampoldi et al. 2011; Fu et al. 2012). Seit 2004 ist es mit dem von Jergensen
entwickelten Gentest auf verschiedene Polymorphismen im Bereich des MUC4-Gens
mdglich, auf Resistenz/Empfindlichkeit gegeniiber F4-tragenden E. coli zu selektieren. Dieser
Test wird in Selektionsprogrammen in ddnischen Herden angewendet (Jacobsen et al. 2010).
Zur MAS stehen sowohl ein direkter (F18) als auch ein indirekter Marker (Linkage-
Disequilibrium-Marker, F4) zur Verfiigung (Dekkers 2004).

d. Salmonella sp.

Salmonellen sind die wichtigste Ursache infektidser Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts
des Menschen in Deutschland (Tschipe und Bockemiihl 2002). Im Jahr 2012 wurden ca.
20000 Salmonellose-Fille beim Menschen in Deutschland gemeldet (RKI 2012). Die am
hdufigsten auftretenden, nicht-wirtsspezifischen Serovare S. Enteritidis und S. Typhimurium
(Gericke et al. 1999), die in ca. 80% aller Erkrankungen die Ursache darstellen, persistieren
innerhalb der Nutztierpopulationen und werden iiber kontaminierte tierische Lebensmittel
iibertragen (Tschape und Bockemiihl 2002). Laut einer Erhebung der European Food Safety
Authority lassen sich 10-20% aller humanen Salmonellosen in Europa auf den Konsum von
Schweinefleisch und Schweinefleischprodukten zuriickfiihren (EFSA 2010). Dem Schwein
kommt daher, neben Gefliigel und Rind, als einer der Hauptwirte fiir Enteritis-auslosende
Salmonellen eine wichtige Rolle in der Infektionskette zu. Insbesondere die Salmonella-
Pravalenz bei Endmastschweinen beeinflusst die Lebensmittelsicherheit (Van der Wolf et al.
1999). Dass natiirliche Resistenzen gegeniiber Salmonella innerhalb einiger Schweine-
Populationen vorliegen, konnte Van Diemen et al. (2002) mithilfe einer zu diesem Zweck
erstellten F2-Familie nachweisen. In Zusammenhang mit einer S. Choleraesuis-Infektion
wurden Unterschiede in Zahl und Funktion polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten und
der humoralen Immunantwort festgestellt, die mit der Schwere der Infektion assoziiert waren
(Van Diemen et al. 2002). In einem Versuch, die S. Choleraesuis-Resistenz beeinflussende
Chromosomenregionen zu identifizieren, nutzten Galina-Pantoja et al. (2009) AFLP-Marker,
wodurch Regionen auf sechs Chromosomen, die signifikant mit bakterieller Besiedlung der

Milz und/oder der Leber assoziiert waren, identifiziert wurden. Uthe et al. (2011) sowie
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Shinkai et al. (2011) konnten zudem eine Reihe von SNPs mit Sa/monella-Resistenz beim

Schwein in Zusammenhang bringen.

e. Haemophilus parasuis

Haemophilus parasuis spielt als Erreger der Glésser schen Krankheit eine wichtige Rolle in
der Ferkelaufzucht (Blanco et al. 2008). Bei einer systemischen Infektion werden vorwiegend
serose Korperoberflachen befallen, was sich als Polyserositis, -arthritis und Meningitis duflern
kann (Vahle et al. 1995; Zimmerman et al. 2012). Haemophilus parasuis kann die Lunge
sowohl als primédres als auch als sekundidres Pathogen besiedeln und nachfolgend eine
Pneumonie auslésen (Cuesta Gerveno et al. 2013). Durch mehrere Studien wurde das
Zusammenwirken von Haemophilus parasuis mit anderen Erregern bei der Pathogenese einer
Lungenentziindung belegt. Hierzu zédhlen PRRSV (Solano et al. 1997; Yu et al. 2012), PrV
(Narita et al. 1994) und Bordetella bronchiseptica (Brockmeier 2004). Sowohl kommerzielle
Schweinepopulationen als auch Wildschweine sind von der Glésser'schen Krankheit betroffen
(Cuesta Gerveno et al. 2013). Durch einen Infektionsversuch mit Ferkeln unterschiedlicher
véterlicher Abstammung konnten Blanco et al. (2008) signifikante Unterschiede in der
Resistenz gegeniiber Haemophilus parasuis feststellen. In dieser Studie erwiesen sich ca. 10%
der untersuchten Tiere als komplett resistent und zeigten weder klinische Symptome noch
eine bakterielle Besiedlung der Lunge (Blanco et al. 2008). Zur weiteren Aufkldrung der
genetischen Basis der Resistenz fithrten Wilkinson et al. (2010) eine Genexpressionsanalyse
an zuvor mittels Microarray als ,resistent™ oder ,,empfanglich* klassifizierten Tieren durch,
bei der vor allem Gene mit Bedeutung fiir die Antigen-Prisentation und mit antiviraler

Abwehr assoziierte Gene bei empfanglichen Tieren differentiell exprimiert waren.

f. Sarcocystis miescheriana

Mithilfe eines Pathogen-Wirt-Modells am Beispiel einer experimentellen Sarcocystis-
miescheriana Infektion wurde von Reiner et al. (2007b) die erste QTL-Studie zur
Parasitenresistenz beim Schwein vorgestellt. In einem Infektionsversuch mit Tieren der
Rassen Pietrain und Meishan wurden zunéchst verschiedenste klinische und parasitologische
Merkmale evaluiert. Deutliche Rassenunterschiede innerhalb einiger quantitativer Merkmale
wiesen auf eine genetische Basis der erhohten Resistenz von Schweinen der Rasse Meishan

gegeniiber Pietrain hin (Reiner et al. 2002a). In einer 139 Tiere umfassenden F2-Familie
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wurden insgesamt 14 genomweit signifikante QTL gefunden, darunter QTL mit erheblichen
Effekten auf die Bradyzoitenzahl und die IgG2-Spiegel (Reiner et al. 2007b). In einer
weiteren Studie an der gleichen Versuchstierpopulation wurden von Broke et al. (2011) zwei
Intron-SNPs im IRF7-Gen entdeckt, von denen eciner mit erhohter Krankheitsresistenz

gegeniiber Sarcocystis assoziiert zu sein schien.

g Ascaris suum

Die durch Nejsum et al. (2009) festgestellte hohe Heritabilitit flir Resistenz-assoziierte
Merkmale wie Faecal Egg Count und Wurmbiirde lassen auf einen hohen genetischen
Einfluss auf die Anfilligkeit gegeniiber dieser Parasitose schlieBen. Die Existenz eines mit der
A. suum Wurmbiirde assoziierten QTL auf SSC 4 wurde durch eine 2012 publizierte Studie
von Skallerup et al. (2012) postuliert, nachdem mithilfe von kommerziellen SNP-Chips das

komplette Genom gescannt worden war .

2.2 Genomanalyse

Seit der Domestikation der ersten Nutztiere vor ca. 10000 Jahren ergreift der Mensch die
Gelegenheit, durch die Auswahl der zu verpaarenden Elterntiere ein oder mehrere erwiinschte
Merkmale in den nachfolgenden Generationen zu verbessern. Bis in die 1950 er Jahre beruhte
diese Selektion rein auf phénotypischen Kriterien, da die zugrundeliegende Genetik
unbekannt war (Thompson 2009). Obwohl sich auch auf diese Weise ein Zuchtfortschritt
erreichen ldsst, kann das eigentliche Potenzial, das in der Kreuzung zweier diploider
Organismen steckt, erst mit dem Wissen um die genetischen Grundlagen voll ausgeschopft

werden. Deren Erforschung erfolgt im Zuge der Genomanalyse.
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2.2.1 Genomanalyse bei landwirtschaftlichen Nutztieren

Unter Genomanalyse versteht man die Betrachtung der gesamten genetischen Information
eines Individuums. Bei der strukturellen Genomanalyse soll die genetische Variation, die
einem Phinotyp zugrundeliegt, auf DNA-Ebene identifiziert werden (Schwerin et al. 2006).
Die funktionelle Genomanalyse dagegen betrachtet die Expression von Genen im Kontext mit
unterschiedlicher Merkmalsausprigung, wobei auch Umweltfaktoren berticksichtigt werden
miissen (Schwerin et al. 2006). Unterscheidbar sind hier ,,Transcriptomics® und ,,Proteomics®,
je nachdem ob sich auf die Gesamtheit der mRNA oder der Proteine bezogen wird (Hegde et
al. 2003). Beides dient dazu, die Entstehung eines Phénotyps bei Vorliegen eines bestimmten
Genotyps nachvollziehen zu konnen. Das Ziel der Genomanalyse liegt also darin, Gene und
deren Allele, die der phdnotypischen Variation in einem Leistungs,- oder Gesundheitsmerkmal

zugrundeliegen, zu identifizieren. Dieses Wissen bietet folgende Vorteile:

- Trager ,,glinstiger und ,,ungiinstiger Allele konnen durch Gentests identifiziert werden.
Dies dient der Vorselektion, so dass die eigentliche Leistungspriifung mit weniger Tieren

stattfinden kann (Fugato 2004).

- Erkenntniszuwachs bei der Erforschung von physiologischen und pathologischen

Prozessen und Signalwegen, die an der Entstehung des Merkmals beteiligt sind.

2.2.2 Genomkartierung

Die Genomkartierung ist die ,,Identifizierung von Positionen (...) in einem DNA Molekiil*
(...) und ,,die Messung von Abstéinden zwischen einzelnen Positionen* (Geldermann 2005, S.
270). Die Ergebnisse der Genomkartierung werden in Genkarten dargestellt, diese sind ein
grundlegendes Werkzeug fiir die Genomanalyse. Nach Hu (2009) sind drei Arten von

Genkarten unterscheidbar.

1. Genetische Karten (Kopplungskarten): Bei der genetischen Kartierung wird die Position
eines betrachteten Markerlocus relativ zu flankierenden Loci bestimmt. Diese Distanz
wird in Rekombinationseinheiten (cM) angegeben (Morton 2003). Ein ¢cM entspricht
einer Rekombination pro 100 Meiosen und ist ein MaB fiir die Kopplung zwischen zwei
Loci. Die Rekombinationsraten werden zuvor durch eine Kopplungsanalyse mit

Ermittlung des LOD-Scores geschdtzt und mithilfe von Kartierungsfunktionen (z.B. nach
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Haldane, nach Kosambi) in die Kartierungseinheit centiMorgan umgerechnet.
Voraussetzung fiir das Erstellen einer Kopplungskarte ist das Vorhandensein von
informativen Markern, die gleichmdBig liber das Genom verteilt sind. Marker sind
»spezifische DNA-Variationen zwischen Individuen“ (van Eenennaam 2008), dies
bedeutet es existieren unterschiedliche Allele. Man unterscheidet Typ I und Typ II
Marker, je nachdem ob der Locus in oder in unmittelbarer Néhe zur codierenden Sequenz
des betrachteten Gens liegt oder sich in nicht-codierender Sequenz befindet (O’Brien
1991). Die ersten Kopplungskarten fiir das Schweinegenom wurden von Archibald et al.

(1995) und Rohrer et al. (1996) veroffentlicht.

2. Physikalische Karten: Im Gegensatz zur genetischen Karte, aus der sich die relativen
Abstdnde zwischen Loci ergeben, werden bei der physikalischen Kartierung die absoluten
Distanzen entlang des Chromosoms gemessen. Diese werden in Basenpaaren bzw.
Nukleotiden angegeben. 2012 wurde der erste vollstindige Entwurf einer physikalischen

Karte des Schweinegenoms fertiggestellt (Groenen et al. 2012).

3. Komparative Karten: Bei der vergleichenden Kartierung werden evolutionér
konservierte, homologe Gene und/oder ganze Segmente auf den Chromosomen
unterschiedlicher Spezies lokalisiert (Eppig 1996). Ebenfalls untersucht wird die
Kopplung zwischen Loci, deren Ausmal3 umso hoher ist je spéter die betrachteten Spezies
im Zuge der Evolution divergierten (Nadeau und Sankoff 1998). Die komparative
Kartierung ist einerseits bei der Ubertragung von Erkenntnissen hinsichtlich
Erbkrankheiten oder Mutationen und bei der Suche nach dem verantwortlichen Gen
hilfreich, andererseits lassen sich Riickschliisse auf die Verwandtschaft von Arten und die
Rearrangierung von Genmaterial wihrend der Entwicklung der betrachteten Spezies
ziehen. Eine Moglichkeit der Darstellung homologer Bereiche bieten mithilfe von ZOO-
FISH erstellte Ubersichten, ein Beispiel fiir eine komparative Karte von porcinen und

humanen Chromosomen findet sich bei Fronicke et al. (1996).

2.3 Quantitative Merkmale und Quantitative Trait Loci (QOTL)

Das Merkmal ,,Krankheitsresistenz* wird polygen vererbt, d.h. der Phénotyp ist das Resultat
aus dem Zusammenwirken von zwei oder mehr Genen und von Umweltfaktoren (Tanksley

1993). Diese Polygenie bewirkt, dass die Ausprigung des Merkmals innerhalb der
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untersuchten (hypothetischen) Population kontinuierlich, dementsprechend normalverteilt ist
(Falconer und Mackay 1996, S.102). Ein QTL (Quantitative Trait Locus) ist ein Genlocus,
dessen Varianten zu unterschiedlichen Messwerten bei einem multifaktoriellen, quantitativen
Merkmal fiihren (Geldermann 1975). Die QTL-Kartierung ist als eine Erweiterung der
genetischen Kartierung anzusehen (Geldermann 1975), wobei DNA-Marker als Fixpunkte auf
der DNA dienen. Durch Messung der relativen Abstdnde zwischen Markern ldsst sich eine
Kopplungskarte erstellen. Diese genetischen Karten sind mittlerweile fiir zahlreiche Spezies
verfiigbar. Die Einheit der genetischen Rekombination (cM: centiMorgan) gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, mit der zwischen zwei Loci wihrend der Meiose ein Crossing Over
stattfindet. Ein Centimorgan entspricht hierbei einer Rekombinationshaufigkeit von 1 %
(s.0.). Eine Reduktion der Markerabstinde auf unter 20 cM trédgt in der Regel kaum zu einer
Verbesserung der Power fiir die QTL-Detektion bei (Darvasi et al. 1993; Weller 2009, S.145).
Zur Identifizierung einzelner Genorte, die mit geringen Einzeleffekten an der Ausprigung
quantitativer Merkmale beteiligt sind, wird jedoch eine hohe Auflésung von 1-2 ¢cM bendétigt
(Cox Matise et al. 1994; Rohrer et al. 1996). Die Unterscheidung, ob ein QTL durch den
Effekt eines Einzelgens oder die Effekte mehrerer, eng gekoppelter Gene hervorgerufen wird,
ist je nach erreichter Auflosung schwierig bis nahezu unmoglich (Zeng 2005). Um die
Lokalisation des QTL genauer zu bestimmen und die Anzahl der positionellen
Kandidatengene zu verringern, kann eine Feinkartierung des auffdlligen Genomabschnittes
durchgefiihrt werden. Im néchsten Schritt werden diejenigen Gene ausgewdhlt, die aufgrund
ihrer Funktion am wahrscheinlichsten an der Auspridgung des betrachteten Merkmals beteiligt
sind. Durch  Sequenzierung aufgefundene  Polymorphismen  konnen — mittels
Assoziationsanalyse auf einen Zusammenhang mit der Variation in der Merkmalsauspragung
getestet werden. Die beiden Hauptansétze zur Identifizierung von merkmalsbeeinflussenden
Loci, Genome Scan und Assoziationstests mit Kandidatengenen (Andersson 2001), kénnen so

kombiniert werden.

2.3.1 QTL-Kartierung

Die QTL-Kartierung nutzt statistische Beziehungen zwischen molekularen Markern und
komplexen Merkmalen. Genotypische und phénotypische Daten dienen dazu, die genetische
Grundlage, die eine Variation in einem quantitativen Merkmal zur Folge hat, aufzukliren

(Falconer und Mackay 1996, S.361).
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Das Ziel der QTL-Analyse ist, die Anzahl und die Lage der beteiligten Loci herauszufinden
und moglichst die dem QTL zugrundeliegenden Gene und ihre Varianten zu identifizieren
(Borevitz und Chory 2004). Anders gesagt liefert die QTL-Analyse positionelle
Kandidatengene fiir die Variation in einem bestimmten Merkmal. Ist die kausale oder eine eng
mit ihr verlinkte Mutation bekannt, konnen diese Informationen iiber MAS direkt in
Zuchtprogrammen genutzt werden (Andersson 2001). Voraussetzungen zum Durchfiihren

einer QTL-Analyse sind (Mauricio 2001; Miles und Wayne 2008):

1. Informative Marker, vorhandene Kopplungskarten

Ein Prinzip der QTL-Analyse ist, auf das Vorliegen von bestimmten QTL-Allelen aufgrund
von bekannten, mit ithnen gekoppelten Markerallelen schlieBen zu konnen. Dies ist mdglich,
wenn sich QTL und Markerlocus im Kopplungsungleichgewicht befinden, das heif3t,
cosegregieren (Kearsey 1998) und der Marker innerhalb der betrachteten Population
informativ ist. Die Informativitit des Markers ist quantifizierbar durch den sog. PIC-
(Polymorphism Information Content) Wert (Botstein et al. 1980). Dieser ist umso hoher, wenn
man bei moglichst vielen Nachkommen vom Vorliegen eines bestimmten Markerallels auf das

Vorliegen eines bestimmten QTL-Allels beim Elter schlieBen kann (Hildebrand et al. 1992).

2. Geeignetes Tiermodell

Fiir die genomweite Kartierung von QTL wird klassischerweise entweder ein F2- oder ein
BC-Tiermodell genutzt. Die Modelle unterscheiden sich in ihrer Eignung, je nachdem ob
mehr Wert auf die Entdeckung von Additiven oder Dominanz-Effekten gelegt wird (Falconer
und Mackay 1996, S.367; Darvasi 1998). In dem interessierenden Merkmal stark
divergierende Founderrassen sind zur Erstellung einer Kreuzungspopulation besonders
geeignet (Lander und Botstein 1989; Miles und Wayne 2008), da hier auch von einer
Segregation der QTL-Allele in der Nachkommenschaft ausgegangen werden kann. Dies
wurde in einer F2-Studie an Tieren der Anpaarung Europ. Wildschwein x Edelschwein
experimentell bestétigt (Andersson 1994). Durch Kreuzung von informativen F1-Tieren kann
eine F2-Generation generiert werden, in der am beobachteten Markerlocus Homo- und
Heterozygotie in verschiedenen Frequenzen auftritt. Hierbei wird von erhaltenen Daten {iber
genetische Marker und der Ausprigung des beobachteten quantitativen Merkmals in der

Folgegeneration auf die Segregation der QTL-Allele geschlossen (Andersson 2001).
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3. Standardisierte Erhebung phdnotypischer Daten

Fiir eine betrachtete Population gilt: V (P) = V(G) + V (E) (Kearsey 1998). Um den Anteil der
umweltbedingten Variation an der Gesamtvariation mdglichst gering zu halten, muss die

Versuchstierpopulation unter standardisierten Bedingungen gehalten werden.

4. Durchfiihrung/Auswertung mittels geeigneter statistischer Verfahren

Fir die QTL-Kartierung wurden verschiedene Methoden entwickelt, die sich in ihrer
Komplexitidt unterscheiden (Manly und Olson 1999), diese reichen vom einfachen
Assoziationstest (ANOVA) iiber die 1989 von Lander und Botstein in die Literatur
eingefiihrte einfache Intervallkartierung (SIM) bis hin zum Composite Interval Mapping
(CIM) (Zeng 1994). Um die wahrscheinlichste Position fiir einen QTL schitzen zu kénnen,
existieren zwei alternative Rechenmodelle. Das Maximum-Likelihood Modell ermittelt den
Quotient aus der Wahrscheinlichkeit, dass sich an einer bestimmten Stelle ein QTL befindet
und der Wahrscheinlichkeit der Gegenhypothese (Lander und Botstein 1989). Dieses
Wahrscheinlichkeitsverhiltnis wird in regelmaBigen Abstdnden {iber das gesamte Chromosom
gepriift und ergibt jeweils eine Likelihood Ratio (LR). Als PriifgroBe wird der LOD-Score
angegeben (Murken et al. 2011, S.347). Eine Alternative dazu stellt das Least Square
Regressionsmodell (Haley und Knott 1992) dar, dass die wahrscheinlichste Position eines
QTL iiber die Methode der kleinsten Abweichungsquadrate ermittelt. Als Priifgro8e wird der
F-Wert angegeben. Als Weiterentwicklung des SIM wurde 1994 von Zeng das Composite
Interval Mapping vorgestellt. Dessen Vorteil ist, dass indem zusétzliche Marker als
Covariablen in die Teststatistik integriert werden, ein QTL in einem betrachteten Intervall von
weiteren, aullerhalb liegenden, mit thm verlinkten QTL ,,entkoppelt wird. Damit wird ein
Problem der SIM, dass multiple QTL nicht voneinander unterschieden werden konnen, gelost
(Zeng 1994). Laut Hayashi et al. (2002) ist das CIM auch geeignet zur Kartierung von QTL in
ausgeziichteten Populationen, wie sie im Regelfall bei Nutztieren zur QTL-Analyse zur

Verfiigung stehen.
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2.3.2 Genetical Genomics und eQTL

Der Begriff ,,Genetical Genomics* wurde erstmals in einer Publikation von Jansen und Nap
(2001) verwendet. Der propagierte Ansatz kombiniert Informationen aus der klassischen
QTL-Analyse mit Ergebnissen von genomweiten Expressionsanalysen. Diese Vorgehensweise
wird auch als eQTL-Analyse bezeichnet. eQTL sind Genomregionen, die die Expressionslevel
von unterschiedlichen Genen steuern (Abb.1). Ein Beispiel dafiir, dass auch Transkripte
polygener Vererbung unterliegen, lieferten Brem und Kruglyak (2005) mithilfe einer QTL-
Analyse an Sacharomyces cerevisiae, bei der die Transkription der untersuchten Gene in > 50
% der Fille durch 5 oder mehr Loci beeinflusst wurde. In der eQTL-Analyse werden anstatt
klassischer quantitativer Merkmale Gen-Expressionslevel als Phédnotypen fiir die QTL-
Analyse verwendet (de Koning et al. 2007; Sellner et al. 2007). Dies ist moglich, da
Unterschiede in Transkriptmengen haufig signifikant mit klassischen Merkmalen in
segregierenden Populationen korrelieren. Daher sind sie als Ersatz geeignet, wenn keine
phédnotypischen Daten verfligbar sind (Schadt et al. 2003). Wird der eQTL in der
Genomregion kartiert, in der sich auch das differentiell exprimierte Gen befindet, wird ein
Polymorphismus in der regulatorischen Region des Gens als wahrscheinlich betrachtet
(Gibson und Weir 2005) und man bezeichnet den eQTL als ,,cis-acting* (Jansen und Nap
2001). ,,Trans-acting* dagegen liegt vor, wenn sich eQTL und reguliertes Gen nicht in
unmittelbarer Nidhe auf dem Genom befinden. Der Nutzen der eQTL-Analyse liegt in der
Moglichkeit, 1) Kandidatengene fiir produktions-assoziierte Merkmale zu finden und 2)
anhand erhaltener Informationen iiber Beziehungen zwischen Genen regulatorische
Netzwerke zu konstruieren, die weiteren Aufschluss iiber die Entstehung von phénotypischen
Varianten geben konnen (Sellner et al. 2007). Mehrere Studien sind zu dem Schluss
gekommen, dass sog. Major QTL existieren, die die Transkriptmengen sehr vieler Gene
beeinflussen. Diese ,,Strippenzieher“-Loci bezeichnet man auch als ,Hotspots der
Genregulation® (Schadt et al. 2003), sie konnen in Einzelfdllen iiber tausend Transkripte
regulieren (Chesler et al. 2005). Sun und Schliekelman (2011) beschreiben eine Methode, um
vom Phénotyp ,,Transript-Expressionslevel* auf den Genotyp am putativen kausativen Locus
schlieBen zu konnen. Um das Problem der QTL-Analyse, aus vielen moglichen
Kandiatengenen, die ,,richtigen* zu identifizieren zu iiberwinden, schlagen de Koning et al.
(2007) einen Ansatz vor, der eQTL-Analyse mit Feinkartierung von funktionellen

Kandidatenloci kombiniert.
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Abb.1: Genetical Genomics-Prinzip. Uber das Genom verteilte, kausative Loci (eQTL) beeinflussen
tiber ein Netzwerk aus untereinander verlinkten Genen einen klinischen Phénotyp (modifiziert nach
Sun und Schliekelman 2011)

2.3.3 MAS und genomische Selektion

Mithilfe der sog. ,,Marker-Assisted Selection” (MAS) wird die Assoziation von Markern mit
kartierten QTL tiberpriift, bei signifikantem Kopplungsungleichgewicht geht der Marker als
Information in die Zuchtwertschitzung ein. Ein Hauptproblem fiir die Anwendung der MAS
ist, dass in den meisten Fillen der durch einen signifikant assoziierten Marker aufkldrbare
Anteil der genetischen Variation die einem quantitativen Merkmal zugrundeliegt, gering ist
(Goddard et al. 2010). Der Nutzen der MAS ist daher beschrinkt auf monogenetische
Merkmale oder Merkmale, die durch einige, wenige Gene beeinflusst werden (Hayes und
Goddard 2010). Die Einsatzmoglichkeiten fiir eine Zuchtwertschdtzung mittels MA-BLUP

sind bis heute limitiert auf wenige Merkmale, die auf Variationen in Majorgenen beruhen
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(Buske und Gengler 2009), z.B. das Ryanodinrezeptor- Gen oder IGF-2 (Dekkers 2004). Mit
der Verfiigbarkeit hoch auflésender genetischer Karten und dichter Genomabdeckung mit
SNP-Markern, sowie der Mdglichkeit, die dort vorliegenden Allele mithilfe von High-
Throughput-Genotyping zu bestimmen, wurde die von Meuwissen et al. (2001) erstmals
vorgestellte Idee einer Selektion nach rein genetischen Informationen umsetzbar. Demnach
kann idealerweise bei einer ausreichend dichten Abdeckung des Genoms mit Markern alle
genetische Variation fiir ein quantitatives Merkmal durch Variabilitdt in den Markergenotypen
erklart werden (Meuwissen et al. 2001). Das grundlegende Prinzip dieser genomischen
Selektion ist, dass durch die hohe Markerdichte jeder QTL direkt oder indirekt mit mindestens
einem SNP assoziiert ist und dadurch die genetisch bedingte phénotypische Variation
komplett aufkldrbar ist (Albers und Charagu 2010; Calus 2010). Im Gegensatz zur MAS
werden bei der genomischen Selektion also alle informativen SNPs in der ZWS und damit
auch der Einfluss von kleinen, unkartierten QTL beriicksichtigt. Aufgrund dieses Prinzips ist
die genomische Selektion besonders geeignet zur Vorhersage von quantitativen Merkmalen,
die geschlechtsgebunden oder schwer zu messen sind (Hayes und Goddard 2010). Im
Gegensatz zur konventionellen BLUP-ZWS, bei der fiir die Ermittlung von Zuchtwerten
Eigen,- Verwandten,- oder Nachkommensleistungen betrachtet werden, steht bei der
genomischen ZWS die Phinotypisierung und Genotypisierung einer Referenzpopulation am
Anfang, aus diesen Daten werden mithilfe unterschiedlicher mathematischer Modelle
Markereffekte auf ein quantitatives Merkmal geschétzt (Hayes et al. 2009). Die weitere
Selektion von Zuchttieren beruht auf deren GEBV (Genomic Estimated Breeding Value), der
die Summe aller Markereffekte wiederspiegelt (Thaller 2009). Am ldngsten angewendet wird
die genomische Selektion bisher beim Rind. Evaluierungen dieser Methode an
nordamerikanischen Holstein-Friesian zeigen, dass die Vorteile der genomischen iiber
konventioneller ZWS in der signifikant erhdhten Vorhersagegenauigkeit, einer
Beschleunigung des genetischen Fortschritts p.a. und stark verminderten Kosten fiir die
Datenerhebung liegen (Schaeffer 2006; Van Raden et al. 2009). Birgt die genomische ZWS
beim Rind das hauptsichliche Verbesserungspotential in einer Verkiirzung des
Generationenintervalls (Bennewitz 2009), wird sich die Hauptwirkung in der Schweinezucht
durch erhohte Selektionsintensitit und Verbesserung der Vorhersagegenauigkeit entfalten
(Simianer 2009).Wie bereits oben erwihnt, soll die genomische Selektion daher vorwiegend
im Bereich bisher wenig genau vorhersagbarer Merkmale Vorteile bringen (Ibanez-Escriche
und Gonzalez-Recio 2011). Der jdhrliche genetische Fortschritt bei der Selektion auf

weibliche Reproduktionsmerkmale kann durch genomische Selektion im Vergleich zu
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konventioneller Selektion signifikant erhdht werden (Lillehammer et al. 2011). Auch bei
zusétzlicher Einbeziehung von Produktionsmerkmalen iibertreffen samtliche Schemata der
genomischen Selektion die Wirkung konventioneller Selektion, der genetische Fortschritt p.a.
ist um mindestens 13% erhohbar, wohingegen eine Verminderung der Inzuchtrate um
mindestens 40% moglich ist (Lillehammer et al. 2013). Tribout et al. (2012) zeigen anhand
einer simulierten, der Vaterrasse Pietrain nachempfundenen Population, dass die
Vorhersagegenauigkeit der genomischen Selektionsszenarien denen der konventionellen
iberlegen ist und eine konsequente Anwendung den Inzuchtkoeffizienten weniger ansteigen
lasst. Es ist zu erwidhnen, dass die genomische Selektion beim Schwein noch in den Anfingen
steht und genannte Studien mit mathematischen Simulationen von Populationen arbeiten.
Praktisch eingesetzt wird die genomische Selektion seit 2010 bei Zuchttieren verschiedener
Rassen in Dinemark (DanZucht 2011), in Deutschland sind genomisch unterstiitzte
Zuchtwerte fiir Tiere der Rasse Pietrain verfiigbar (Bennewitz und Bielfeldt 2012). Die
errechneten Ergebnisse lassen erwarten, dass die flichendeckende Einfiihrung der
genomischen Selektion der Schweinezucht die Moglichkeit bietet, bei der effizienten,

okonomisch sinnvollen Auswahl von Zuchttieren einen groflen Schritt weiter zu machen.

2.4 Actinobacillus pleuropneumoniae

2.4.1 Atiologie

Bei Actinobacillus pleuropneumoniae handelt es sich um Gram-negative, bekapselte kokkoide
Stébchen, die sich der Familie der Pasteurellaceae zuordnen lassen (Gottschalk 2012, S.653).
Es existieren zwei Biotypen (NAD-abhéngig und NAD-unabhingig; Pohl et al. 1983). Zurzeit
sind 15 unterschiedliche Serotypen bekannt, die in Immunogenitit und Virulenz differieren
(Haesebrouck et al. 1997; Klitgaard et al. 2010). Actinobacillus pleuropneumoniae besitzt
eine Reihe von Virulenzfaktoren, darunter LPS und eine serotypabhingige Konstellation der
ApX-Toxine I-IV, die hdmolytische und/oder zytotoxische Eigenschaften haben. Eine
besondere Rolle spielen &uBlere Membranproteine (OMP), wie Hb-bindende Proteine
(Archambault et al. 2003) und die Transferrin- bindenden Proteine TbP1 und 2 (Baltes et al.
2002; Jacques 2004), da sie die Versorgung des Mikroorganismus mit Eisen sicherstellen.
Storungen des bakteriellen Eisenstoffwechsels wirken sich negativ auf Wachstum und

Virulenz aus (Jacobsen et al. 2005).
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2.4.2 Klinik und Epidemiologie

Actinobacillus pleuropneumoniae verursacht eine himorrhagisch-fibrindse bis nekrotisierende
Pleuropneumonie (Ewald et al. 1989), deren Verlauf von verschiedenen Faktoren wie z.B.
Tierdichte, Immunititsstatus des Bestandes und Management abhingig ist (Sebunya und
Saunders 1983). Die Einschleppung erfolgt i.d.R. iiber latent infizierte Zukaufe, die weitere
Verbreitung iiber Tropfcheninfektion (Gottschalk 2012, S.656).

2.4.3 Relevanz

Actinobacillus  pleuropneumoniae gehort zu den wichtigsten bakteriellen Erregern
respiratorischer Infektionen beim Schwein und ist weltweit verbreitet (Gottschalk 2012,
S.653). Je nach Region dominieren einzelne Serotypen das Infektionsgeschehen(Eine
Ubersicht findet sich bei Dubreuil et al. 2000). Der wirtschaftliche Schaden durch diese
Infektionen ist betrdchtlich. In einer Metaanalyse iiber die Hohe der Verluste, die den
Schweineproduzenten durch Actinobacillus pleuropneumoniae entstehen, wurden deutliche
Verminderungen der Tageszunahme (-33%) und Futterverwertung (-25,5%) sichtbar (Straw et
al. 1989). Schoder et al. (1993) ermittelten Erkrankungen des Respirationstrakts, insbesondere
fibrindse Pleuropneumonie, als haufigste Abgangsursache in einem Schweinemastbetrieb. In
einer neueren Erhebung wurde der jahrliche Verlust fiir die US-Industrie durch Actinobacillus

pleuropneumoniae auf 32 Mio. US$ beziffert (Losinger 2005).

2.4.4 Natiirliche Resistenz gegeniiber Actinobacillus pleuropneumoniae

Dass Resistenzunterschiede zwischen verschiedenen Rassen gegeniiber einer Actinobacillus
pleuropneumoniae-Infektion existieren, wurde von einer Infektionsstudie mit Schweinen der
Rassen DL, DE, Hampshire und Pietrain bestitigt. Beim Anlegen eines neu etablierten
Bewertungsmalistabs (RHS= Respiratory Health Score) zur Beurteilung der Schwere einer
respiratorischen Infektion fiel auf, dass sich Tiere der Rassen Hampshire und DL bzw.

Pietrain an entgegengesetzten Enden der Skala akkumulierten (Holtig et al. 2009).
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2.4.5 Forschungsstand

Verschiedene Studien beschéftigten sich mit der Identifikation von moglichen Biomarkern fiir
eine Actinobacillus pleuropneumoniae-Infektion oder respiratorischen Infektionen im
Allgemeinen. Das antimikrobielle Peptid PR-39 war signifikant erhoht bei einer chronischen
Actinobacillus pleuropneumoniae-Infektion (Hennig-Pauka et al. 2006) aber auch bei
respiratorischen Infektionen die durch eine Vielzahl anderer Erreger hervorgerufen wurden
(Hennig-Pauka et al. 2007). Benga et al. (2009) bestimmte die Produktion von Akute-Phase-
Proteinen, anorganischen Verbindungen des Respiratory Burst und Zytokinen infolge einer
experimentellen  Actinobacillus  pleuropneumoniae-Infektion bei vier verschiedenen
Schweinerassen. Die je nach Rasse, Individuum und Messzeitpunkt variierenden
Expressionslevel wiesen auf das Vorliegen unterschiedlicher Immunphénotypen hin (Benga et
al. 2009). Eine Expressionsanalyse von Glykoproteinen aus BALF wurde im Zuge eines
Actinobacillus pleuropneumoniae-Infektionsversuchs an Tieren dreier Rassen durchgefiihrt.
Unter den 12 differentiell exprimierten Proteinen befand sich AHSG, dessen Expressionslevel
u.a. signifikant negativ mit dem Vorhandensein von Lungenldsionen bei Hampshire-
Schweinen korreliert war (Kahlisch et al. 2009). Eine verminderte Expression von AHSG in
der Leber experimentell mit Actinobacillus pleuropneumoniae infizierter Schweine wurde
auch von Hedegaard et al. (2007) gefunden. Eine Assoziation von Markergenotypen des
Transferrin-Gens mit dem RHS, der die Schwere einer Infektion wiederspiegelt, ist ebenfalls
bekannt. Heterozygotie am Markerlocus ¢.1899+29 C/T lag besonders hiufig bei schwer

erkrankten Tieren der Deutschen Landrasse vor (Danilowicz et al. 2009).

2.5 Kandidatengene

Kandidatengene sind Gene, die mit hoher Wahrscheinlichkeit die Ausprigung eines oder
mehrerer betrachteter Merkmale beeinflussen (Geldermann 2005, S.294). Je nachdem, ob man
die Einbindung des Gens in die interessierenden physiologischen oder pathologischen
Prozesse, die Wirkung des Genprodukts oder die Lage des Gens im Genom betrachtet,
unterscheidet man homolog-physiologische, funktionelle und positionelle Kandidatengene
(Reiner 2008). Alle Gene, die sich im Bereich eines QTL befinden, sind als positionelle
Kandidatengene anzusehen (Wayne und MclIntyre 2002).
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2.5.1 AHSG

Bezeichnung: AHSG (02-Heremans-Schmid Glycoprotein); Fetuin A (NCBI 2012a)

Lokalisation: SSC13( 133813482-133839175) (NCBI 2012a)

Ldnge: 25694 bp (NCBI 2012a)

Porcines AHSG setzt sich aus 362 Aminosiuren zusammen (NCBI 2012b). Die codierende
Sequenz umfasst 7 Exons (NCBI 2012a). Bisher sind 186 SNPs im gesamten Gen bekannt
(NCBI 2012¢).

Aufbau, Vorkommen:

Fetuin-Protein wurde erstmals aus neonatalem Kélberserum isoliert und charakterisiert
(Pedersen 1944). Es handelt sich um ein der Cystatin-Superfamilie zugehdriges, im
Uberschuss vorkommendes Serum-Glykoprotein, das sich in zwei Cystatin-like-Doménen und
eine Carboxy-terminale Domédne gliedert (Brown et al. 1992). Die bereits bei Pedersen
auffillig hohe Konzentration des Proteins im Neonaten wurde bestitigt, als Saunders et al.
(1994) sowohl mRNA als auch Protein in vielen fotalen Geweben beim Schaf nachweisen
konnten. Fetuin stellt bei Wiederkduer-Foten bis zu 50 % des Gesamtproteins (Osawa et al.
1997). Beim adulten Tier und Menschen beschriankt sich seine Produktion auf Leber und

Knochenmark (Srinivas et al. 1993; Dziegielewska et al. 1996).

Funktion, Bedeutung bei der Entstehung von Krankheiten:

AHSG greift in die Insulin-Rezeptor-Signalkaskade ein, indem es die durch Substratbindung
induzierte Autophosphorylierung und Tyrosinkinase-Aktivitdt des Rezeptors hemmt (Srinivas
et al. 1993; Mathews et al. 2002; Stefan et al. 2006). Da AHSG die Insulin-Wirkung am
Rezeptor antagonisiert, wurde es im Zusammenhang mit Insulin-Resistenz-assoziierten
Erkrankungen erforscht. AHSG-Knockout Miuse blieben trotz fetthaltiger Fiitterung insulin-
sensitiv und resistent gegeniiber Adipositas (Mathews et al. 2002). Auch altersbedingter
Verlust der Insulin-Sensitivitit war bei Knockout-Mdusen signifikant geringer als bei

gleichaltrigen Wildtypen (Mathews et al. 2006). Beim Menschen waren hohe AHSG-
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Serumlevel negativ mit Insulin-Sensitivitdt und positiv mit Glucoseintoleranz korreliert
(Stefan et al. 2006). In einer genomweiten Assoziationsstudie an von Diabetes Typ II
betroffenen Familien wurde ein mit Empfanglichkeit assoziierter Locus auf Chr. 3q 27
kartiert, wo sich beim Menschen das AHSG-Gen befindet (Vionnet et al. 2000). In derselben
Region wurde ein signifikant mit Phanotypen des Metabolischen Syndroms assoziierter QTL
von Kissebah et al. (2000) kartiert. Die multiplen Eigenschaften des negativen Akute-Phase-
Proteins AHSG werden bei Betrachtung seiner Rollen in der Immunabwehr und Modulation
entziindlicher Prozesse deutlich. Als aspezifisches Opsonin kann AHSG die Phagozytose
bakterieller Pathogene verstirken und markiert abzubauende neutrophile Granulozyten (van
Oss et al. 1974; Hart et al. 2003). Desweiteren moduliert AHSG die Expression
proinflammatorischer Zytokine wie IL6, IL1 und TNFa (Hennige et al. 2008). Durch seine
inhibitorische Wirkung auf die Ablagerung von Ca-Ph-Verbindungen stellt AHSG ein
Bindeglied zwischen chronisch-entziindlichen Prozessen und durch Kalzifizierung
charakterisierte Pathologien dar. AHSG (-/-) Maéuse =zeigten beispielsweise starke
Mineralablagerungen in glatten Muskelzellen arterieller Wiande (Reynolds et al. 2005). Beim
Menschen ist eine signifikante, negative Korrelation zwischen AHSG-Konzentration und
Versteifung von Arterien durch mineralische Einlagerungen bekannt (Pateinakis et al. 2013).
AHSG tragt also nicht unerheblich zur Pathogenese von Krankheiten wie Atherosklerose oder
Rheumatoider Arthitis bei. Zusétzlich zu seiner Fiahigkeit, den Metabolismus und
inflammatorische Prozesse zu beeinflussen, greift AHSG in die Tumorigenese TGFf-
induzierter Tumoren ein und ist fiir andere Krebsarten als Marker nutzbar (Swallow et al.
2004; Dowling et al. 2007; 2012). In einer Analyse des Glykoprotein-Expressionsprofils von
experimentell mit Actinobacillus pleuropneumoniae infizierten Schweinen unterschiedlicher
Rassen zeigte sich, dass AHSG differentiell exprimiert wurde und hohe Level mit Nicht-
Vorhandensein von Lungenldsionen bei Hampshire-Schweinen korreliert waren (Kahlisch et
al. 2009). Die Autoren stuften AHSG daher als geeigneten Biomarker fiir eine chronische

Infektion ein.

Diese heterogene Komposition an Eigenschaften ldsst vermuten, dass noch nicht alle
Funktionen von AHSG bekannt und hinreichend erforscht sind und fordert eine weitere

Untersuchung des Gens auch unter dem Aspekt seiner Wirkung auf Krankheitsresistenz.
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2.5.21IL12A

Bezeichnung: Interleukin 12, Untereinheit A bzw. p35; NKSF (Natural Killer Cell
Stimulatory Factor 1); CLMF (Cytotoxic Lymphocyte Maturation Factor 1)
(NCBI 2012d)

Lokalisation: SSC13 (108066792-108074477) (NCBI 2012d)

Léinge: 7686 bp (NCBI 2012d)

Im gesamten porzinen IL12A Gen sind bis dato 47 SNPs bekannt (NCBI 2012f). Das Protein
wird durch 7 Exons codiert und hat eine Lange von 256 Aminosduren (NCBI 2012d, ¢).

Aufbau:

Fiir ein funktionsfahiges, biologisch aktives Genprodukt miissen p35 und p40 Untereinheit
(UE) heterodimerisieren (Cesano et al. 1993; Foss und Murtaugh 1997). Die beiden UE sind
unterschiedlich strukturiert, wiahrend p35 zur a-Helix-reichen Zytokinfamilie zdhlt, 14sst sich
p40 der Hamatopoetin-Rezeptor-Familie zuordnen (Gately et al. 1998). Anstelle der frither
verwendeten Bezeichnungen NKSF (Kobayashi et al. 1989) und CLMF (Gubler et al. 1991)
hat sich der Proteinname IL12A durchgesetzt.

Funktion:

Das proinflammatorische Zytokin IL12A belegt eine Mittlerposition zwischen angeborener
und erworbener Immunitdt (Tripp et al. 1994), das viele seiner Wirkungen via IFNy
transmittiert. IL12 ist einer der Hauptakteure im Immunsystem, der die Balance innerhalb der
adaptiven Immunantwort zugunsten einer vorwiegend TH1-dominierten Abwehr verschiebt
(Trinchieri 1995). Eine Reihe weiterer bekannter IL12-Effekte zeigen, dass dieses Zytokin
zentral an der korpereigenen Abwehr beteiligt ist. IL12 wird als Reaktion auf bakterielle
Bestandteile von B-Lymphozyten (Podlaski et al. 1992), Makrophagen, Monozyten, (Hsieh et
al. 1993; Foss und Murtaugh 1997), Neutrophilen und Antigen-priasentierenden Zellen (Cho et
al. 2005) produziert. Eine seiner Hauptaufgaben ist die Initiierung der ,,first line of defense*
via Steigerung der IFNy-Sekretion in NK- und T-Zellen, sowie die Erhéhung der
Zytotoxizitit Natiirlicher Killerzellen (Kobayashi et al. 1989) in Abhéngigkeit von TNFa (Wu
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et al. 1993). Auch die Proliferation und Maturation von CD4- und CD8- positiven Zellen wird
durch IL12 gefordert, wobei die CD4-Zellen auf das einwirkende Zytokinspektrum mit
Reifung zu bewaftneten T-Zellen reagieren und dadurch eine vorwiegend zellvermittelte
Abwehr etabliert wird (Janeway et al. 2002, S.422). IL2 dient in vielen Fillen als
Costimulator, der additiv oder synergistisch wirken kann (Cesano et al. 1993; Pintaric et al.

2008).

Bedeutung bei der Entstehung von Pneumonien:

In einer Infektionsstudie an experimentell mit Actinobacillus pleuropneumoniae infizierten
Schweinen wurde ein mRNA-Expressionsprofil fiir die Zytokine IL10, IL12 p35 und IL12
p40 erstellt. Die starke Kolokalisation der Hybridisierungssignale mit entziindungsbedingten
Lungenverinderungen deutete auf eine Beteiligung dieser Zytokine bei der Entstehung der
Actinobacillus pleuropneumoniae-typischen Pathologie hin (Cho et al. 2005). Eine &hnliche
Studie von Baarsch et al. (1995) zeigte, dass auch weitere proinflammatorische Zytokine wie
TNFa, IL1 und IL8 wihrend der akuten Phase einer Infektion in der Lunge vorhanden sind
und zur Pathogenese beitragen. Durch Applikation des antiinflammatorischen Zytokins IL10
vor einer Infektion wurde die Produktion dieser entziindungsfordernden Zytokine und infolge
dessen das Auftreten entziindlicher Lungenverdnderungen in hohem Malle verringert
(Morrison et al. 2000). Bei einer experimentellen Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae
wurde die starke Assoziation zwischen dem konzentrierten Auftreten von IL12 und IFNy in
entzlindlich verdnderten Lungenregionen ebenfalls festgestellt, was wiederum fiir eine
Beteiligung an der lokalen Abwehr gegeniiber dem Bakterium spricht (Rodriguez et al. 2007).
In einer dhnlich konzipierten Studie wurde ein solcher Zusammenhang auch fiir IL12, IL10
und PRRSV gezeigt (Chung und Chae 2003). Carter und Curiel (2005) wiesen die Effektivitit
der Applikation von rekombinantem IL12 bei der Bekdmpfung von PRRSV in vivo und in
vitro nach. Die Interaktionen der Zytokine untereinander und mit dem Pathogen sind
hochkomplex und noch nicht vollstdndig verstanden (Dwivedi et al. 2012). Da IL12 nicht nur
fiir verschiedene respiratorische Erkrankungen sondern auch fiir die Immunabwehr im
Allgemeinen von Bedeutung ist, muss eine weitere Erforschung des Gens und seines
Proteinprodukts im Sinne der Aufdeckung grundlegender Abwehrmechanismen erfolgen. Eine
von Wimmers et al. (2008) durchgefiihrte Assoziationsstudie von IL12-SNPs mit einer grof3en
Anzahl immunologischer Merkmale spricht ebenfalls dafiir, dass IL12 A und IL12B als

Kandidatengene fiir Immunkompetenz anzusehen sind.
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Bedeutung bei der Entstehung /Therapie weiterer Krankheiten:

Ob IL12 giinstig oder ungiinstig auf die Pathogenese von Krankheiten einwirkt, hdngt davon
ab ob eher eine THI- oder eine TH2-dominierte Antwort addquat zur Bekdmpfung des
Pathogens ist. Die Behandlung mit rekombinantem IL12 vermittelte bei einer Leishmania
major-Infektion empfianglicher Méuse beispielsweise einen protektiven Effekt, indem die
giinstige TH1-Antwort bevorzugt wurde (Heinzel et al. 1993). Der gleiche Sachverhalt konnte
bei muriner Listeriose festgestellt werden, eine nachfolgende Applikation von Anti-IL12-Ak
filhrt zum Erloschen der Schutzwirkung (Tripp et al. 1994). Destruktive Wirkung entfaltet
IL12 bei verschiedenen chronischen Prozessen wie z.B. Colitis durch anhaltende IFNy-
Produktion. Anti-IL12-Ak fiihrten hier zu einer deutlichen Verbesserung des klinischen und
histologischen Bilds (Neurath et al. 1995). IL12 (-/-) Miuse zeigten bei einer Kollagen-
induzierten Arthritis eine signifikante Verminderung klinischer Symptome (Mc Intyre et al.

1996; Gately et al. 1998).

2.5.3MYDS88
Bezeichnung: Myeloid-Differentiation-Primary-Response-Gene 88 (MYDS88) (NCBI 2012g)
Lokalisation: SSC13 (25181100-25183718) (NCBI 2012g)

Ldinge: 2619 bp (NCBI 2012g)

Im porzinen MYD88 Gen sind bis dato 19 SNPs bekannt (NCBI 20121). Das Gen beinhaltet 5
Exons. Das Genprodukt besteht aus 293 Aminosduren (NCBI 2012g, h).

Aufbau:

MYDS8 besitzt zwei funktionelle Untereinheiten. Die N-terminale Death-Domiéne und die C-
terminale TIR (Toll-IL1-Rezeptor)-Domidne sind iiber eine Interdomine verbunden und
vermitteln die Bindung an die entsprechenden Doménen von IRAK (IL1-Receptor-associated-

Kinase) 4 bzw. TLR (Tohno et al. 2007; Kawai und Akira 2007).
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Funktion:

MYDS8 spielt eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunantwort als Adapterprotein im
TLR-Pathway. Toll-like-Rezeptoren sind hochkonservierte Mitglieder der TIR (Toll-IL1-
Rezeptor)-Superfamilie, zu der auch IL1-Rezeptoren zdhlen. (Liew et al. 2005). Beide sind
wichtig fiir das Auslosen sowohl der angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort in
Folge der Stimulation mit Pathogen-Spezifischen Strukturen (PAMPs) (Janeway und
Medzhitov 2002). Als Bestandteil der ,,first line of defense* gegeniiber Pathogenen haben sie
eine Schliisselfunktion in der Immunabwehr inne (Akira et al. 2006; Kawai und Akira 2007).
Allen TLR ist gemeinsam, dass am Ende der Signalkaskade der Transkriptionsfaktor NFkB
aktiviert wird, der die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und die Induktion
antimikrobieller Gene reguliert ( Kawai und Akira, 2007). Die adaptive Immunantwort wird
durch Maturation dendritischer Zellen und infolge dessen gesteigerte Antigen-Prasentation

vorangetrieben (Janeway und Medzhitov 2002).

TLR- Kaskade:

Die von Toll-like-Rezeptoren auf der Oberfliche von Immunzellen erkannten PAMPS sind
ausschlieBlich (LPS) oder vorwiegend (unmethyliertes CpG) bei einer Invasion von
Pathogenen im Korper vorhanden. Jeder der TLR kann durch verschiedene Liganden aktiviert
werden; beispielsweise TLR2 durch LPS (Werts et al. 2001), Glycolipide und &uBere
Membranproteine (Aderem und Ulevitch 2000), TLR4 durch LPS, Flavolipin und
Hiillenproteine (Takeuchi et al. 2000; Akira et al. 2001), TLRS durch Flagellin (Hayashi et al.
2001), TLR7 durch Imidazoquinoline (Hemmi et al. 2002) und TLRY durch unmethylierte
CpG DNA (Akira et al. 2001). Eine vollstindige Ubersicht findet sich bei Janeway und
Medzhitov (2002). Dieses Ansprechen auf eine Vielzahl von unterschiedlichen Liganden
ermOglicht es dem Organismus, auf eine gro3e Bandbreite potentieller Pathogene reagieren zu
konnen. Durch die Aktivierung von TLR, IL1 R oder IL18R wird das intrazytoplasmatische
Adaptermolekiil MYDS88 aktiviert, welches via Interaktion mit IRAK4 die Phosphorylierung
von IRAKI1 fordert. Nach der Abspaltung des IRAK4-IRAKI-Komplexes erfolgt die
Aktivierung des Adaptermolekiils TRAF6 (Kawai und Akira 2007). Durch TRAF6 werden
sowohl MAP-Kinasen als auch NFxB aktiviert (Akira und Hoshino 2003). Durch
Phosphorylierung der inhibitorischen kB Proteine wird schlieBlich der Transkriptionsfaktor
NFkB freigesetzt (Wesche et al. 1997). Dies fiihrt zu vermehrter Produktion
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proinflammatorischer Zytokine und durch Reifung dendritischer Zellen zu erhohter
Antigenprdsentation (Akira et al. 2000; Kaisho und Akira 2001; Janeway und Medzhitov
2002). Der Endpunkt der TLR-Signalkaskade bildet damit auch eine Schnittstelle zur
Induktion der adaptiven Immunantwort. Neben dem beschriebenen MYDS88-abhingigen
existiert ein MYD88-unabhdngiger Signalweg, bei dem die Signalweitergabe durch den TLR
mithilfe des Adapterproteins TRIF erfolgt. Diese Art der Signaltransduktion wird durch TLR3
(ausschlieBlich) und TLR4 (teilweise) genutzt (Akira et al. 2000).

Rolle von MYDS&8 bei der Entstehung von Krankheiten:

Eine funktionierende Signalweiterleitung via TLR und MYDS8 ist fiir die Kontrolle und
Bekdmpfung von Infektionserkrankungen essentiell. Trotzdem ist diese Signalkaskade auf
verschiedenen Ebenen Angriffspunkt inhibitorischer Mechanismen, die ihre Uberstimulation
und dadurch geforderte destruktive Wirkung hemmen. Anhand von Studien an MYDS88 (-/-)
Maiusen und IRAK4 (-/-) Méausen konnte die zentrale Rolle der TLR-induzierten Abwehr
durch erhohte Anfilligkeit der Tiere gegeniiber einer Vielzahl bakteriellen, viralen und
parasitiren Erregern gezeigt werden. Eine hohe Mortalititsrate im Sauglings- und
Kleinkindalter bei MYD88- oder IRAK-defizienten Menschen zeigt, dass diese Gene in
bestimmten Altersklassen als Semiletalfaktoren wirken (von Bernuth et al. 2012). Studien von
Scanga et al. (2002) und Chen et al. (2002) bewiesen, dass die Wirtsresistenz gegeniiber
Toxoplasma gondii bei MYDS88 (-/-) Midusen stark herabgesetzt war, was sich u.a. in erhohten
Mortalitédtsraten und Parasitenbiirden duBerte. Der starke Einfluss der MYD88-abhédngig und -
unabhingig induzierten Abwehrprozesse auf das Uberleben einer Klebsiella-Pneumonie
wurde durch Studien an MYDS8S8 (-/-) und TRIF (-/-) Méausen von Cai et al. (2009) und van
Lieshout et al. (2012) deutlich. Sowohl Uberlebenszeit als auch Pathogen-Clearance waren
bei K.o. Méusen gegeniiber dem Wildtyp stark vermindert. Eine iiberméfige und dauerhafte
Aktivierung des TLR-Signalwegs ist allerdings auch unvorteilhaft, da die stindige
Entziindungsforderung zu chronischen Organverdnderungen und Emphysem fiithren kann. In
diesem Fall verhindert ein Knockout der Gene des IL1-Rezeptors oder von MYDS8S8 die
Zytokinfreisetzung mit nachfolgender Destruktion des Lungenparenchyms (Couillin et al.
2009). Beim Sidugetier existieren daher Hemmmechanismen, um die TLR/ILI-R
Signaltransduktion zu verhindern. Beispielsweise existiert neben dem vollstindigen MYDS88
eine kiirzere (s= short form) Variante, deren Aufgabe die Heterodimerisierung mit MYD88
und damit Verhinderung der Phosphorylierung von IRAKI1 ist (Liew et al. 2005). Da das

Verhéltnis zwischen der Einleitung einer lebensnotwendigen Abwehrreaktion und der
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Zerstorung eigenen Gewebes sensibler Einstellung bedarf, erfolgt die Produktion von

MYD88s sehr begrenzt, ndmlich ausschlieBlich in Milz und Gehirn (Janssens et al. 2002).

2.5.4 RUNX1

Bezeichnung: RUNXI1 (Runt related transcription factor); AML1 (Akute Myeloische
Leukédmie-Gen 1); PEBP2aB (Phosphatidylethanolamine Binding Proteine
2aB); CBFa (Core Binding Factor o) (NCBI 2012;)

Lokalisation: SSC13 (208205560-208300127) (NCBI 2012;)

Lange: 94568 bp (NCBI 2012j)

Das porcine RUNXI1-Gen beinhaltet 6 Exons, das Proteinprodukt besteht aus 480
Aminosduren (NCBI 2012j, k). Bisher sind in der gesamten Gensequenz (nicht-kodierende
und kodierende Bereiche) 1246 SNPs bekannt (NCBI 20121).

Aufbau:

RUNXIT stellt einen Teil des heterodimeren Transkriptionsfaktors CBF (Core-Binding Factor)
dar (Zhang et al. 2003). Eine Kopplung mit dem Partnerprotein CBFf ist notwendig, um die
per se schwache DNA-Bindungsaffinitit von RUNX1 um das 10 fache zu steigern (Okuda et
al. 2001; Matheny et al. 2007) und den Abbau durch Proteinasen zu verhindern. Die
Heterodimerisation erfolgt mittels der hochkonservierten Runt-Doméne, Namensgeber und
DNA-bindenden Untereinheit von RUNX1 (Zhang et al. 2003). Diese besteht aus 128
Aminosduren und entspricht in ihrer Faltung einem s-Typ Immunglobulin. Sie lédsst sich
strukturell und funktionell Transkriptionsfaktoren bzw. Protoonkogenen wie NFkB, NFAT,
p53 und STAT-1 zuordnen (Berardi et al. 1999).

Funktion:

Der Transkriptionsfaktor RUNX1 kann sowohl Aktivator,- als auch Repressorwirkung
entfalten. Die letztendliche Wirkweise wird durch ein komplexes Zusammenspiel mit

weiteren Transkriptionsfaktoren, Co-Aktivatoren oder -Repressoren (Mikhail et al. 2006;
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Wong et al. 2011). Eine Ubersicht der mit RUNXI1 interagierenden Proteine findet sich bei
Perry et al. (2002). RUNXI1 spielt eine zentrale Rolle als Regulator hamatopoetischer Gene
(Kurokawa und Hirai 2003). Dies zeigte sich in defizitdrer Entwicklung von
hédmatopoetischen Stammzellen aller Linien mit nachfolgenden 100 % Letalitdt bei RUNXI
(-/-) Maiuseembryonen (Okuda et al. 1996). Da dosisabhidngig, ist mindestens ein
funktionelles RUNXI1-Allel fiir die definitive Hdmatopoese Voraussetzung (Okuda et al.
2001; Asou 2003). Weiterhin reguliert RUNX1 die Reifung und Differenzierung von CD4-
und CD8-positiven T-Zellen (Hayashi et al. 2000) und ist fiir die Entfaltung der

immunsuppressiven Wirkung regulatorischer T-Zellen notwendig (Wong et al. 2011).

Rolle von RUNXI1 bei der Entstehung von Krankheiten:

AMLI1 alias RUNX1 wurde im Zuge der Erforschung der Akuten Myeloischen Leukdmie
(AML) identifiziert, als das Gen, welches sich am Bruchpunkt der bei AML haufigen
chromosomalen Translokation t(8/21) (q22/q22) befindet (Miyoshi et al. 1991). Insgesamt
sind 22 Leukdmieformen mit RUNX1-Beteiligung bekannt (Asou 2003). Die Runt-Doméne
wird im Zuge der Translokation mit anderen Protein-kodierenden Genen gekoppelt, bei deren
Translation entstehen chimére Proteine (Lo Coco et al. 1997). Diese nicht-funktionellen
Fusionsproteine tragen zur Leukdmogenese bei, da die hdmatopoetische Differenzierung nicht
mehr oder nicht in vollem AusmaB stattfindet. Zur Entstehung einer akuten Leukidmie miissen
allerdings weitere Mutationen dieses Geschehen potenzieren (Asou 2003). Auch seltener
vorkommende Punktmutationen im RUNXI-Gen selbst besitzen hohe Leukdmogenitit.
Diallele Mutationen werden vorwiegend bei Patienten mit M0-AML oder AML plus
erworbener Trisomie 21 gefunden (Preudhomme et al. 2000). Monoallele Punktmutationen,
deren Wirkung sich via Haploinsuffizienz oder negativer Dominanz entfaltet liegen dem
Krankheitsbild FPD (Family Platelet Disorder) zugrunde und sind pradisponierend fiir AML,
per se jedoch fiir die Auspragung eines Leukdmie Vollbilds ebenfalls nicht ausreichend (Osato
2004; Matheny et al. 2007). Die meisten Mutationen in RUNX1 betreffen die Runt- Doméne
und vermindern die DNA- Bindungsfihigkeit um das 10-46000fache (Kurokawa und Hirai
2003; Matheny et al. 2007). Da bestimmte RUNXI-Mutationen mit Phidnotypen wie
Chemotherapeutika-Resistenz oder verminderter Uberlebensrate assoziiert sind, dienen sie als
Marker z.B. beim Myelodysplatischen Syndrom oder bei AML (Chen et al. 2007; Gaidzik et
al. 2011).
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Auch bei einer Reihe von entziindlichen Erkrankungen spielt RUNX1 eine zentrale Rolle,
darunter Rheumatoide Arthritis (Tokuhiro et al. 2003), Psoriasis (Yamada und Ymamoto
2005), und Systemischer Lupus Erythematodes (Shen und Tsao 2004). Hierbei existieren
entweder Mutationen in den RUNX1 Bindungsstellen anderer Proteine (RA, Psoriasis, SLE)
und /oder Mutationen im RUNX1 Gen selbst (RA).

2.5.5 Transferrin
Bezeichnung: (Sero-) Transferrin, frither: Siderophilin, Kiirzel: TF (NCBI 2012m)
Lokalisation: SSC 13, (82429011-82469009) (NCBI 2012m)

Liinge: 39999bp (NCBI 2012m)

Im porzinen Transferrin-Gen sind bis dato 481 SNPs bekannt (NCBI 20120). Es existieren
mehrere Transkriptvarianten und Protein-Isoformen, das hiufigste Genprodukt wird durch 17

Exons codiert und besteht aus 715 Aminosduren (NCBI 2012m, n).
Funktion:

Die Hauptaufgabe von Transferrin besteht in dem extrazelluldren Transport von Eisen in Form
von Fe®” Tonen. Das Plasmaprotein besitzt regulatorische und protektive Funktionen, da nicht
nur die Menge an freiem Eisen im Blut kontrolliert, sondern auch ein potentiell toxisches
reaktives Agens gebunden wird (Li und Qian 2002). Das fiir zahlreiche Stoffwechselvorgidnge
notwendige Spurenelement Eisen wird der Zelle durch rezeptorvermittelte Endocytose von
mit Fe’" beladenem TF via Transferrin-Rezeptor verfiigbar gemacht (Qian et al. 2002).
Transferrin besetzt somit nicht nur eine zentrale Position im Eisenstoffwechsel des Kdorpers,
sondern beispielsweise auch in der Substratbereitstellung fiir Himoglobin,- Myoglobin,- und
Enzymsynthese (Lieu et al. 2001). In der Humanmedizin wird TF daher als nicht-viraler
Transporter genutzt, um antitumorale Wirkstoffe gezielt in Krebszellen zu transportieren
(Kratz et al. 1994; Li und Qian 2002). Da die Eisenakquisition fiir viele Mikroorganismen
iiberlebenswichtig ist, besitzt Transferrin entscheidende Bedeutung bei der Pathogenese von

Infektionskrankheiten, darunter der porcinen Pleuropneumonie. Studien von Ardehali et al.
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(2003) und Bond et al. (2005) weisen darauf hin, dass Transferrin nicht nur Eisen
vorenthalten, sondern auch baktericlle Adhédsion an Biomembranen hemmen kann und
antifungale Eigenschaften besitzt. Diese Bandbreite an nutzbaren Eigenschaften zeigt, dass
Transferrin ein entscheidender Bestandteil der angeborenen Abwehr ist und daher in die

Erforschung der genetischen Krankheitsresistenz mit einbezogen werden sollte.

Der Transferrin Zyklus:

Nach der Resorption iiber das Duodenum wird Eisen als Fe3+ an Transferrin gebunden
(Ratledge 2007) und iiber den Blutkreislauf zu den Zielzellen transportiert. Der GroBteil der
Eisenutilisation erfolgt im Knochenmark im Zuge der Hadmoglobinsynthese (Johnson und
Wessling-Resnick 2011). Uberschiissiges Eisen wird in Form von Ferritin in der Leber
gespeichert. Fiir die Aufnahme von Eisen in die Zelle wird Ferrotransferrin an den
membranstidndigen Transferrin-Rezeptor gebunden. Diese Interaktion wird durch HFE
vermittelt und ist pH abhéngig. Nach rezeptorvermittelter Endozytose iiber Clathrin coated
pits wird Eisen durch Absenkung des endosomalen pH freigesetzt und ins Zytosol
transportiert. Der iibrige Komplex aus Apo-Transferrin und Transferrin- Rezeptor wird an die

Zelloberfldche zuriickgeschleust und dort recycelt (nach Li und Qian 2002).

Die Rolle von Transferrin bei bakteriellen Infektionen und Transferrin-bindende Proteine:

Da Eisen essentiell fiir alle lebenden Zellen und die meisten Mikroorganismen ist (Ratledge
2007), befinden sich der infizierte Wirt und das Pathogen in stindiger Néhrstoff-Konkurrenz.
Ziel des Wirtsorganismus ist es, die eigene Eisenversorgung sicherzustellen und gleichzeitig
dem Pathogen das Eisen vorzuenthalten, um dessen Wachstum zu hemmen. Dies erfolgt zum
Beispiel durch Hypoferrimie infolge vermehrter Uberfiihrung des Eisens in die intrazellulire
Speicherform (Ferritin) oder verminderte duodenale Resorption (Weinberg 1978). Bakterien
haben dagegen eigene Akquisitionsstrategien entwickelt. Dazu zihlen direkte
Eisenfreisetzung durch Hamolyse (z.B. EHEC, Vibrio, Mannheimia) und die Sekretion von
Siderophoren, stark eisenaffinen, Chelatbildnern (Nau Cornelissen und Sparling 1994;
Ratledge 2007). Die Gattungen Neisseria, Haemophilus, Actinobacillus, Mannheimia und
Pasteurella dagegen verfligen tiber Membranproteine, die direkt mit Transferrin interagieren
und diesem das Eisen entreiflen (Ratledge 2007). Deneer und Potter (1989) erkannten einen
Zusammenhang zwischen der Serum-Eisenkonzentration und der Synthese von zwei Himin-
bindenden Membranproteinen von Actinobacillus pleuropneumoniae. Gonzalez et al. (1990)

beschrieben die Existenz von zwei ausschlieflich porcines Transferrin bindenden
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Oberflichenproteinen bei Actinobacillus pleuropneumoniae. Konsens ist, dass unter
Eisenentzug zwei circa 60 bzw. 110 kDa schwere Transferrin- bindende Proteine gebildet
werden (TbPA und TbPB). Drei sequentiell und antigenetisch stark divergierende Isoformen
von TbPA wurden von Gerlach et al. (1992) bei den Actinobacillus pleuropneumoniae-
Serotypen 1, 5 und 7 gefunden. Obwohl einige Isolate in der Lage sind, Himoglobin als
einzige Eisenquelle zu nutzen (Belanger et al.1995), sind Transferrin-bindende Proteine
ansonsten obligat fiir die nutritive Versorgung des Bakteriums und Voraussetzung fiir dessen

Virulenz (Baltes et al. 2002).

Finfluss von Transferrin auf quantitative Merkmale, insbesondere Krankheitsresistenz:

Die Assoziation von verschiedenen Transferrin-Genotypen mit Resistenz/Empfanglichkeit
wurde in mehreren Spezies flir sehr unterschiedliche Krankheiten untersucht. Im Folgenden
sollen nur einige Beispiele genannt werden. Verschiedene Transferrin-Allele beeinflussen
signifikant mit subklinischer Mastitis assoziierte Merkmale beim Milchschaf (Steppa et al.
2009). Von Ju et al. (2011) wurden im bovinen Transferrin-Gen drei neue SNPs identifiziert,
bei denen verschiedene Haplotyp-Kombinationen Produktionsmerkmale (Proteingehalt, 305d
Milchmenge), aber auch ein Mastitis-assoziiertes Merkmal (SCS) beeinflussten. Von
Salmoniden ist bekannt, dass die Anfélligkeit gegeniiber Corynebakterien bei einigen Lachs-

Zuchtlinien mit bestimmten Transferrin-Genotypen assoziiert ist (Winter et al. 1980).

2.5.6 Transferrin Rezeptor

Bezeichnung: Transferrin- Rezeptor; Kiirzel: TFRC, TRFR, p90, CD71 (NCBI 2012p)

Lokalisation: SSC13, (143414634-143435426) (NCBI 2012p)

Ldnge: 20793 bp (NCBI 2012p)

Im porcinen Transferrin-Rezeptor-Gen sind bisher 144 SNPs bekannt (NCBI 2012r). Das
Protein wird durch 18 Exons kodiert und besteht aus 768 Aminosauren (NCBI 2012p, q).

35



Aufbau:

Der Transferrin-Rezeptor (TFR) ist ein ubiquitir vorkommendes Transmembranprotein
(Subramaniam et al. 2002). Es ist 3-teilig aufgebaut, mit einer extrazelluldren Bindungsstelle
fiir Transferrin und HFE sowie einer intramembraniren und einer zytoplasmatischen Region
(Aisen 2004). Hauptort der TFR-Synthese ist die Leber (Bomford und Munro 1985). Die
TFR-Synthese wird durch die intrazelluldre Eisenkonzentration via IRES in der 3'UTR der
mRNA reguliert (Rao et al. 1986; Miillner et al. 1989; Daniels et al. 20006).

Funktion: Ein funktionelles TFRC-Gen ist zwingend notwendig fiir Erythropoese und ZNS-
Entwicklung (Levy et al. 1999). TFR kommt als Bindungspartner von diferrischem

Transferrin eine Schliisselrolle im Eisenstoffwechsel zu (TF-TFR-Zyklus: s.0.).

Rolle von TFRC bei der Entstehung und Therapie von Krankheiten:

TFR1 spielt eine indirekte Rolle bei der Hereditdren Hamochromatose (HH) des Menschen.
Das nicht-klassische MHCI-Protein HFE senkt im funktionellen Zustand die Affinitdt von
eisentragendem Transferrin zu TFR (Feder et al. 1996). Bei > 80% der HH- Patienten existiert
eine missense-Mutation im HFE-Gen (Gross et al. 1998), dies resultiert in abnorm hoher
Eisenaufnahme im Darm (Niederau 2009). Neben dieser haufigsten Form der HH gibt es drei
weitere Hiamochromatose-Formen, die auf Mutationen an unterschiedlichen Loci beruhen.
Kawabata et al. (1999) konnten die Existenz eines zweiten Transferrin-Rezeptors (TFR2)
nachweisen, welcher deutliche Unterschiede zu TFR1 aufweist. Beispielsweise ist die
Affinitdt von TFR2 zu Holo-Transferrin 25x geringer als bei TFR1 (West et al. 2000) und ihre
TF-Bindungsstellen nur zu 66% identisch (Girelli et al. 2002). Weder bindet TFR2 HFE (West
et al. 2000), noch besitzt es Eisen-responsive Elemente in den UTR (Subramaniam et al.
2002). Mehrere Fallberichte deuten auf eine kausale Wirkung einer Exon-Mutation im TFR2-
Gen bei der Entstehung der v.a. in Italien vorkommenden H&mochromatose III hin

(Camaschella et al. 2002; Girelli et al. 2002; Lee und Barton 2006).

In einer Studie an humanen Diabetes Typ II-Patienten wurde ein signifikant hoheres
Erkrankungsrisiko bei bestimmten Genotypen eines TFRC-Polymorphismus festgestellt
(Fernandez-Real et al. 2010). Bei Brustkrebspatienten wurde TFRC als geeigneter
prognostischer Biomarker fiir Schwere der Erkrankung und Hormon-Resistenz identifiziert

(Habashy et al. 2010).
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Da TFRC in proliferierenden Tumorzellen in viel hdherem Ausmal} exprimiert wird, stellt es
ein geeignetes Antigen flir eine gezielte Therapie vieler Krebsarten dar (Daniels et al. 2006).
Sowohl monoklonale Antikdrper, als auch an Transferrin gekoppelte Toxinkonjugate (Weaver
und Laske 2003) konnen als Liganden im Zuge einer spezifischen Therapie eingesetzt

werden.

TFRC und genetische Krankheitsresistenz beim Schwein:

Das Gen fiir den intestinalen Rezeptor fiir F4ab/ac tragende E. coli wurde wiederholt in der
Region um SSC13g41 kartiert (Python et al. 2002; Jorgensen et al. 2003; Niu et al. 2011).
Folgestudien, die das positionelle Kandidatengen TFRC hinsichtlich seiner Assoziation mit
Resistenz/Empfanglichkeit fiir Colidiarrhd weiter untersuchten, fanden keinen kausativen
Polymorphismus (Python et al. 2005; Wang et al. 2007), jedoch SNPs die in starkem
Kopplungsungleichgewicht zum merkmalsbeeinflussenden Locus standen (Wang et al. 2007,

Jacobsen et al. 2010).

37



3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Auf Basis einer Studie von Hoeltig et al. (2009) wurden die Rassen Hampshire und Deutsche
Landrasse als Founderrassen ausgewéhlt, da sich diese als besonders divergierend hinsichtlich
der Krankheitsresistenz gegeniiber Actinobacillus pleuropneumoniae herausgestellt haben.
Ein Hampshire-Eber und zwei Deutsche-Landrasse-Sauen aus einer Actinobacillus
pleuropneumoniae-empfanglichen Population wurden verpaart, um die F1-Generation,
bestehend aus 21 Tieren, zu erzeugen. Neun der F1-Tiere, zwei Eber (je ein Abkdmmling pro
FO-Sau) und 7 Sauen wurden so gekreuzt, dass ausschlieBlich Halbgeschwister
zusammentrafen. Die F2-Generation bestand aus 17 Wiirfen mit insgesamt 170 Tieren. Die
GroBle der Stichprobe ist nach einer Power-Analyse (Cohen 1988) ausreichend, um einen
mittleren Effekt bei einem a-Fehler von 5% und einer Power von 1- = 0,99 zu finden. Die
Poweranalyse wurde mit G-POWER Version 3.1.7 berechnet (Faul et al. 2009). Alle F2-Tiere
wurden in der Klinik fiir Kleine Klauentiere und Schweine der Stiftung Tierérztliche
Hochschule Hannover geboren, unter standardisierten Bedingungen gehalten und verblieben
dort bis zur Euthanasie. Nach einer Sdugezeit von 4 Wochen wurden alle Tiere auf eine
standardisierte Didt umgestellt. Im Alter von 7 Wochen wurden die Tiere mithilfe eines
mehrfach erprobten (Baltes et al. 2001; Tonpitak et al. 2002; Hoeltig et al. 2009)
Aerosolverfahrens mit Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) Serotyp 7 infiziert. Vor
Beginn dieses Versuches wurden alle Tiere auf die Abwesenheit bestimmter Erreger
(Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae, PRRSV, Influenza A)
getestet. Dies geschah mittels ApX II A- und ApX IV A-ELISA (APP), Antikorper-ELISA
(Mycoplasma und PRRSV), bzw. Himagglutinations-Hemm-Test (Influenza A) (Holtig et al.
2009). Um weiterhin sicherzugehen, dass nur gesunde Tiere in die Studie einbezogen wurden,
erfolgte die Haltung gemiR Sicherheitsstufe 2. Im Folgenden wurde der klinische Status aller
Tiere von Tag 1 (Infektion) bis Tag 7 (Euthanasie) erhoben. Eine spezielle klinische
Untersuchung des Respirationstraktes wurde durch bildgebende Verfahren (Ultraschall und
Rontgen), Labordiagnostik (Pulsoxymetrie) und eine pathologische Untersuchung ergidnzt, um
eine umfassende Beurteilung des Lungenstatus zu ermoglichen. Fiir weitere Details siehe
Hoeltig et al. (2009). Nach Gewinnung genomischer DNA aus Blut, Leber und Milz wurde
eine Auswahl von 170 informativen Markerloci bei den F2-Tieren bestimmt, um eine QTL-
Analyse durchfithren zu konnen. Zusitzlich wurden eine Genexpressionsanalyse und eine

eQTL-Analyse durchgefiihrt. Genomische DNA fiir alle Untersuchungen, die im Zuge dieser
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Dissertation durchgefiihrt wurden, wurde durch Extraktion aus Blut, Leber und Milzproben

o.g. Tiere gewonnen.

3.2 Laborgerite

Zentrifuge (Biofuge® fresco, Heraeus, Hanau; Micro Centrifuge. SD 220, Roth,
Karlsruhe)

Kugelmiihle (MM 300, Retsch, Haan)

Vortexer (Vortex Genie 2, VWR Darmstadt)

Thermomixer (HLC MKR 13, HLC Biotech Bovenden)

Magnetschiittler fiir Mikrotiterplatten (Variomag Monoshake®, Life Technologies™,
Carlsbad, USA)

Thermocycler T personal und T gradient (Biometra, Gottingen)

Spannungsversorgung (Whatman PS 304, Biometra, G6ttingen)

Gerit zur digitalen Geldokumentation (BioDocAnalyze Ti5, Biometra, Gottingen)
Elektrophoresekammer (Horizon® 58, Life Technologies™, Carlsbad, USA)
Mikrotiterplatte (Nunc, Denmark)

Photometer (Ultrospec™ 1100 pro, GE Healthcare Life Sciences, Chalfont St. Giles,
UK)

Photometer (NanoDrop 1000, PEQLAB, Erlangen)

Vakuumpumpe (Laboport, KNF Lab, Freiburg)

Pyrosequenzierer (Pyro Mark™ ID Biotage®, Uppsala, SE); inkl. Zubehor:

Pyro Mark™ Vacuum Preparation Tool, Biotage®, Uppsala, SE)

Wairmeschrank (UM 400, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach)

Mikrowelle (HF 1210, Siemens, Miinchen)

3.3 Chemikalien

RNAse freies Wasser (Analytik Jena)

2x Multiplex Mastermix Kit (Qiagen, Hilden)

Instant Virus RNA Kit (Analytik Jena/ Biometra, Jena)
Orange G (Sigma-Aldrich, Tauftkirchen)

Saccharose ( Roth, Karlsruhe)

SeaKem® LE Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf)
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e 100 bp Marker (Applichem, Darmstadt)
e Midori Green Advance ( Biozym, Hessisch Oldendorf)
e Ethidiumbromid 10 mg/ml (Roth, Karlsruhe)
e EDTA- Ethylendiamintetraacetat Dinatrium Salz (Roth, Karlsruhe)
e Tris (Roth, Karlsuhe)
e Essigsiure (Roth, Karlsruhe)
e 1x TAE (=40 mM Tris, 20mM Essigsdure, ImM EDTA)
e 1xTE pH 8,0 (= 10 mM Tris, ImM EDTA)
e Fast AP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase), (Fermentas/Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA)
e Exonuclease I (Fermentas/ Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)
e Pyro Mark® Gold Q96 (Qiagen, Hilden)
e Streptavidin Sepharose™ (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, SE)
¢ Binding Buffer (Biotage®, Uppsala, SE)
e Washing Solution LS (Analytik Jena)
e Washing Solution HS (Analytik Jena)
¢ Binding Solution RBS (Analytik Jena)
e Lysis Solution RL (Analytik Jena)
e 5x Annealing Puffer pH 7,6 (= 100 mM Tris-Acetat, 10 mM Mg-Acetat)
e  Waschpuffer pH 7,6 (= 10mM Tris-Acetat)
e Auftragspuffer (= 0,3 g Orange G, 25 g Saccharose, ad 100 ml mit Aq. Bidest.)
e 1,5 % Agarosegel (100 ml) mit Farbstoffkonzentration 0,5 pg /ml
- 1,5g Agarose
- 100 ml 1x TAE
- 5 ul Ethidiumbromid bzw. Midori Green Advance

3.4 EDV—Programme und Datenbanken

e Oligo Primerdesign (Eurofins MWG Operon, Ebersberg)
e PSQ™ Assay Design Software (Biotage®, Uppsala)

e ApE v1.17 for Windows (Davis; 2009)

e Bio Edit (© T. Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad)

e PyroMark ID Software (Biotage®, Uppsala)
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GridQTL Version 3.30 (Seaton et al; 2006)

G-Power Version 3.1 (Faul et al. 2009)
http://www.endmemo.com/bio/gc.php (DNA/RNA GC Content Calculator)
www.ensembl.org (WTSI/EBI, Hinxton, UK)

www.ncbi.nlm.nih.gov/ (NCBI, Bethesda, USA)

3.5 URL beim Download am 09.09.2012 (zuletzt gepriift am 24. 12. 14):

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Nw_003611713 (Transferrin)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NW_003611790 (Transferrin- Rezeptor)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_ 010455 (IL12 A, MYD88, RUNX1)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NW_001885219 (AHSG)
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Sequence?g=ENSSSCG00000011640:r=13:
82429036-82469005:t=ENSSSCT00000012740 (Transferrin)
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Sequence?g=ENSSSCG00000011848:r=13:
143408460-143437991 (Transferrin- Rezeptor)
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Sequence?db=core;g=ENSSSCG00000011
251:r=13:25181051-25185351 (MYDS8S)
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Sequence?g=ENSSSCG00000011730:r=13:
108066792-108074477 (IL12 A)
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Sequence?g=ENSSSCG00000011799:1r=13:
133821645-133828630:t=ENSSSCT00000012911 (AHSG)
http://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Gene/Sequence?g=ENSSSCG00000012051:r=13:
208204968-208304419:t=ENSSSCT00000013183 (RUNX1)

3.6 In silico-Recherche

Als Grundlage fir das Primerdesign dienten Sequenzen aus den in Kap. 3.4 aufgefiihrten

Datenbankeintragen. Die von NCBI und Ensembl publizierten Nukleotidsequenzen wurden

gegeniibergestellt, um die Lage der Exons, der 3'- und 5°-UTR sowie der Promotorregion

abzugleichen. Bevor die ausgewihlten Kandidatengene sequenziert wurden, wurde vorab das

Vorliegen neun ausgewidhlter SNPs im Transferrin-Gen und eines SNP im Transferrin-

Rezeptor Gen untersucht, da sie, mit Ausnahme des TFRC-SNP einen Aminosdure-Austausch

zur Folge haben und daher als geeignete Kandidaten fiir eine kausale Mutation eingestuft
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wurden. SNPs in diesen beiden Genen wurden ausgewihlt, da hierzu schon Studien von

Danilowicz et al. (2009) und Wang et al. (2007) vorlagen.

Klinische Merkmale eQTL-Gene
1 k- Infektionstod 18. MS4A4A 38. PPIF
& Sektionsscore 19 TIMP1 39. AEN
3. Reisolierungsscore 20. SOD2 40. GK
4. SeRlI 1 |- SOD2 41. IGFBP3
- Sonographiescore (0dpi) 22, CHI3L1 42, CTPS
6. Sonographiescore (7dpi) 23. CCL19 43, LOC100132553
7. KlinischerScore (7dpi) 24. TCN1 a4, IGHa
8. Roéntgenscore (7dpi) 25. CXCL6 45. GK
9. RespiratoryHealthScore 26. NPM3 46. TMEM158
10. Klin.Score (KS) gesamt (1dpi) 27. CTSL2 47. IGFBP3
L1 Ksges (2dpi) 28. SOD2 48. RABG6B
12. Ksges (3dpi) 29, CRABP1 49, ARG2
1 Ksges (4dpi) 30. UPK1B 50. LOC100291908
14, Ksges (5dp)i 31 CYpPiB1 L TF
1k Ksges (6dpi) 32. SLC39A14 52. S100A9
16. Ksges (7dpi) 33 DARC 53. UCK2
17. LOH1 34, CSF2RB 54. n.n.
35. CD163 o TFRC
36 ILARN 56. SFTPD
37. CFB 47. STAT3

Tab. 1: Phiinotypen fiir die QTL- Analyse. Ubersicht iiber die als Phiinotypen in der QTL-
Analyse eingesetzten klinischen Merkmale und eQTL. Rot: Cis-eQTL; Abkiirzungen: SeRi:
Kombination aus Sektionsscore und Reisolierungsscore; LOH1: Merkmal umfasst den RHS
(Respiratory Health Score) der 50 am stirksten und 50 am wenigsten betroffenen Tiere;
UPK1B: Uroplakin 1B; LOC: Locus; RAB6B: Ras-related Protein; TF: Transferrin; TFRC:
Transferrin Rezeptor

3.7 Auswahl der klinischen Phéinotypen

Der Phénotyp der F2-Tiere wurde mithilfe klinischer, klinisch-chemischer, bakteriologischer
und pathologischer Untersuchungen bestimmt (Holtig et al. 2009). Es wurden nur die
phénotypischen Daten in die QTL-Analyse mit einbezogen, die fiir das Merkmal
Krankheitsresistenz gegeniiber Actinobacillus pleuropneumoniae von besonderer Bedeutung

sind (Tab.1).
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3.8 Auswahl der eQTL

Eine Expressionsanalyse wurde an den im RHS am stirksten differierenden 100 Tieren
mithilfe eines SNP-Chips durchgefiihrt (Reiner et al. unverdffentlicht). In dieser Arbeit
wurden nur auf SSC13 lokalisierte cis-eQTL in der QTL-Analyse beriicksichtigt (Tab.1).

3.9 Primerdesign

Da das Ziel der PCR in der Amplifikation der Exons, der 3'- und 5'-UTR und dem Promotor
der Kandidatengene lag, wurden die Primer in flankierende Regionen gelegt. Geachtet wurde
darauf, dass Forward- und Reverse-Primer moglichst mindestens 40bp von der zu
analysierenden Sequenz entfernt liegen. Mithilfe des Programmes Oligo wurden die Primer
ausgewdhlt. Sie wurden hinsichtlich Annealing-Temperatur und physikalisch-chemischen
Parametern (Selbstkomplementaritét, Primer-Dimere) optimiert. Die Annealing-Temperatur
beider Primer sollte nicht mehr als +/- 1°C voneinander abweichen. Die Amplifikatldnge
sollte 200 bp nicht unter,- bzw. 1200 bp nicht iiberschreiten. Zum besseren Anheften der
Primer wurde das 3'-Ende so gelegt, dass sich dort ein oder zwei Guanin(e) und/oder

Cytosin(e) befanden.

3.10 Primer

In Tab. 2 sind samtliche fiir die Amplifikation der zu untersuchenden DNA-Sequenzen

benotigte Primer aufgefiihrt.

Primer- Primersequenz Linge Opt. Annealing
Bezeichnung | (5°—3") (bp) TCO)

AHSG-1F GTC CCCTCCTCC CTT GGT ATT TG 23 61,4

AHSG-1R CAG ATA CTC ACT GTT GGG CCT GG 23

AHSG-2F CTC CTC TCT GCT GCT GTT AC 20 60,5

AHSG-2R ACA AAA GTG AAG AAA GAGAAG TG 23

AHSG-3F CTA TCC TAC CCCACCTTA CTC TGC 24 62,1
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Primer- Primersequenz Linge Opt. Annealing
Bezeichnung | (5°—3°) (bp) TCC)
AHSG-3R TGT TGT TTG GTT GGC ATT TGA C 22

AHSG-4F AAT GCC AAC CAA ACA ACA ATA AC 23 61,9
AHSG-4R GTTTGT TTG TTT GTT TGT TTC AGT G 25

AHSG-5F CCT CTG CTC TGA ATG ATG 18 55,8
AHSG-5R TAT TTA TAT TGT GAG GCT CG 20

AHSG-6FW | GCC TGT GGT CCT GCA GCC 18 62,9
AHSG-6R GCCAAATCT GCGACCTACACC 21

AHSG-7F ATC TTT CCT GTT TTG GTT CAT AG 23 56,0
AHSG-7R CTAAGC AAA CCAAAT AAAGTAAAAC 25

MYD3'-1F ACT ACA CCAACC CCT GCACCAAG 23 64,6
MYD3’-1R CAG AAG CTG AAC CCAGGG AAATG 23

MYD3-2F CTC CTG CCC CAAAGC CTG 18 61,4
MYD3'-2R TGC TTC CAAACT CCATCCAGAC 22

MYD-1F AGG GCA GGA CCG TAT GAAC 19 64,9
MYD-1R CGG CTATTG AAA GAG GGAAC 20

MYD-2F GAG AGA GAC ACA CAAGCCTGAAC 23 61,6
MYD-2R TGC CAAACC CAG AGATAA GACTAC 24

MYD-3F GGG GTA GGG TGC TCATCT TTC 21 63,1
MYD-3R ACT TGC TGC TGC CTG TTC TG 20

IL-1F ACA GCCTCATCATCCACT CC 20 63,0
IL-1R CCCCTTTCTTTTTCC TCT GC 20

IL-2F CTT CGT CAC TCCACT GTT TCC 21 60,6
IL-2R AAAACC TGA AAAAAATGA CTG ATG 24

IL-3F GCG GGA GAG AGA GTG TAAATG TC 23 59,8
IL-3RW CCCAGG AGCATG TAT ATTTTT GG 23
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Primer- Primersequenz Linge Opt. Annealing
Bezeichnung | (5°—3°) (bp) TCC)
IL-3XFW CTA GAATGA GAG TTG CCT GGC TG 23 56,8
IL-3XRW CCT CACTTA CCC TGC CACTGC 21

IL-3YFW GCT CAT CTCATT GGT CCCTTC C 22 61,4
IL-3R CTC TACAGG GTG CTC TCAAGG C 22

IL-4F AGG TGT AGG AGATGG AAT GAG 21 55,2
IL-4R CAG ATG TTA AAC AAA AAT CAC AG 23

RUNXS'-F | AAT ATA ATT TGG AAT CTC AC 20 48,9
RUNXS5-R TTT ATA CTT GCATTCATT C 19

RUNX-1FW | TGT CAAAGC AAG AAA GAA GCAAG 23 61,6
RUNX-1R CCA CAG CAA CTC CCC CAC 18

RUNX-2FW | TGG TGG GGG AGT TGC TG 17 65,7
RUNX-2RW | GAG TAG GAG GCG TGG CTTC 19

RUNX-3F CTCACT GCTTTG GCT TTT TG 20 60,6
RUNX-3R GCA GAA AAA GGAAAG AAA GTAGC 23

RUNX-4F TGT TTT CCA GCC AAG CAG GTG AG 23 65,9
RUNX-4R CTC CCT CCCACCATC ACCACC 21

RUNX-5F ACGATT TTG ATG TCT GCC AC 20 55,4
RUNX-5R TGA ATC TCT CTT GAC CCT GG 20

RUNKOF | oA S AT e T AT oy
RUNX-6R GACTTTTGA TTG CTATTC CAT TG 23

RUNX-7FW | CGA GTA CCT TGA AAG CGA TG 20 62,6
RUNX-7R ATT ATG TGT TTG CTG GTT CTT G 22

RUNX-8F GAA TCC AAA GTC AAG TGC CAAAG 23 58
RUNX-8R CAA CAT CCC CAAACCCGAG 19
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Primer- Primersequenz Linge Opt. Annealing
Bezeichnung | (5°—3°) (bp) TCC)
RUNX-9F AGG TCT TGC TTC TAA TGT ATG TG 23 59,9
RUNX-9RW | ATT TCC AGG CAC TCT CAT TC 20

TFRC-1F TITTTCTTT CTTTTT TTG TCTTTC 24 56,0
TFRC-1R ACCACCACTTCA AAT GTAAAT G 22

TFRC-2F GAA GAA TGC TGG TTT GAA GAG AC 23 58,0
TFRC-2R AAG ATG AAAAAG GCT ACT GAT GC 23

TR-3FWX GGA TGC TGA ATG AAG ATT ATG 21 55,1
TR-3RW TAA CCC ACT GAG CAAAGC 18

TR-3FWY TGC TGA AAA CTC GGT GAC 18 56,3
TFRC-3R GAG CAA AGA GGA GAG CAG TAG 21

TFRC-4F TAT TTC ATT ATC CTT TCT CTT TC 23 55,2
TFRC-4R GTT CAAAAG ATAAAATAATAAAGTC 25

TFRC-5F AAG CAA GTATTT TTT TTT CTA AC 23 54,9
TFRC-5R CCA GTT GTT TTA AGG TGT TAT C 22

TFRC-6F ATATGT CCT CTT AAC CTAGAACTTC 25 56,2
TFRC-6R AAA GGCAGATACAACAAAAGAC 22

TFRC-7F GGA GGC ATA GAA GAG TGA GGT CG 23 58,5
TFRC-7R CCC CCAAAAACCTCAAACAAAC 22

TFRC-8F GGATAAACT GTCTGAATG AACTG 23 56,7
TFRC-8R TTT GGT TTC TTC CTT CAT AGC 21

TFRC-9F GGAAGAAAC CAAAAA CAA GAT 21 56,2
TFRC-9R AAA ATC ATC ATA CAT AAC CTAAGA AG 26

TFRC-10F CAG GGA AGA GAACAAAGGATAC 22 58,2
TFRC-10R TTTATT TTT TTT GGT CTT TTT AGG 24

TFRC-11FW | GAA AGG TAT ACA GAA TGA CAT CC 23 55,1
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Primer- Primersequenz Linge Opt. Annealing
Bezeichnung | (5°—3°) (bp) TCC)
TFRC-11RW | ACC AAT TAAAAATGAACACTTG 22

TFRC-12F | AAC ATT GGA AGA TTA GTA GCC TG 23 57,6
TFRC-12R GGT CTC CTC TTTTCATAATCT TG 23

TF-1R GAG CAG CAG GTG TGG GAG G 19

TF-2F TCA GTG GGA AAATAA GAG GTC 21 59,5
TF-2R CGC CTA CAT GGT CATTITG 19

TF-3F TCA CAA GGG AAA AGA GAA GAATG 23 61,5
TF-3R TGC TCCTACTACCITCCCTTTG 22

TF-4F TCCTTT TCT ACAACC CAACTC 21 61,7
TF-4R GAC TCT CTG TGA GGG AAT TAG G 22

TF-5F TTATCC TCC ACCAGAAGT TTG 21 61,9
TF-5R CTG TGC AAC TCT GAG AAG GC 20

TF-6F TCT TGT CCA GCC TTC CCATC 20 61,2
TF-6R CCAAGT TCAATT CCT GAG CAG AG 23

TF-7F TGA GCA GGT GTC CAT TTATTC 21 59,8
TF-7R AAATGT GGAATG CTC TTG TAATC 23

TF-8F TGA CCA AGC ACT GAA ATA ACA C 22 60,3
TF-8R AAG AAA GAA CCA GGG AAACTATC 23

TF-9F AGA GAG GAG ATG GGAAGT CACAG 23 59,7
TF-9R CACTGC CAATTACTCTCCTTC C 22

TF-10F TTC TTC TTA TCG CAA AAC ATC G 22 58,8
TF-10R AAT AAG GTG CCCTGTACTTCAG 22

TF-11FW CAT GAC GGG ACC TCC AAC TAT G 22 61,4
TF-11RW TAA GAC TCA CCT GAAAGC CCCT 23

TF-12F TGA TGG TGG TAT TGT AAC TGA AC 23 59,7
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Primer- Primersequenz Linge Opt. Annealing
Bezeichnung | (5°—3°) (bp) TCO)

TF-12R CCC AAA CAG ATT CGT GAT G 19

TF-13F AAG GGG CTGAGG AGA GGG AAT G 22 63,2

TF-13R TGT GAG GAA AAT GAG GGTACAGCAG 25

TF-14R AAG AACTCT CTG CAATCC TGG 21

TF-15F AAG CCT CAC CCATAA GACACAAG 23 60,3

TF-15R TTT AGC AAG AAG AGG TCC CAG TG 23

Tab. 2: Auflistung aller verwendeten Primer. Primerbezeichnung: Genkiirzel, fortlaufende Nummer,
F: Forward, R: Reverse; Primersequenz: in Ableserichtung der DNA-Polymerase; Lénge: in
Basenpaaren; Optimale Anheftungstemperatur fiir DNA-Polymerase: in °C

3.11 Photometrische Bestimmung der Primerkonzentration

Alle Primer wurden von der Firma Biomers.net GmbH (Ulm) hergestellt und in Form von
Lyophilisaten geliefert. Durch Zugabe eines angegebenen Volumens 1x TE wurden die Primer
resuspendiert. Thre Extinktion wurde anschlieBend am Photometer (Ultrospec 1100pro)
gemessen. Hierzu wurden von jeder Primersuspension 5 pl in 395 pl 1x TE gegeben. Das
entstandene Gesamtvolumen von 400 pl wurde in eine Kiivette gefiillt und die Extinktion bei
den Wellenldngen 230, 260, 280 und 320 nm gemessen. Die Konzentration errechnet sich

nach dem Lambert-Beer schen Gesetz:
¢c=E/(exd)xVF
(c: Konzentration in pmol/l, E: Extinktion bei 260 nm, e: Extinktionskoeffizient,

d: Schichtdicke Kiivette, VF: Verdiinnungsfaktor)

Da bei Oligonukleotiden der Extinktionskoeffizient von deren Basenzusammensetzung

abhingig ist, wurde er fiir jeden Primer gesondert nach folgender Formel berechnet:

e = (15200 x #A) + (7050 x #C) + (12010 x #G) + (8400 x #T)

(mit #A = Anzahl A-Nukleotide, #C = Anzahl C-Nukleotide, #G = Anzahl G-Nukleotide und
#T = Anzahl T-Nukleotide des Oligonukleotids)
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3.12 DNA- Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte mithilfe des Instant Virus RNA Kits (Analytik Jena/Biometra).
Aus dem vorhandenen Probenmaterial wurde ein ca 1 mm? (25-50 mg) groBes Stiick in 450 pl
RL-Puffer tiberfiihrt. Zur Erhohung der DNA-Ausbeute wurde zu dem Gewebestiick eine
Stahlkugel mit 5 mm Durchmesser gegeben und fiir 2 min in der Kugelmiihle bei 25 Hz
zerkleinert. Danach folgte eine 30 miniitige Inkubationsphase auf dem Thermomixer bei 22°C
mit 1000 Schiittelbewegungen/min. Durch die anschlieBende Zentrifugation (16000 x g, 1
min) setzten sich die noch vorhandenen Festbestandteile ab. Von dem generierten Uberstand
wurden 350 pl mit der gleichen Menge an RBS-Puffer in ein 1,5 ml Eppendorfgefil3
umgefiillt und griindlich auf dem Vortexer gemischt. Von der so erhaltenen Mischung wurden
650 pl auf eine Zentrifugationssiule pipettiert und zentrifugiert (12000 x g, 1 min). Danach
folgten zwei Waschschritte; im ersten Waschschritt wurden 500 pul Hochsalzpuffer auf die
Sdule gegeben und zentrifugiert (12000 x g, 1 min) im zweiten Waschschritt die gleiche
Menge Niedrigsalzpuffer und dann zentrifugiert (16000 x g, 3 min). Die Zentrifugationsséule
wurde nach dem Waschen in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl umgesetzt. Auf die an die Membran
der Zentrifugationssdule gebundene DNA wurden 60 pl H,O pipettiert. Nach einer Wartezeit
von 3 min zum Losen der DNA wurde erneut zentrifugiert (6000 x g, 1 min) und somit die

DNA-haltige Losung in das Eppendorfgefal eluiert.

3.13 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Um so wenig wie moglich extrahierte DNA fiir die Konzentrationsbestimmung zu
verbrauchen, wurde die Messung an einem NanoDrop 2000 durchgefiihrt, da hier lediglich 1
pl der extrahierten DNA bendtigt wird. Fiir die PCR wurde die DNA-Konzentration auf 50
ng/ul eingestellt. Zur Verdiinnung der DNA wurde 1x TE verwendet.

3.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Exons, 3'- und 5°-UTR sowie Teile der Promotorregion der Kandidatengene wurden mittels
PCR amplifiziert (Tab. 3). PCR Reaktionen mit Primerpaaren, die unterschiedliche optimale
Annealingtemperaturen hatten, wurden in einem Gradientencycler (T gradient, Biometra)

durchgefiihrt. Der Standard-PCR Ansatz setzte sich folgendermaflen zusammen:
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e 10 pl 2x Master-Mix (Qiagen)
e 7 ul RNAse freies Wasser bzw. alternativ 5 pl RNAse freies Wasser + 2 ul Q-Solution

e 2 pl Primermix (Forward- und Reverse-Primer, Endkonzentration: 0,4 pnM)

e 1 ul DNA (50 ng/ul)

Bei einem G/C-Gehalt der DNA-Fragmente von 50% oder mehr wurden dem PCR-Ansatz

2 ul Q-Solution zugesetzt, um das Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges zu erleichtern.

Schritt | Temperatur (°C) Dauer (min) | Phase

1. 95 15 Aktivierung der DNA-Polymerase
2. 95 0,5 Denaturierung

3. Optimale Annealing-T 1,5 Annealing

4, 72 0,5 Extension

5. 72 10

6. 4 0

Tab. 3: PCR-Programm. Schritte 2 bis 4 werden 35x wiederholt.

3.15 Agarose-Gelelektrophorese

Um zu tberpriifen, ob eine spezifische Amplifikation der DNA-Region stattgefunden hat,
erfolgte eine Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Hierzu
wurden 2 ul PCR-Produkt mit 2 pl Auftragspuffer gemischt und hiervon 3 pl in die
Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 120 Volt
fiir 15 min durchgefiihrt. Danach wurden die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht,
fotografiert und das Foto archiviert. Zur Grofenbestimmung wurde eine 100 bp-Leiter
mitgefiihrt.

Alle DNA-Proben wurden durch die Firma LGC Genomics GmbH, Berlin sequenziert.
GrofBere, zeitnah zur Sequenzierung anfallende Probenmengen wurden in Mikrotiterplatten

verschickt; wenige Proben zur Einzelsequenzierung versendet.
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a. Mikrotiterplatte (96 well)
Eine Mikrotiterplatte wurde mit 10-20 ul unbehandeltem PCR-Produkt befiillt. Eine
zweite, korrespondierende Platte enthielt die gleiche Menge an Sequenzierungsprimer

mit einer Konzentration von 5 M.

b. Einzelsequenzierung
Die noch in den PCR-Produkten vorhandenen Primerreste und Nukleotide mussten
zunichst enzymatisch abgebaut werden, um die Sequenzierung nicht zu
beeintrichtigen.
Zu 8,5 ul PCR- Produkt wurden 1 ul Fast AP und 0,5 pul Exonuklease I zugesetzt.
Durch Erhitzen auf 37°C fiir 30 min wurden die Primerreste durch die Exonuklease
verdaut und die Nukleotide durch die Alkalische Phosphatase dephosphoryliert. Durch
anschlieBende Inkubation bei 80°C fiir 15 min wurde das Enzymgemisch deaktiviert.
Von der so vorbehandelten Probe wurden 10 pl zusammen mit 4 ul des
entsprechenden Sequenzierungsprimers (5 pM) in ein 1,5 ml Eppendorfgefal} gefiillt

und versandt.

3.16 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ist ein 1996 auf Grundlage der Biolumineszenz entwickeltes
Verfahren nach dem ,,Sequencing by Synthesis“-Prinzip (Ahmadian et al. 2006). In einer
vorher festgelegten Dispersionsreihenfolge werden die Desoxynukleotidtriphosphate (dATP,
dGTP, dCTP und dTTP) zu einem immobilisierten Einzelstrang hinzugegeben, sodass ein
komplementédrer Strang synthetisiert werden kann. Bei Bindung eines Nukleotids an den
Leitstrang wird eine Enzymkaskade in Gang gesetzt, an deren Ende die Emission von Licht
proportional zur Anzahl der gebundenen Nukleotide steht (Ronaghi 2001). Da die Sequenz
des Matrizenstranges somit eindeutig bestimmbar ist, eignet sich die Pyrosequenzierung
besonders zur Detektion von SNPs und zur Sequenzierung von kurzen DNA-Abschnitten

(Fakruddin und Chowdhury 2012).

Zur Durchfiihrung einer Pyrosequenzierung bedarf es folgender Arbeitsschritte:
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1. PCR
Die zu sequenzierenden DNA-Abschnitte der 170 F2-Tiere mussten zunédchst
amplifiziert werden. Zu diesem Zweck wurden mithilfe der Software PSQ Assay
Design zwei PCR-Primer (Forward und Reverse) und ein Sequenzierungsprimer
entwickelt. Der dem Sequenzierungsprimer gegenldufige PCR-Primer wurde
biotinyliert. Der Sequenzierungsprimer wurde so gewihlt, dass sein 3°-Ende ein bis
drei Nukleotide vor dem zu untersuchenden SNP an den Leitstrang hybridisiert. Alle
Primer wurden von der Firma Biomers.net GmbH (Ulm) hergestellt. Das weitere

Vorgehen gestaltete sich wie folgt:

e Optimierung der Annealing-Temperatur mithilfe von Test-DNA

e Durchfiihrung der PCR mit den DNA-Proben der 170 F2-Tiere bei optimaler
Annealing-Temperatur (nach Standard-Protokoll)

e Stichprobenartiges Auftragen der PCR-Produkte auf Agarosegel zur
Erfolgskontrolle

2. Immobilisierung der PCR-Produkte
In zwei Mikrotiterplatten mit jeweils 96 Wells wurden pipettiert:

PCR-Platte Primer-Platte
« 20 ul Aq bidest » Sequenzierungsprimer
* 20 pl PCR-Produkt (xx M)
* 40 pl Streptavidin-Beads
+ Bindungspuffer ad 40 ul mit Annealing-Puffer
1:12,33

Die PCR-Platte wurde danach fiir 5 min auf einem Magnetschiittler fiir
Mikrotiterplatten bei 1500 rpm geschiittelt. Durch diesen Schritt wurden die
biotinylierten PCR-Produkte an den mit Streptavidin liberzogenen Sepharose-Beads

fixiert.
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3. Abtrennung des nicht-biotinylierten DNA-Stranges
Um die an die Sepharose-Beads gebundene doppelstringige DNA zu denaturieren und
die nicht-biotinylierten Einzelstrdnge zu separieren erfolgte eine weitere Verarbeitung

der Proben mit dem PyroMark™ Vacuum Preparation Tool:

e Spiilung des Preparation Tools mit Aq.bidest. fiir 20 s

e Aufsaugen der Sepharose-Beads aus der PCR-Platte in die Mikrokapillaren des
Preparation Tools
Waschung der Sepharose-Beads mit 70% Ethanol
Denaturierung der an die Sepharose-Beads gebundenen Doppelstrang-DNA
durch 0,2 M NaOH und gleichzeitige Entfernung des nicht-biotinylierten
Einzelstranges

e Neutralisierung der Sepharose-Beads durch Spiilen mit Waschpuffer

o Uberfiihren der Sepharose-Beads mit immobilisierter einzelstringiger DNA in

die Primer-Platte (siche oben)

4. Anheftung des Sequenzierungs-Primers
Um die Hybridisierung des Sequenzierungs-Primers an den DNA-Einzelstrang zu
ermoglichen, erfolgte erst eine zweiminiitige Inkubation der Primer-Platte bei 80°C,

danach deren Abkiihlung auf Raumtemperatur.

5. Bereitstellung der Reagentien
Nach Eingabe der Versuchsdaten in die Pyrosequenzierer-Software wurden die
angezeigten Volumina an Enzymmix (beinhaltet DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase,
Luciferase, Apyrase und Single-Strand-Binding-Protein), Substratmix (beinhaltet
Adenosin-5"-Phosphosulfat (APS) und Luciferin) und Nukleotiden (dANTPs) in die
Kartusche pipettiert. Nach Bestiickung des Pyrosequenzierers mit Kartusche und

Primer-Platte wurde die Sequenzierung gestartet.

6. Sequenzierung

Die Abbildungen 2 bis 5 zeigen den Ablauf der Pyrosequenzierungsreaktion:
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Zu dem DNA-Matrizenstrang werden nacheinander entsprechend der
Dispersionsreihenfolge die jeweiligen Nukleotide eingespritzt. Wird das
entsprechende Nukleotid durch die DNA-Polymerase in den neu synthetisierten Strang
eingebaut, fiihrt dies zur Freisetzung eines Pyrophosphats (Abb. 2).

DNA-Polymerase
(DNA-Strang) + dNTP (DNA-Strang) ., + PP.

Abb. 2: Anheftung eines Desoxy-Nukleosid-Triphosphats an den DNA-Strang und
Abspaltung eines Pyrophosphats. Die Reaktion wird katalysiert durch das Enzym DNA-
Polymerase. n: Anzahl Nukleotide des DNA Einzelstrangs, dNTP: Desoxy-Nukleosid-
Triphosphat, PP;: Pyrophosphat

Das freigesetzte PP; reagiert mit APS mithilfe des Enzyms ATP-Sulfurylase zu ATP
und SO4* (Abb.3).

ATP-Sulfurylase 2
PPi + APS ATP + SO4

Abb. 3: Reaktion von Pyrophosphat mit 5'-Adenosin-Phosphosulfat zu Adenosin-
Triphosphat und Schwefeloxid. APS: 5’-Adenosin-Phosphosulfat, ATP: Adenosin-
Triphosphat

In einem dritten Schritt dient das entstandene ATP als Energielieferant fiir die
Umsetzung von Luciferin in Oxyluciferin unter enzymatischer Wirkung der Luciferase
und unter Beteiligung von Luftsauerstoff. Hierbei wird ein Teil der Energie in Licht
umgewandelt (Abb. 4). Die Stiarke des Lichtsignales ist proportional der Menge an
freigesetztem Pyrophosphat und damit der Anzahl der eingebauten Nukleotide.

Luciferase

ATP + Luciferin + O, AMP + PP. + Oxyluciferin
+ CO, + LICHT

Abb. 4: Entstehung von Licht. Reaktion von Luciferin unter Energie- und
Sauerstoffverbrauch zu Adenosin-Monophosphat, Pyrophosphat, Oxyluciferin, CO, und
Licht. ATP: Adenosin-Triphosphat, AMP: Adenosin-Monophosphat, PP;: Pyrophosphat

54




Im letzten Schritt wird nicht gebundenes ANTP durch das Enzym Apyrase unter
Energieverbrauch in Desoxy-Nukleosid-Monophosphat umgewandelt. Dieses kann

dadurch nicht mehr als Substrat fiir die Polymerase dienen (Abb. 5).

Apyrase
ATP + dNTP AMP + dNMP + 4 P,

Abb. 5: Aufspaltung der iibrigen Desoxy-Nukleosid-Triphosphate durch das Enzym
Apyrase. ATP: Adenosin-Triphosphat, AMP: Adenosin-Monophosphat ANMP: Desoxy-
Nukleosid-Monophosphat, P;: Phosphat

Diese vier Schritte (Abb. 2 bis Abb. 5) werden solange wiederholt, bis die

Dispersionsreihenfolge abgearbeitet ist.

3.17 OTL-Analyse und Statistik

Die QTL-Analyse wurde mithilfe der Online-Applikation GridQTL (Seaton et al. 2006)
durchgefiihrt. Als Methode zur QTL-Kartierung wurde Simple Interval Mapping in 1 cM-
Schritten mit einer F-Statistik angewendet. Es wurde ein 1-QTL-Modell angenommen, in dem
Additiv- und Dominanzeffekte beriicksichtigt werden sollten. Jeder SNP wurde zunéchst als
Marker, in einem zweiten Durchgang als fixer Parameter einbezogen. Zur Schitzung der
Grenzen des Konfidenzintervalles (95%) um einen QTL-Peak wurde ein Bootstrapping mit
1000 Iterationen durchgefiihrt (Visscher et al. 1996). Die F-Schwellenwerte fiir die
chromosomweite Signifikanz wurden mithilfe eines Permutationstests mit 1000
Wiederholungen ermittelt (Churchill und Doerge 1994). Hieraus ergaben sich Schwellenwerte
(p=0,05) von 5,71 fiir klinische Merkmale bzw. 6,39 fiir eQTL. Die statistische Auswertung
der errechneten QTL-Daten erfolgte mit dem Programm SPSS.
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4. Ergebnisse

4.1 Sequenzierung

Von den neun vorab untersuchten SNPs in den Kandidatengenen Transferrin und Transferrin-
Rezeptor war keiner in der DNA der untersuchten Elterntiere (Eber, Sau 173, Sau 366)
ausgeprigt. Bei der nachfolgenden Sequenzierung der sechs Kandidatengene wurden
insgesamt 43 SNPs (Tab. 4) bei den Elterntieren gefunden. In TF existierten 12, in TFRC 10,
in IL12A 3, in RUNXI1 2, in AHSG 4 und in MYDS88 12 SNPs, die beim Eber und mindestens
einer Sau mit unterschiedlichen Allelen vorlagen (Tab.4). Aus diesen SNPs wurden 7 (bei TF,
TFRC, AHSG je einer, bei MYD88 und IL12A je zwei) zur Pyrosequenzierung in den 170 F2-
Tieren ausgewihlt und deren Genotypen ermittelt. Ubersichten iiber die Kandidatengene und

die Lage der SNPs innerhalb der Gene zeigen die Abbildungen 6 a-f.

AHSG
; Al A2 A3 A4 AS
Lage Primer
SUTR

Exon Nr. / \ 1 2 3 4 5 8
(Intron, (8076) (2055) (380) (580) (1159 (780) (584)
Anzahl bp)

AS(W)

A7
Ab
) FUTR
(10509)

Abb. 6a: Ubersicht fiir AHSG. Griin: Lage der Primer (siche Tab.2); Blau: Exons, nummeriert;
Schwarz: Introns, Abstand zwischen Exons in Basenpaaren; Rot: 3'bzw. 5'UTR; gelbes Dreieck:
Lage des SNP; Quelle: National Center for Biotechnology Information, Accession No.
NW_001885219, Gen: 536142-561835. Autor: Swine Genome Sequencing Consortium, 2011
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Gen Position SNP Typ Lage MNCEI
Transferrin
(TF) 2421 E: TfT,51: ¢fC, S2: ¢/C homozygot Intron ja
2562 E: AfA, 51: G/G, 52: G/G homozygot Intron ja
2734 E: G/G, 51: AJA, S2:A/A homozygot Intron ja
9780 E: T/T, 51: C/C, s2: ¢/C homozygot Intron ja
9837 E: C/C, SL: T/T, 52: T/T homozygot Intron Ja
13709 n.v. Exon ja
13801 n.v. Exon ja
13311 n.v. Exon ja
14681 E: AfA, 51: G/G, 52: G/G homozygot Intron nein
14743 n.v. Exon ja
14821 n.v. Exon ja
19157 E: T/T, 51: ¢fC, 52: C/C homozygot Intron nein
20003 E: G/G, 51: AJA, 52: AfA homozygot Intron ja
20108 E: G/G, 51: AJA, 52: AfA homozygot Intron ja
21646 E: T/T, S1: CfC, S2: C/C homozygot Intron ja
22067 n.v. Exon
22108 n.v. Exon ja
33028 n.v. Exon ja
33145 E: C/C, SL: T/T, S2: T/T homozygot Intron ja
Transferrin- -603 E: AfG, 51: G/G, 52: G/G heterozygot Promotor ja
Rezeptor 1574 n.v. Exon ja
(TFRC) 7189 E: C/T, SL: T/T, 52: T/T heterozygot Intron ja
7406 E: AfG, 51: G/G, 52: G/G heterozygot Intron ja
9953 E: C/T, SL: T/T, 52: T/T heterozygot Exon ja
| 1035E:G/TSLG/GS:G/G  heteozygot  Intron  ja
10771 E: A/G, 51: G/G, 52: G/G heterozygot Exon nein
12801 E: C/T, SL: T/T, 52: T/T heterozygot Intron ja
15042 E: AfA, S1: AJT, 52: A/T heterozygot Intron nein
17764 E: C/T, 51: C/C, 52: CfC heterozygot Intron nein
20441 E: A/T, SL: T/T, S2: T/T heterozygot Intron nein
Interleukin 124 1271 E: T/C, 51: C/C, 52: C/C heterozygot Intron ja
- - - - -
RUNX1 94531 E: G/G, 51: G/G, 52: AJA homozygot Intron nein
94613 E: T/T, 51: T/T, 52: C/C homozygot Intron nein
AHSG 102 E: A/G, 51: G/G, 52: G/G heterozygot Intron ja
. LOSEG/GSLC/CS2C/C  homozyget  Inon 2
11137 E: G/, S1: AJA, 52: AJA homozygot Intron ja
11846 E: AfA, 51: G/G, 52: G/G homozygot Intron ja
MYDSS 1671 E: G/G, 51: G/T, 52: T/T heterozygot Intron ja
1705 E: C/C, 51: CfA, 52: AfA heterozygot Intron ja
2080 E: AfA, S1: AJT, S2: T/T heterozygot Intron ja
2402 E: C/C, SL: /T, 52: T/T heterozygot Intron ja
2409 E: G/G, 51: G/A, 52: AfA heterozygot Intron ja
2692 E: T/T,51: T/T, 52: C/C homozygot 3°UTR ja
2707 E: AfA, 51: AJG, 52: G/G heterozygot 3'UTR ja
3026 E: G/G, 51: A/G, 52: AfA heterozygot 3'UTR ja
3208 E: AfA, 51: AJA, 52: G/G homozygot 3°UTR Ja

3295 E: G/G, 51: G/A, 52: G/G heterozygot 3'UTR ja

Quelle

MNCEI, rs 81478330
MNCBI, rs 81209058
MNCBI, rs 81209057

Danilowicz (09)

Danilowicz (09)
NCBI, rs 81211479
Danilowicz (09)

MCEI, rs 81218929

Tab. 4: SNP-Ubersicht. Alle bei der Sequenzierung der Elterntiere gefundenen SNPs sind
aufgelistet. SNPs, die in der F2 Population weiter untersucht wurden sind dunkelblau unterlegt.

N.v : nicht vorhanden (hier nicht ausgeprigt, betrifft die vorab untersuchten SNPs).
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4.2 Kopplungskarte von SSC13

Neun in der untersuchten Tierfamilie informative DNA-Marker bilden das Grundgertist der

genetischen Karte fir SSC13 (Abb. 7a). Die Genotypen der F2-Tiere an den jeweiligen

Markerpositionen wurden von Reiner et al. (2014) ermittelt. Der Marker IFNARI ist der

Dissertationsschrift von I. Probst (Probst 2009) entnommen und wurde mittels des

Programmes CRI-MAP bei 100 cM lokalisiert.
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Abb. 7a: Lage der verwendeten, informativen Marker auf SSC13. Links: SSC13, Absténde
in 10-cM-Schritten. Gesamtlinge des Chromosoms: 126,2 ¢cM (Rohrer et al. 1996). Rechts:
Bezeichnung, Position in ¢cM und Quelle, der die jeweiligen Marker entnommen sind.
Gestrichelt: Markerposition auf SSC13
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Abb. 7b: Lage der verwendeten, informativen und der neuen Marker (blau unterlegt) auf
SSC13. Links: SSC13, Abstéinde in 10-cM-Schritten. Gesamtldnge des Chromosoms: 126,2 cM
(Rohrer et al. 1996). Rechts: Bezeichnung, Position in ¢M und Quelle, der die jeweiligen Marker
entnommen sind. Rot gestrichelt: Lage der SNPs in Kandidatengenen als zusitzliche Marker.
Griin gestrichelt: Lage von TFRC und RUNXI1, bei denen keine geeigneten SNPs fiir die QTL-
Analyse vorhanden waren. Schwarz gestrichelt: Position der als ,,Gertist“ verwendeten Marker

4.3 OTL-Analyse

Die QTL Analyse wurde mithilfe der Anwendung GridQTL (Seaton et al. 2006) durchgefiihrt
und zweimal fiir jedes Kandidatengen wiederholt. Zu Beginn wurden ausschlieBlich die
bereits bekannten Markerinformationen beriicksichtigt. In einem zweiten Schritt wurde die
QTL-Analyse wiederholt, mit dem Unterschied, dass jeweils ein SNP als zusitzlicher Marker
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eingesetzt wurde. In einem dritten Schritt ging der SNP als fixer Effekt in die QTL-Analyse
ein. Von allen Kandidatengenen wurden SNPs in die QTL-Analyse einbezogen, bis auf SNPs
in den Kandidatengenen RUNX1 und TFRC. Da bei beiden SNPs aus RUNX1 die Genotypen
des FO-Ebers und Sau 173 identisch waren (Tab. 4) und sich die SNPs im Intron des Gens
befanden, ist ein kausaler Zusammenhang mit Resistenzunterschieden gegeniiber
Actinobacillus pleuropneumoniae unwahrscheinlich. Da der SNP aus TFRC aufgrund der
ungiinstigen Allelverteilung in der F1-Generation bei dem Grofteil der F2-Tiere nicht und bei
den restlichen 30 F2-Tieren nur halb-informativ war, wurde er ebenfalls nicht in der QTL-
Analyse verwendet. Bei der Einbeziehung der SNPs MYDS88-1 und MYDS88-2 in die QTL-
Analyse waren die Ergebnisse in allen Féllen identisch, daher wurden beide SNPs zu einem

SNP zusammengefasst und als ,,SNP MYD88* bezeichnet.

4.4 Ergebnisse der QTL-Analyse

4.4.1 Klinische Merkmale

Von 17 untersuchten klinischen Merkmalen erreichten nur F-Werte von ,,Klinischer Score
gesamt 3dpi“ (KSges3d), ,,Klinischer Score gesamt 4dpi* (KSges4d) und LOHI (die 50 am
wenigsten und 50 am stédrksten betroffenen Tiere, gemessen am RHS) den Schwellenwert von
5,7 fir die chromosomweite Signifikanz (P< 0,05). Eine QTL-Analyse fiir die beiden
erstgenannten Merkmale ergab je einen QTL bei 62 bzw. 61 cM, in denen die F-Werte den
Schwellenwert erreichten, fiir das Merkmal LOH1 ergab sich ein QTL, bei dem der F-Wert 5,7

iiberschritten wurde, bei 58 ¢cM.
KSges3dpi:

Bei Beriicksichtigung des SNPs IL12-1 als zusétzliche Genotyp-Information stieg der F-Wert
bei 62 cM an und erreichte knapp den Schwellenwert (5,70). Das Konfidenzintervall sank
dabei von 88 auf 83 cM. Bei Einbeziechung des SNPs als fixen Effekt sank der F-Wert auf
0,99 und das Konfidenzintervall stieg auf 102 cM.

KSges4dpi:

Auch hier wurde der Schwellenwert bei 61 ¢cM nur durch Einbeziehung des SNPs IL12-1 als
Marker iiberschritten (5,71) und sank bei Betrachtung des SNPs als Effekt deutlich ab (0,67).
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Das Konfidenzintervall fiel bei Betrachtung des SNPs als Marker von 102 auf 52 ¢cM und ging
bei Betrachtung des SNPs als fixen Effekt wieder auf den Ausgangswert zuriick.

LOHI:

Bei 58 ¢cM war bei ausschlielicher Beriicksichtigung des Marker-,,Geriists* ein QTL auf
SSC13 erkennbar (F-Wert: 6,46). Als Reaktion auf zusitzliche Information durch die SNPs
blieb der F-Wert entweder gleich (AHSG, MYDS8S, TF) oder sank leicht ab (IL12-1, I[L12-2).
Bei Einbeziehung des SNPs als Effekt sank der F-Wert kaum (AHSG, MYDSS8) bis deutlich
(IL12-1, IL12-2, TF) ab. Sowohl bei der Betrachtung der SNPs als Marker als auch bei der
Einbeziechung der SNPs in die QTL-Analyse als fixe Effekte wichen die Groflen der

Konfidenzintervalle kaum vom jeweiligen Ausgangswert (102 cM) ab.

4.4.2 Cis-eQTL

Der F-Wert fiir chromosomweite Signifikanz lag bei 6,4 (P < 0,05). Dieser Schwellenwert
wurde bei ausschlieBlicher Verwendung der Mikrosatelliten als Marker bei drei der fiinf
betrachteten Cis-eQTL {iberschritten. Es zeigten sich drei QTL-Regionen bei ca. 20-30
(QTL1), 60 (QTL2) und 100 cM (QTL3) auf SSC13.

UPKIB:

Bei QTL1 wurde die F-Signifikanzschwelle bei Einbeziehung des SNP MYDS88 deutlich
tiberschritten (F-Wert: 9,20) und das Konfidenzintervall stark verkleinert (von 102 auf 22,5
cM). Wurde der SNP als fixer Effekt betrachtet, sank der F-Wert stark ab (0,52) und das

Konfidenzintervall wurde auf den Ausgangswert vergrof3ert.

LOCI00132553:

Der Schwellenwert wurde ohne Beriicksichtigung der SNPs durch QTL2 (F-Wert: 7,48, CI:
56 cM) iiberschritten. Nach Einbeziehung der SNPs lieBen sich zwei Verhaltensmuster von F-
Wert und Konfidenzintervall unterscheiden. Bei Einbeziehung der SNPs AHSG und MYD88
als zusdtzliche Marker gab es keine Verdnderung des F-Werts und auch das
Konfidenzintervall blieb nahezu gleich (56,5 ¢cM bzw. 54 c¢cM).Wurde der SNP als Effekt
betrachtet reagierte der F-Wert mit Absenkung (2,19 bzw. 6,06), das CI wurde grofler (100 cM
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bzw. 99 cM). Ein anderes Verhalten dieser beiden Werte lieB3 sich bei Betrachtung der SNPs
IL12-1, IL12-2 und TF feststellen. Bei Einbeziehung der SNPs als Marker blieb der F-Wert
gleich oder zeigte einen geringfiigigen Abfall; das CI blieb nahezu gleich. Bei Einbeziehung
der SNPs als fixen Effekt stieg der F-Wert leicht (TF: 8,12) bzw. stark (IL12-1 und IL12-2:
24,78) an. Das CI wurde in allen Féllen vergroBBert (TF: 96,5 cM, IL12-1: 94 cM, IL12-2: 93,5
cM).

RABG6B:

Der Schwellenwert ohne Einbeziehung der SNPs wurde durch QTL1 (F-Wert: 6,64, CI: 102
cM) und QTL2 (F-Wert: 26,89, CI: 18 cM) iiberschritten. Wurden die SNPs als Marker
betrachtet, blieben die F-Werte gleich, wurden die SNPs als Effekt betrachtet, kam es zu
einem Absinken der F-Werte (auf ca. 1,2). Das CI war in allen Fillen gleichbleibend (102
cM). Hervorzuheben ist der SNP MYDS88, bei dessen Einbeziehung die F-Werte von dem
beschriebenen Verhalten abwichen: bei Beriicksichtigung dieses SNPs als Marker stieg der F-
Wert auf nahezu das 3-fache des Ausgangswertes (17,16) an, wéhrend die Betrachtung als
fixen Effekt ein starkes Absinken des F-Wertes (1,15) verursachte. Das CI blieb gleich.
Betrachtete man QTL2 fiel auf, dass die F-Werte bereits ohne Einbeziehung der SNPs sehr
hoch waren. Diese dnderten sich kaum, wenn der SNP als Marker in die QTL-Berechnung mit
einbezogen wurde. Bei Betrachtung als fixe Effekte sank der F-Wert ab (F-Wert Differenz im
Mittel: -22,34) und das CI wurde gréBer (CI Differenz im Mittel: +82,75). Der SNP MYDS88
folgte diesem Verhalten leicht abgeschwicht. Bei Einbeziehung des SNPs TF als Marker
konnte eine leichte Erhhung des F-Werts (von 26,89 auf 27, 62) und eine Verkleinerung des
Konfidenzintervalls (von 18 cM auf 15,5 cM) festgestellt werden.

TF:

Der Schwellenwert ohne Einbeziehung von SNPs wurde durch QTL1 (F-Wert: 17,84; CI:
102) und QTL2 (F-Wert: 60,37; CI:12) iiberschritten. Bei Betrachtung von QTL1 wurde
lediglich durch Einbeziehung des SNP MYDS88 eine Steigerung des F-Wertes (24,7)
hervorgerufen. Wurden die SNPs als fixe Effekte einbezogen, sank der F-Wert ab. Das CI
blieb in allen Féllen unverdndert. Hinsichtlich QTL2 zeigten alle SNPs unterschiedliche
Auswirkungen auf F-Werte und Konfidenzintervalle. Fiir den SNP AHSG als Marker blieben
F-Wert und CI gleich. Bei Einbeziehung von AHSG als fixer Effekt sank der F-Wert ab, das
CI wurde vergroBert. Das gleiche Bild zeigte sich bei IL12-1 und IL12-2, mit dem

Unterschied, dass die Reaktionen von F-Wert und CI auf die Betrachtung des SNPs als fixen
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Effekt ausgepriagter waren. Bei Beriicksichtigung des SNP MYDS88 blieb der F-Wert gleich,
das CI wurde vernachléssigbar vergrofSert. Wurde der SNP als fixer Effekt betrachtet, sank der
F-Wert deutlich ab (auf 25,8), das CI wurde geringfiigig groBer (von 12 auf 17 ¢cM). Davon
abweichend war die Situation, wenn der SNP im TF-Gen selbst auf Assoziation mit dem
eQTL fiir TF-Expression gepriift wurde. Bezog man den SNP als Marker in die QTL Analyse
ein, stieg der F-Wert an (69,45) das CI blieb etwa gleich (11 cM). Die Betrachtung des SNPs
als fixer Effekt resultierte in einem starken Abfall des F-Werts (2,46) und einer deutlichen
VergroBerung des CI (102¢cM).

4.4.3 A F-WERTE unter Einbeziehung der SNPs als zusiitzliche Marker in die QTL-
Analyse

Die Betrachtung der Differenzen aller F-Werte zeigte, dass die Einbeziehung eines SNPs als
zusitzlicher Marker bei einem Grofteil der Cis-eQTL keinen Einfluss auf die F-Werte nahm
(F-Wert-Differenz = 0). Abgesehen davon fielen zwei Ausreifler auf. Die mit 10,53 deutlichste
Erhohung des F-Werts war bei der Beriicksichtigung des SNPs MYDS8S8 als zusitzlicher
Marker in der QTL-Analyse des QTL1 fiir RAB6B zu erkennen (Abb.8). Bezog man den SNP
TF in die Berechnung des QTL 2 (56 cM) fiir den Cis-eQTL Transferrin mit ein, betrug der F-
Wert-Anstieg 9,08 (Abb. 8). Ebenfalls auffillig war, dass der dem QTL1 (27 cM) von UPK1B
zugehorige F-Wert bei Zusatz des SNPs MYDS88 als Marker um 3,04 erhoht wurde.
Abbildung 4 stellt die mittlere F-Wert-Verdnderung bei Einbeziehung aller SNPs als Marker

und F-Wert-Differenzen vom Median in einigen Féllen grafisch dar.
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Abb 8: A F-Werte: x-Achse: A F-Wert bei Einbeziehung des SNPs als zusétzlicher Marker; y-Achse:
F-Wert; Sterne markieren Verdnderung der F-Werte bei Betrachtung der SNPs als zusitzliche Marker;
in Klammern: (SNP/ eQTL); 5% Quantil: -1,5; Median: 0,0; 95% Quantil: 7,3

4.4.4 A CI-Werte unter Einbeziehung der SNPs als zusitzliche Marker in die QTL-
Analyse

Wurden die ausgewéhlten SNPs als zusdtzliche Marker in die QTL-Berechnung mit
einbezogen, verdnderte sich das Konfidenzintervall in der {iberwiegenden Anzahl der Fille

nicht (Abb.9). Erwidhnenswert ist, dass bei der Beriicksichtigung des SNPs MYDS88 als
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Marker bei der Berechnung des QTL1 (27 cM) von UPK1B das CI um 79,5 cM verkleinert
wurde. Wurde IL12-1 als zusitzlichen Marker fiir den QTL 2 (56 ¢cM) von Transferrin

eingesetzt, wurde das CI um 5 cM verkleinert.
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Abb. 9: ACI: x-Achse: A CI bei Einbeziehung der SNPs als zusétzliche Marker; y-Achse: ¢cM.
Sterne markieren Verdnderung der CI-Werte bei Betrachtung der SNPs als zusétzliche Marker; in
Klammern: (SNP/ eOTL): 5% Ouantil: -57.2: Median: 0.0: 95% Ouantil: 12.5
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4.4.5 A F-WERTE unter Einbeziehung der SNPs in die QTL-Analyse als fixe Effekte

Wurde der SNP als fixer Effekt in die QTL Analyse mit einbezogen sank der F-Wert im Mittel
um 3,5 ab (Abb. 10). Als besonders stark abweichend vom Median stellten sich die SNPs TF,
[112-1 und IL12-2 dar, die als Effekt bei Berechnung des QTL 2 (56 cM) fiir den Cis-eQTL
von Transferrin den F-Wert um 57,91 bzw. 59,19 absenkten.
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Abb. 10: A F-Werte (Effekt): x-Achse: A F-Wert bei Betrachtung der SNPs als fixe Effekte, y-
Achse: F-Wert; Sterne markieren Verinderungen der F-Werte bei Betrachtung des SNPs als fixer
Effekt: in Klammern: (SNP/e-OTL): 5% Quantil: -59.2: Median: -3.5; 95% Quantil: 17.3
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4.4.6 A CI-Werte unter Einbeziehung der SNPs in die QTL-Analyse als fixe Effekte

Bei der Betrachtung der SNPs als fixer Effekt wurde das CI im Mittel um 37,5 vergroBert
(Abb. 11).
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Abb. 11: A CI (Effekt); x-Achse: A CI bei Betrachtung der SNPs als fixe Effekte; y-Achse: ¢M;
Sterne markieren Verdnderungen der CI-Werte bei Betrachtung des SNPs als fixer Effekt; 5% Quantil:
-23,4; Median: 37,5; 95% Quantil: 90
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5. Diskussion

5.1 Kritische Betrachtung des Materials und der Methoden

5.1.1 Versuchstiere und F2-Ansatz

Als Grundlage fiir die molekulargenetischen Untersuchungen zur Actinobacillus
pleuropneumoniae-Resistenz dient eine F2-Familie, die aus der Kreuzung zweier in diesem
Merkmal divergierender Ausgangpopulationen der Rassen Hampshire und DL resultierten.
Das F2-Design wird gemeinhin neben dem Backcross-Design (BC) als geeignet angesehen,
um QTL fiir ein bestimmtes Merkmal zu identifizieren (Geldermann 2005, Andersson 2001).
Laut Darvasi (1998) ist das F2-Design dem BC-Design iiberlegen, wenn moglichst viele
segregierende QTL und deren additive und dominante Effekte ermittelt werden sollen. Es
existieren zahlreiche Studien, die fiir die Eignung des F2-Ansatzes fiir die Kartierung von
Produktionsmerkmalen (z.B. Andersson et al. 1994; De Koning et al. 1999; Ai et al. 2012)
oder Immunmerkmalen (z.B. Reiner et al. 2007a, 2010; Uddin et al. 2011) beim Schwein
sprechen. Eine Studie von Python et al. (2002) belegt am Beispiel des E. coli-F4ac-Rezeptors,
dass das F2-Design auch gut zur Feinkartierung von QTL genutzt werden kann, wobei hier zu
beachten ist, dass dem betrachteten Merkmal wahrscheinlich ein einzelnes Gen mit
Mendel 'schem Vererbungsmodus zugrundeliegt (Sellwood et al. 1975). Um eine geeignete
F2-Familie generieren zu konnen, wurden Ausgangspopulationen, die sich im Merkmal
Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz unterscheiden, bendtigt (Geldermann 2005).
Mehrere Studien belegen, dass Populationen innerhalb der Rassen Hampshire und DL eine
solche glinstige Paarungskonstellation darstellen. Beispielsweise zeigte die Klassifizierung
verschiedener Rassen hinsichtlich Resistenz/Empfinglichkeit gegeniiber Actinobacillus
pleuropneumoniae mithilfe des Respiratory Health Score (RHS) deutliche Unterschiede
sowohl in der Schwere der klinischen Symptome als auch in der Mortalitit zwischen
infizierten Schweinen der Rassen Hampshire und DL (Holtig et al, 2009). Eine
Proteomanalyse nach experimenteller Actinobacillus pleuropneumoniae-Infektion anhand von
BALF-Probenmaterial durch Kahlisch et al. (2009) bestitigte, dass deutliche
Rassenunterschiede beziiglich der Schwere der Lungenveridnderungen existieren und wies auf
rasseabhingige, differentielle Expression der untersuchten Glykoproteine hin. Die These, dass
die Variation im Merkmal Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz von unterschiedlichen
rassespezifischen und individuellen Immun-Phinotypen beeinflusst wird, wurde durch eine

Analyse des Verhaltens von Akute Phase Proteinen und Produkten des Respiratory Burst nach
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Actinobacillus pleuropneumoniae-Infektion von Benga et al. (2009) unterstiitzt. Da die
genannten Studien nur Teilpopulationen der beiden Founderrassen untersucht haben, kann
davon ausgegangen werden, dass die gefundenen Effekte zwar innerhalb dieser Populationen
gelten, jedoch nicht zwangsldufig auf die gesamte Rasse iibertragen werden konnen. Dies
zeigte sich zum Beispiel darin, dass bei der Deutschen Landrasse neben der empfindlichen
auch eine resistente Teilpopulation identifiziert werden konnte. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendete Stichprobenanzahl von 170 untersuchten F2- Tieren ist nach der Power-Analyse
von Cohen (1988) optimal, um einen mittleren Effekt und mit guter Wahrscheinlichkeit auch

einen kleinen Effekt finden zu konnen.

5.1.2 Auswahl von SSC13 als zu untersuchendes Chromosom

Die Suche nach Kandidatengenen fiir die Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz beim
Schwein konzentriert sich in dieser Arbeit auf SSC13, da auf diesem wiederholt QTL, die mit
pathologischen oder klinischen Merkmalen assoziiert sind, kartiert wurden. In einer Studie
von Gregersen et al. (2010) die an einer grolen Anzahl von Tieren der Kreuzung Duroc x
LR/LW durchgefiihrt wurde, wurde u.a. ein mit dorso-caudaler Pleuritis assoziierter QTL auf
SSC13 festgestellt. In der bereits erwidhnten Untersuchung von Reiner et al. (2014) wurde ein
QTL fiir eine extreme Gruppierung der 100 nach dem Respiratory Health Score (RHS) am
starksten und am wenigsten stark betroffenen Tiere auf SSC13 bei 56 cM kartiert. Auch die
Ergebnisse einer eQTL-Analyse von Reiner et al. (unverdffentlicht) mit der Kartierung von 55
(von insgesamt 193) gefundenen eQTL fiir potentiell mit Actinobacillus pleuropneumoniae-
Resistenz assoziierten Genen auf SSCI13 spricht fiir die Existenz eines hotspots der
Genregulation beziiglich Resistenz gegen Actinobacillus pleuropneumoniae. Mit der
vorliegenden Arbeit konnten ein QTL fiir den Respiratory Health Score der 50 am wenigsten
und 50 am stirksten betroffenen Tiere sowie mehrere Cis-eQTL fiir die Resistenz gegen

Actinobacillus pleuropneumoniae bestétigt werden.

5.1.3 Auswahl der Kandidatengene

Im Bewusstsein, dass eine erschopfende Auswahl bzw. Untersuchung aller mdglichen

Kandidatengene, die mit Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz in Zusammenhang
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stehen konnten unmoglich ist, wurden folgende Kriterien bestimmt, um die nach aktuellem

Wissenstand bestmogliche Auswahl zu treffen:

a. Forschungsergebnisse, die zu dem jeweiligen Gen hinsichtlich Krankheitsresistenz

und/oder Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz vorliegen;

b. Funktion des Gens im Stoffwechsel,

c. Position des Gens auf SSC13

Ad a. Forschung

Zu allen untersuchten Kandidatengenen liegen Ergebnisse vor, die es wahrscheinlich
erscheinen lassen, dass diese die phénotypische Variation bei einer Actinobacillus
pleuropneumoniae-Infektion beeinflussen konnen. Hohe Level von a-2-HS-Glykoprotein
(AHSG) waren beispielsweise negativ korreliert mit dem Auftreten von Actinobacillus
pleuropneumoniae-assoziierten Lungenldsionen bei Hampshire-Schweinen (Kahlisch et al.
2009). Fiir IL12A weisen die Ergebnisse einer Assoziationsstudie auf eine wichtige Rolle
dieses Gens in der Immunabwehr im Allgemeinen hin (Wimmers et al. 2008). Die starke
Kolokalisation der IL12-mRNA mit Actinobacillus  pleuropneumoniae-assoziierten
Lungenverinderungen in einer Hybridisierungsstudie deutet auf einen speziellen Einfluss des
IL12-Gens im Rahmen der Pathogenese der Actinobacillus pleuropnaumoniae-Infektion hin
(Cho et al. 2005). MYD88 wurde im Zuge einer Netzwerkanalyse von Reiner et al.
(unverdffentlicht) als ein die Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz beeinflussendes Gen
identifiziert. Durch die gleiche Forschergruppe wurde RUNXI mithilfe einer Promoter-
Sequenz-Analyse als ein wihrend der Infektion differentiell exprimierter Transkriptionsfaktor
detektiert. Transferrin wurde bereits von Danilowicz et al. (2009) als Kandidatengen fiir
Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz beim Schwein untersucht. In dieser Studie wurde
eine Assoziation von SNPs im TF-Gen mit der klinischen Schwere der Infektion bei Tieren
der Deutschen Landrasse festgestellt. Da TFRC einen essentiellen Interaktionspartner fiir TF

darstellt, kann es gleichermal3en als Kandidatengen angesehen werden.
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Ad b. Funktion

Bei der Einbeziehung der physiologischen Funktion des Gens als Auswahlkriterium wurde auf
eine moglichst zentrale Rolle insbesondere in der angeborenen Immunantwort geachtet, weil
die wesentlichen Resistenz-bestimmenden Schritte bis zum Tag 4 bereits abgeschlossen
scheinen (Holtig et al. 2009). AHSG, IL12A, MYDS88, TF und TFRC nehmen entweder durch
thre Rolle in der Zytokinantwort, im TLR-Pathway oder bei der Eisenakquisition der
Mikroorganismen eine zentrale Rolle in der First Line of Defense ein, wohingegen RUNX1

seine Wirkung in der adaptiven Immunantwort entfaltet.

Ad c. Position

Hinweise auf die Bedeutung von SSCI13 fir die Abwehr von Actinobacillus
pleuropneumoniae ergeben sich aus den Arbeiten von Reiner et al. (2014) und Gregersen et al.
(2010). Hierbei wurde ein QTL fiir die extreme Gruppierung von Tieren bei Einstufung durch
den Respiratory Health Score bei 56 cM identifiziert (Reiner et al. 2014). Ein QTL fiir das
Merkmal ,,dorsocaudale Pleuritis“ wurde bei 3 c¢cM detektiert (Gregersen et al. 2010).
Zusétzlich wurden durch Reiner et al. (unverdftentlicht) je ein Cis- eQTL fiir TF und TFRC
auf SSCI13 identifiziert. TF, ILI12A, AHSG und TFRC gelten aufgrund ihrer Lage als
positionelle Kandidatengene fiir den QTL bei 56 cM. Die identifizierten Cis-eQTL deuten
zusitzlich darauf hin, dass sich im Transferrin-Gen und im Transferrin-Rezeptor-Gen
kausative Polymorphismen befinden, die die Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz

beeinflussen.

5.1.4 Auswahl der SNPs

Da nicht alle aufgefundenen SNPs untersucht werden konnten, wurde fiir die Auswahl der
niher zu untersuchenden SNPs ein dhnliches Prinzip angewendet wie fiir die Auswahl der
Kandidatengene, ein Ansatz, der von Tabor et al. (2002) als ,,Priorisierungs-Strategie*
bezeichnet wurde. Dabei werden aufgefundene Polymorphismen nach der Wahrscheinlichkeit,
mit der sie einen funktionalen Effekt auf das Gen haben konnten kategorisiert, und die

Polymorphismen mit der hochsten Wahrscheinlichkeit (z.B. Aminosdure-Austausch in der
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ersten Position in der kodierenden Sequenz) bevorzugt beriicksichtigt (Tabor et al. 2002). Die
Annahme, dass SNPs in kodierenden Regionen mit hoherer Wahrscheinlichkeit einen
bestimmten Phédnotyp beeinflussen, wird in der Humanmedizin fiir Kalkulationen {iber den
Einfluss von SNPs genutzt. Hierbei soll das AusmaB, in dem SNPs mit Aminosdure-
Austausch die Genfunktion beeinflussen, ermittelt werden (Sunyaev et al. 2001; Chasman und
Adams 2001; Ng und Henikoff 2002). Zu diesem Zweck stellten Barenboim und Manke
(2013) mit ChroMoS ein Programm zur Einschdtzung von SNPs hinsichtlich ihres Einflusses
auf transkriptionelle und posttranskriptionelle Prozesse vor. Weitere Beispiele fiir das
Vorgehen zur Auswahl an SNPs gestaffelt nach Prioritit liefern Studien von Wang et al.
(2007) und Danilowicz et al. (2009). Es ist unbestritten, dass auch SNPs in nicht-kodierenden
Regionen Einfluss auf die Genfunktion nehmen konnen (Tabor et al. 2002; Van Laere et al.
2003). Da aber nicht alle SNPs untersucht werden konnen, ermoglicht es der beschriebene

Ansatz aus der Menge verfiigbarer SNPs die vielversprechendsten auszuwéhlen.

5.1.5 QTL-Analyse

Die QTL-Analyse ist ein Verfahren, dass zur Detektion von genetischer Variation, die
Unterschieden in phinotypischen Merkmalen zugrundeliegt, geeignet ist (Andersson 2001;
Mackay 2001; Mauricio 2001). Sie wird daher auch zur Aufkliarung der genetischen Basis der
Krankheitsresistenz eingesetzt. Trotz der Moglichkeiten, die dieses Verfahren bietet, bringt es
auch eine Reihe von Einschrankungen mit sich. Diesen muss bei Versuchsaufbau und
Auswertung Rechnung getragen werden, um ein verlédssliches Ergebnis zu erhalten. Im
Folgenden sollen daher einige Hemmnisse der QTL-Analyse aufgezeigt und deren Bedeutung

fiir die vorliegende Arbeit diskutiert werden.

a. ,,Bei den meisten phénotypischen Merkmalen ist ein grofer Teil der Variation

umweltbedingt® (Kearsey 1998).

Laut Slate (2005) spielt die umweltbedingte Variation vor allem bei Merkmalen, die die
Fitness beeinflussen, eine groBe Rolle. Da eine Standardisierung des Ansatzes auch eine
Reduktion der Versuchstieranzahl erlaubt, war es fiir unser Vorhaben besonders wichtig, den

Anteil umweltbedingter Variation an der gesamten phénotypischen Variation zu minimieren.
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Dies erfolgte im Zuge des Versuchsaufbaus. Wolf (2005) nennt in einer Publikation im
Rahmen des FUGATO-Projekts die wesentlichen Punkte. Diese umfassen eine moglichst gut
definierte Tierfamilie die fiir die spezielle Fragestellung konzipiert wurde und exakt definierte
Umweltbedingungen. Diesen Bedingungen wurde bei dem hier verwendeten Versuchsaufbau
Rechnung getragen. Somit ist davon auszugehen, dass die Variation in den ermittelten
Phénotypwerten eng mit den zugrundeliegenden genetischen Unterschieden korreliert ist und

storende Umweltvariation auf ein Minimum beschrankt wurde.

b. ,,Die Funktion der die QTN beherbergenden Gene oder ihre Zugehorigkeit zu bestimmten
Stoffwechselwegen ist hdufig noch nicht bekannt, daher sind sie schwer mit einem QTL in

Zusammenhang zu bringen* (Hu et al. 2009).

Dieser Fakt stellt gleichzeitig eine der Haupteinschrankungen fiir die Anwendung des
Kandidatengenansatzes zur QTL-Kartierung dar. Bellamy (2000) sowie Stratil und
Geldermann (2004) propagieren daher die Kombination eines genomweiten QTL-Scans mit
der Kandidatengenanalyse, um die Detektionswahrscheinlichkeit auch fiir QTL mit
moderatem Effekt zu verbessern. Analog dazu lagen fiir diese Doktorarbeit Daten aus einer
vorangegangen, genomweiten Suche nach QTL (Reiner et al. 2014) vor. In diesem anonymen
Ansatz wurden in der vorliegenden Studie hypothesenbasiert zusétzliche Marker in
ausgewdhlten Genen eingefiigt, um die interessierende QTL-Region ndher einzugrenzen
(Tabor et al. 2002). Fiir deren Auswahl wurden sowohl Position als auch Funktion (s.0.)
berticksichtigt. Laut Zhu und Zhao (2007) ist dies ein geeignetes Mittel um den ,,Flaschenhals
der Information” des Kandidatengenansatzes zu umgehen. Stratil und Geldermann (2003)
konstatieren, dass Untersuchungen iiber Kandidatengene fiir die weitere Forschung von
groBer Wichtigkeit sind. Nur so kann die Anzahl bekannter Gene erhoht und Informationen
tiber DNA-Polymorphismen, genomische Organisation und Stoffwechselwege vervollstindigt
werden. Die vorliegende Doktorarbeit zeigt allerdings, dass die Limitierungen des
Kandidatengenansatzes auch durch ein groles Mall an vorliegender Information nicht so
eliminiert werden konnen, dass ein Schluss auf ein QTN mdglich ist. Vorschlige zu seiner
Verbesserung finden sich beispielsweise bei Wayne und Mclntyre (2002). Diese Autoren
konnten mithilfe einer Kombination aus Feinkartierung and Microarraying die Anzahl
vielversprechender Kandidatengene von urspriinglich 5286 auf 34 reduzieren. Auch der

computergestiitzten Analyse von Gennetzwerken und Pathways wird bei der Identifikation
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von Kandidatengenen und QTN groBle Bedeutung beigemessen. Ein Beispiel hierfiir ist der
Candidate Gene Set Approach, in den die genetischen Informationen multipler Loci
einflieBen. Hierbei konnen Kandidatengene mit einer hoheren statistischen Power als bei
traditioneller QTL-Analyse entdeckt werden (Wang et al. 2013). Eine Zusammenfassung iiber
verschiedene Verfahren des Kandidatengenansatzes (positionell, funktionell, komparativ und
digital gestiitzt) und wie diese miteinander kombiniert werden konnen, findet sich bei Zhu

und Zhao (2007).

c. ,,Die Auflosung der QTL-Analyse ist meist nicht ausreichend zur Unterscheidung multipler

QTL* (Tanksley 1993).

In der Regel wird bei der QTL-Analyse die Lokalisation des QTL nicht genauer als auf ca.10-
40 cM bestimmt. Durch diese geringe Auflosung konnen hunderte Gene als Kandidatengene
in Frage kommen (Luo et al. 2002; Georges 2007). Darvasi et al. (1993) konnten in einer
Simulationsstudie zeigen, dass hierbei die Abstinde der verwendeten Marker nur eine
untergeordnete Rolle im Vergleich zu Geneffekt und Populationsgrofle haben. Luo et al.
(2002) und Georges (2007) nennen zusidtzlich eine zu geringe Anzahl an informativen
Meiosen als Hemmnis, das der Ermittlung der genauen QTL-Position entgegensteht. Die
Methodik der hier vorliegenden Doktorarbeit konnte daher an zwei Punkten verbessert
werden, die allerdings mit einem erheblichen logistischen Mehraufwand und Kosten
verbunden wiren: Erstens konnte die zu untersuchende Tierpopulation vergroBert werden,
was zusitzlich zur besseren QTL-Auflosung eine Verringerung des Beavis-Effekts auf den
vermuteten QTL-Effekt hitte (Xu 2003). Zweitens konnte man die F2-Familie durch
fortgesetzte Riickkreuzung im Sinne einer Advanced Intercross Line (AIL) ausbauen. Durch
die Erhohung der Anzahl informativer Meiosen widre eine Verkleinerung des
Konfidenzintervalls um das 3-5 fache mdglich (Darvasi und Soller 1994). Die Ziichtung von
AlLs beim Schwein ist machbar (z.B.: Geverink et al. 2006), jedoch ist deren Generierung
und Unterhalt duBerst kostenintensiv (Andersson 2001). Infolgedessen stellen AILs keine

praktikable Methode zur Verbesserung der QTL-Analyse bei dieser Tierart dar.
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d. ,,Die Ergebnisse einer QTL-Analyse in einer bestimmten Tierfamilie konnen nicht direkt

auf andere Populationen iibertragen werden* (Wiirschum 2012).

Zu beachten ist, dass QTL nur entdeckt werden konnen, wenn Allele mit signifikanten
Effekten auf das phianotypische Merkmal in der untersuchten Familie segregieren. So kann ein
QTL in einer bestimmten Familie unentdeckt bleiben, populationsweit jedoch eine wichtige
Rolle spielen (Remington und Purugganan 2003). Gregersen et al. (2010) untersuchten
insgesamt 12 Tierfamilien auf QTL fiir dorsocaudale Pleuritis. Dabei wurden 11 in einer oder
mehreren Familien segregierende QTL detektiert, jedoch nur ein QTL, der in allen Familien
auffindbar war. Dies bedeutet, dass QTL-Studien in mehreren unterschiedlichen
Versuchstierpopulationen wiederholt werden miissen, um die Ergebnisse zu validieren.
Oberstes Ziel sollte hierbei die Identifikation eines merkmalsbeeinflussenden

Polymorphismus auf DNA-Ebene sein.

5.2 Klinische Merkmale:

5.2.1 Respiratory Health Score der 50 am wenigsten und 50 am starksten betroffenen

Tiere

Bei der QTL-Analyse auf Basis der Mikrosatelliten der Vorversuche wurde nur ein QTL fiir
das Merkmal LOH1 (Respiratory Health Score der 50 am wenigsten und 50 am stérksten
betroffenen Tiere) gefunden. Wurden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten
SNPs als zusitzliche Marker fiir die QTL Analyse einbezogen, blieben die F-Werte konstant
oder sanken leicht ab. Nach Betrachtung der SNPs als fixe Effekte sank der F-Wert in allen
Féllen ab. Das Konfidenzintervall verdnderte sich nur minimal. Grundsitzlich kann man
durch eine QTL-Analyse, ausgehend von genotypischen und phanotypischen Daten der
untersuchten Tiere, die Wahrscheinlichkeit fiir einen QTL an einer bestimmten Lokalisation
im Genom ermitteln. In der hier vorgestellten Arbeit wurde ein lineares Regressionsmodell fiir
die QTL-Analyse herangezogen. Durch die Beriicksichtigung eines zusatzlichen Markers wird
die zur Verfiigung gestellte genotypische Information erhoht. Bleibt nachfolgend der F-Wert,
ein MaB fiir die Wahrscheinlichkeit, dass sich an der betrachteten Position ein QTL befindet
(Li et al. 2012) gleich, bedeutet das, dass die Genotypen des neu einbezogenen SNPs nicht
enger mit der Variation im klinischen Phénotyp korreliert sind, als die Genotypen der bereits

vorher eingesetzten Marker. Das Konfidenzintervall, ein MaB fiir die Prézision, mit der durch
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die Teststatistik die wahre Lage des Populationsparameters (hier: des QTL) geschitzt werden
kann (Rasch et al. 2010), wird dementsprechend nicht nennenswert verkleinert. Es kann daher
keine genauere Aussage iliber die Lokalisation des QTL getroffen werden. Dass der SNP
dennoch mit dem Phénotyp assoziiert ist, ldsst sich daran erkennen, dass bei Betrachtung des
SNPs als fixen Effekt im QTL Modell, bei der die durch den SNP erklarbare Varianz in der
Phénotyp-Auspriagung aus der QTL-Analyse rechnerisch entfernt wird, der F-Wert absinkt.

5.2.2 Klinischer Score

Im Falle der Merkmale Klinischer Score gesamt 3 dpi und Klinischer Score gesamt 4 dpi
nimmt die iiber den QTL verfiigbare Information durch Einbeziehung der SNPs als
zusitzliche Marker zu und die Lage des QTL wird nédher bestimmt. Im Umkehrschluss zu den
beziiglich des Respiratory Health Score der 50 am wenigsten und 50 am stédrksten betroffenen
Tiere getroffenen Aussagen kann man in diesem Fall davon ausgehen, dass die fiir diesen SNP
ermittelten Genotypen der F2-Tiere stirker als die der bisher eingesetzten Marker mit der
Verteilung der Phianotypen korrelieren. Folglich hat man sich an der Lokalisation des SNPs
der Position eines putativen QTN angendhert. Im Zusammenhang damit resultieren eine
Verkleinerung des Konfidenzintervalls und bei Entfernung der durch den SNP erklirten

Varianz aus dem Modell eine Absenkung der F-Werte.

5.2.3 Vergleich mit Ergebnissen anderer Arbeiten

Dass bei der QTL-Analyse mit den bekannten Markern bei allen untersuchten klinischen
Phénotypen nur ein einziger QTL auf SSCI13 zu erwarten ist, der die chromosomweite
Signifikanzschwelle iiberschreitet, legen Ergebnisse der durch Reiner et al. (2014) an der
gleichen Tierpopulation durchgefiihrten QTL-Studie nahe. Auch diese Gruppe stellte auf
SSC13 einen QTL fiir das Merkmal Respiratory Health Score der 50 am wenigsten und 50
am stirksten betroffenen Tiere bei 56 cM fest. Gregersen et al. (2010) dagegen fanden fiir das
Merkmal ,,dorsocaudale Pleuritis* einen QTL auf SSC13 bei 3 ¢cM. Die Diskrepanz der
ermittelten QTL-Lokalisationen ldsst sich durch das Zusammenwirken mehrerer Faktoren
erkldren: Erstens wurden unterschiedliche Phdnotypen untersucht. Der Respiratory Health

Score berticksichtigt neben sonografischen und radiologischen auch klinische Befunde (Holtig
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et al. 2009) und ist daher nicht unmittelbar mit einem ausschlieBlich auf Ergebnissen einer
post-mortem Untersuchung beruhenden Phénotyp vergleichbar. Zweitens wurden Tiere
unterschiedlicher Rassen untersucht. Studien weisen auf rassen- und familienspezifische
Unterschiede im Auftreten von QTL fiir den gleichen untersuchten Phianotyp hin (Kim et al.
2005; Gregersen et al. 2010; McClure et al. 2012; Gregersen et al. 2012). Drittens wurde
durch den Versuchsaufbau der hier vorliegenden Arbeit eine Infektion mit anderen
Pneumonie-verursachenden Pathogenen (Mycoplasma hyopneumoniae, PRRSV, Influenza A)
ausgeschlossen. Das in der Studie von Gregersen et al. (2010) einer vorangegangenen
Actinobacillus pleuropneumoniae-Infektion zugeordnete Merkmal dorsocaudale Pleuritis
konnte von Jirawattanapong et al. (2010) nicht exklusiv mit diesem Pathogen in Verbindung
gebracht werden, so dass auch eine Mischinfektion mit anderen Keimen als Ursache dieses

Befundes nicht ausgeschlossen werden kann.

5.2.4 Verhalten des QTL im Bereich des Transferrin-Gens

Eine von Reiner et al. (unverdffentlicht) durchgefiihrte eQTL-Analyse deutet auf eine gro3e
Ansammlung von Genen auf SSC13 hin, die die Expression von anderen Genen mit Einfluss
auf die Resistenz /Empfindlichkeit gegeniiber Actinobacillus pleuropneumoniae beeinflussen.
Dies konnte durch die hier vorliegende Arbeit bestitigt werden. Weiterhin wurde im Bereich
des Transferrin-Gens ein Cis-eQTL festgestellt, der einen grolen Anteil der Varianz an der
Transferrin-Expression zwischen resistenten und empfindlichen Tieren erklért. Es stellt sich
die Frage, warum der verwendete Transferrin-SNP die Auflésung der klinischen QTL nicht
verbessert. Obwohl das Transferrin-Expressionslevel mit  unterschiedlicher
Resistenz/Empfindlichkeit der betrachteten Tiere assoziiert war und hierfiir, aufgrund des Cis-
Charakters des eQTL, ein putatives QTN in der Nédhe des Transferrin-Gens verantwortlich
gemacht wurde, scheinen dessen Variationen keine Auswirkung auf die Klinik zu haben. Eine
sinnvolle Begriindung hierfiir ist, dass es sich bei den betrachteten klinischen Phianotypen um
quantitative Merkmale handelt, deren Auspragung per definitionem von teilweise sehr vielen
Genen beeinflusst wird (Geldermann 1975). Es ist daher anzunehmen, dass falls diese DNA-
Variation im Transferrin-Gen eine Rolle fiir die Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz
spielen sollte, deren Einfluss sehr gering und mit dem hier verwendeten Verfahren daher auch
kein QTL auffindbar ist. In der hier vorliegenden Untersuchung konnte keine signifikante

Assoziation zwischen dem Transferrin-Gen und klinischen Phédnotypen einer Actinobacillus
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pleuropneumoniae-Infektion festgestellt werden. Eine Studie von Danilowicz et al. (2009),
die die Assoziation von SNPs im Transferrin-Gen mit Resistenz gegeniiber Actinobacillus
pleuropneumoniae untersuchte, fand einen solchen signifikanten Zusammenhang nur fiir Tiere
der Deutschen Landrasse und stellte rassespezifische Allelfrequenzen fest. Folgerichtig muss
ein Einfluss von Varianten des Transferrin-Gens auf die Krankheitsresistenz in

Tierpopulationen von ziichterischem Interesse zumindest rassespezifisch validiert werden.

5.3 Cis-eQTL

Fiir SSC13 zeigen sich bei der QTL-Analyse drei Regionen, die mit der Auspragung der als
Merkmal betrachteten Expression von durch Cis-eQTL regulierten Genen assoziiert sind. Eine
signifikante Verdnderung der statistischen Parameter bei Betrachtung bereits bekannter
Marker (SNPO-Effekt0) oder bei der Einbeziehung des SNPs als zusitzlicher Marker (SNP1-
EffektO) ist an mindestens einer der drei QTL-Regionen fiir alle Cis-eQTL auller TFRC
gegeben. Fiir den SNP TFRC wire, da er sich im Transferrin-Rezeptor-Gen direkt befindet,
aufgrund des Cis-Status des eQTL eine signifikante Assoziation mit der Merkmalsauspragung
zu erwarten. Dieser SNP konnte jedoch nicht fiir eine QTL-Analyse genutzt werden, da er in
einer zu geringen Anzahl F2-Tiere informativ war. Theoretisch wére ein Einfluss der anderen
untersuchten SNPs auf den Cis-eQTL der TFRC-Expression zwar moglich, dies ist aber
anhand der hier vorliegenden Ergebnisse als unwahrscheinlich anzusehen. Hinsichtlich des
Cis-eQTL der Genexpression von LOC100132553 liefert keiner der neu in die QTL-Analyse
eingefiigten SNPs mehr Information {iber die Lage eines moglichen kausalen
Polymorphismus als die bereits in Modell SNPO-Effekt0 eingesetzten Marker. Vielmehr steigt
der F-Wert bei Betrachtung der SNPs IL12-1 und IL12-2 als fixe Effekte deutlich an, dies
spricht gegen eine Assoziation dieser beiden SNPs mit dem gefundenen QTL. Wihlte man
SNPs in Genen, die mit LOC100132553 Stoffwechselwege- oder Gennetzwerke teilen,
wiirde wahrscheinlich eine Assoziation mit der Merkmalsauspragung festzustellen sein. Da

die Funktion dieses Locus bisher nicht bekannt ist, ist eine solche Auswahl nicht moglich.
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5.3.1 Einfluss des SNPs in MYDS88 auf die UPK1B-Expression

Das Verhalten der Parameter F-Wert und Konfidenzintervall bei Beriicksichtigung des SNPs
MYDS88 bei der Betrachtung des Cis-eQTL der UPK1B-Expression deutet darauf hin, dass
der verwendete MYDS88-SNP mit der differentiellen Expression des Gens Uroplakin 1B
assoziiert ist. Wéhrend ein direkter Zusammenhang zwischen den Genen UPKIB und
MYDS88 nicht nachweisbar ist, ergeben sich aus der Literatur Hinweise auf eine funktionelle
Verkniipfung der Gene untereinander. Dass die UPK1B-Expression durch das Zytokin TGF
reguliert wird, wurde erstmals von Kallin et al. (1991) festgestellt. TLR-Agonisten wiederum
induzieren auf MYDg88-abhingigem Weg die TGFB-Produktion (Chow et al. 2005). Diese
Verkniipfung zwischen TGFB-Signalweg und TLR-MYD88-NF«B Achse wurde durch Seki et
al. (2007) bestitigt. Beisswenger et al. (2009) stellten auBerdem fest, dass im Zuge der
Abwehr von Bakterien durch respiratorische Epithelzellen die Entdeckung der Pathogene via
TLR unbedingt notwendig fiir die nachgeschaltete TGFB-Signalkaskade ist. Diese
Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass MYD88 und die UPK1B-Expression via TGFp in
Verbindung stehen und liefern eine mogliche Erklarung fiir das hier gefundene Ergebnis. Zu
beachten ist jedoch im Falle des QTL fiir UPK 1B, dass dieses Gen und MYDS88 relativ nah
beieinander liegen (bei 27 ¢M bzw. 31 ¢cM). So ist es nicht auszuschlieBen, dass die Anderung
der statistischen Parameter im Vergleich zu SNPO-Effekt0 vorwiegend aus einer stirkeren
Kopplung des SNPs mit dem dem QTL zugrundeliegenden Polymorphismus resultiert, da
man sich durch die Einbeziehung des MYD88-SNP dem putativen QTN raumlich angendhert
hat.

5.3.2 Einfluss des SNPs in MYD88 auf die RAB6B-Expression

Die Reaktion der statistischen Parameter auf die Berilicksichtigung des MYDS88-SNP in der
QTL Analyse fiir den Cis-eQTL RAB6B weist darauf hin, dass der verwendete SNP mit der
Ausprigung dieses Phénotyps assoziiert ist. Die mittels der QTL-Analyse kalkulierte
Wahrscheinlichkeit, dass sich an der betrachteten Stelle ein QTL fiir RAB6B-Expression
wiahrend einer APP-Infektion befindet, hat sich deutlich erhoht. AuBler der Erkenntnis, dass
MYDS88 eine wichtige Rolle bei der Ras-induzierten Kanzerogenese bei der Maus spielt
(Coste et al. 2010), finden sich in der Literatur keine Hinweise iiber einen moglichen

Zusammenhang zwischen beiden Genen. Dieser kann jedoch keineswegs ausgeschlossen
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werden, insbesondere wenn man beriicksichtigt, dass das RAB6B-Gen erst vor einigen Jahren
identifiziert wurde (Opdam et al. 2000) und es sich bei den Rab-GTPasen um eine grof3e
Familie von Transportproteinen handelt, deren Funktionen mannigfaltig und daher noch nicht

vollstindig charakterisiert sind (Schwartz et al. 2007).
5.3.3 Einfluss weiterer SNPs auf die Expression der Cis-regulierten Gene

Betrachtet man die Anderungen der F-Werte und der Konfidenzintervalle bei Einbeziehung
der beiden IL12-SNPs in die QTL-Analyse fiir die RAB6B-Expression, fillt auf, dass diese,
obwohl sich die SNPs in enger Nachbarschaft befinden, gegenldufig sind. Eine mdogliche
Erkldarung fiir diesen Befund wire, dass zwischen beiden SNPs in einem Teil der F2- Tiere ein
Crossing Over wihrend der Meiose stattgefunden hat, was eine unterschiedlich enge
Korrelation der SNP-Genotypen an beiden Lokalisationen mit dem betrachteten Phénotyp zur
Folge hitte. Auch ist der untersuchte SNP im Transferrin-Gen stirker mit der RAB6B-
Expression assoziiert als die vorher verwendeten Marker. Benyamin et al. (2009) fanden
mithilfe einer genomweiten Assoziationsstudie heraus, dass ein SNP im RAB6B-Gen des
Menschen mit dem Serum-Transferrin-Level assoziiert ist und daher Risiko-Allele fiir die
Entstehung der hereditdren Himochromatose bergen kann. Dies ldsst die Vermutung zu, dass
beide Gene liber unterschiedliche Funktionen im Eisenstoffwechsel miteinander verbunden
sind. Jedoch ist es auch hier, aufgrund der Nachbarschaft der Gene moglich, dass die
gefundene Assoziation auf der engen Kopplung beider Gene beruht. Eine gesonderte Stellung
nimmt der Cis-eQTL fiir die Transferrin-Expression ein, da bei diesem als einzigem ein SNP
aus demselben Gen als zusétzlicher Marker in der QTL-Analyse untersucht wurde. Die
Hypothese ging von einer deutlichen Abweichung des Verhaltens der statistischen Parameter
bei dieser Konstellation im Vergleich zu allen anderen Konstellationen aus, bei denen die
SNPs aufgrund ihrer Lage auBlerhalb der Cis-eQTL zwangslaufig weniger stark mit dem
untersuchten Phénotyp assoziiert sein sollten. Dies konnte durch die erhobenen Daten
allerdings nicht bestdtigt werden. In der QTL-Analyse nach dem Schema SNPO-Effekt0 ergibt
sich ein ausgesprochen hoher F-Wert. Dies spricht mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir die
Existenz eines QTL fiir die Transferrin-Expression in der Ndhe des Markers Sw 882, da sich
ein groBer Anteil der phénotypischen Varianz durch die Verteilung der Genotypen am mit dem
putativen QTN gekoppelten Marker-Genort erkliren ldsst. Bei der Durchfiihrung der QTL-
Analyse nach den weiteren Schemata unterscheidet sich das Verhalten des F-Wertes und des
Konfidenzintervalles bei Beriicksichtigung des SNP im Transferrin-Gen nur in einem Punkt

von den IL12-1- und IL12-2-SNPs: Der F-Wert steigt bei Betrachtung des TF-SNP als Marker
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an. Die dort fiir die F2-Generation vorliegenden Genotypen korrelieren also stirker mit der
Verteilung der Phénotypen bei diesen Tieren, als die der anderen SNPs. Da der TF-SNP im
untersuchten Gen selbst liegt und sich damit in unmittelbarer rdumlicher Nidhe zu dem
erwarteten QTN befinden muss, entspricht das beobachtete Verhalten der statistischen
Parameter den Erwartungen. Zu beachten ist, dass das Konfidenzintervall nur unwesentlich
verkleinert wurde und damit die Lage des QTL auf diesem Weg nicht prizisiert werden

konnte.

5.4 Schlussfolgerungen

e Zusammenhinge zwischen Genombereichen und phinotypischen Merkmalen
konnen mithilfe des hier verwendeten Schemas zur QTL-Analyse hergeleitet werden

(siche MYDS88 /RAB6B; MYDS88/UPK1B; TF/ RAB6B).

e FEs war mit dem hier verwendeten Versuchsautbau zwar moglich, einige QTL-
Lokalisationen zu verfeinern, jedoch nicht in dem Mafe, um auf ein QTN schlie3en

zu konnen.

Weitere Studien miissen zeigen, ob sich diese Erkenntnisse auch auf andere
Versuchstierpopulationen und Kandidatengene ausweiten lassen. Sollte sich dies bestétigen,
wire zu schlussfolgern, dass die kandidatengengestiitzte QTL-Analyse bei Tierpopulationen
dieser GroBe und dieses Designs selbst mit einem hohen Grad an Vorinformation iiber die
Kandidatengene zur Validierung von QTL zwar geeignet, fiir die Suche nach einem QTN

allerdings noch zu unprézise ist.

5.5 Fazit

Actinobacillus pleuropneumoniae spielt durch seine weltweite Verbreitung und den durch die
Erkrankung entstehenden immensen wirtschaftlichen Schaden eine wichtige Rolle, sowohl fiir
die schweinehaltenden Betriebe als auch fiir die Fleischindustrie. Nicht nur deshalb, sondern
auch im Interesse des Tierschutzes und der Verbraucher, sollte die Erforschung der
genetischen Grundlage der Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz mit Nachdruck

erfolgen. Sind die der Resistenz zugrundeliegenden DNA-Varianten bekannt, konnten sie
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zlichterisch beriicksichtigt werden. Weiterhin wiirden sie einen wertvollen Beitrag zur
Erforschung von Pathogenese und Immunabwehr der Erkrankung, sowie von
Stoffwechselwegen und Gennetzwerken liefern. Die vorliegende Dissertation trigt durch die
Untersuchung der Assoziation verschiedener SNPs mit Phidnotypen der Actinobacillus
pleuropneumoniae-Resistenz  zur  Vervollstindigung des komplexen Bildes dieser
Krankheitsresistenz folgendermaBBen bei: Erstens konnten mithilfe des verwendeten
Versuchsaufbaus Chromosomenbereiche auf SSC13 eingegrenzt werden, in denen sich mit
hoher Wahrscheinlichkeit ein putatives QTN befindet (Konfidenzintervalle: TF: 7 cM;
RAB6B: 15,5 ¢cM, UPKI1B: 22,5 cM). Dies ebnet den Weg fiir Folgestudien, die in diesen
Bereichen gezielt nach kausalen Polymorphismen suchen konnen. Zweitens wurden mogliche
Zusammenhdnge zwischen den untersuchten Genen aufgedeckt (MYD88/RAB6B;
MYDS88/UPK1B; TF/RAB6B). Dieser Wissenszuwachs betreffend Gennetzwerken im
Kontext der immunologischen Abwehr ist auch fiir die aufkommende genomische Selektion
bedeutsam. Weiterhin ist durch diese zusitzliche Information eine differenziertere
Gewichtung von SNPs in einem mathematischen Modell und dadurch eine verlésslichere

Schitzung der genomischen Zuchtwerte moglich (Buske und Gengler 2009).
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6. Zusammenfassung

Die Aufklarung der genetischen Grundlagen der Krankheitsresistenz gegeniiber dem weltweit
verbreiteten Pathogen Actinobacillus pleuropneumoniae ist im Hinblick auf Tierschutz,
Okonomie und Vebrauchererwartung dringend notwendig. Assoziationsanalysen zu SNPs im
Transferrin-Gen bzw. Untersuchungen zur Expression von Glykoproteinen oder
Immunmarkern bei infizierten Schweinen wurden von verschiedenen Forschergruppen
durchgefiihrt. Mit dem Respiratory Health Score wurde ein neues Bewertungsschema fiir die
Schwere einer durch Actinobacillus pleuropneumoniae verursachten Lungenentziindung
etabliert. In derselben Studie wurden Rassenunterschiede hinsichtlich der Krankheitsresistenz
deutlich. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, zur Aufkldarung der der Krankheitsresistenz
zugrundeliegenden Ursachen auf DNA-Ebene beizutragen. Zu diesem Zweck sollte mithilfe
von SNPs in positionellen und funktionellen Kandidatengenen eine fiir Merkmale der
Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz durchgefiihrte QTL-Analyse verbessert und die
Lokalisation putativer QTN eingegrenzt werden. Als Grundlage dieser Untersuchungen diente
eine gut charakterisierte F2-Familie aus im Merkmal Actinobacillus pleuropneumoniae-
Resistenz divergierenden Ausgangspopulationen der Rassen Hampshire und Deutsche
Landrasse. Bei den 170 F2-Tieren wurden mittels Pyrosequenzierung jeweils die Genotypen
fiir 7 SNPs aus den Kandiatengenen AHSG, IL12A, MYDS88, TFRC und TF auf SSC13
bestimmt. QTL-Analysen flir 17 klinische Merkmale und 5 eQTL wurden in drei Schritten
mithilfe der Online-Applikation GridQTL durchgefiihrt. Als Grundgeriist dienten 9
Mikrosatelliten auf SSC13. In einem zweiten Schritt wurden die SNPs als zusétzliche Marker
eingefiigt und zuletzt als fixe Effekte betrachtet. Insgesamt lieBen sich bis zu drei QTL-
Bereiche auf SSC13 darstellen, die mit einem oder mehreren der untersuchten Phénotypen
assoziiert waren. Durch die vorliegende Arbeit wurden: 1. Verbindungen zwischen dem
untersuchten SNP in MYD88 und der RAB6B- bzw. UPK1B-Expression sowie zwischen dem
untersuchten SNP in TF und der RAB6B Expression festgestellt. Diese weisen auf mogliche
funktionale Zusammenhinge zwischen den beteiligten Genen hin; 2. Die Existenz und
Lokalisation von QTL bestitigt. Hierzu zdhlen ein QTL bei 52 cM fiir die Transferrin-
Expression sowie ein QTL bei 58 cM fiir die nach dem Respiratory Health Score (RHS) 50
am stdrksten und 50 am wenigsten betroffenen Tiere; 3. Die Konfidenzintervalle einiger QTL
verkleinert (RAB6B: QTL1; UPK1B, TF: QTL2), wodurch der Suchbereich fiir ein putatives
QTN eingegrenzt wurde. Es konnte jedoch, trotz eines hohen Grades an Vorinformation,

durch den verwendeten Kandidatengen-basierten Ansatz kein Riickschluss auf die genaue
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Lage eines QTN fiir Actinobacillus pleuropneumoniae-Resistenz im Transferrin-Gen oder in
den anderen Kandiatengenen gezogen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind,
durch die Erh6hung der Genauigkeit der QTL-Lokalisation von Nutzen fiir eine Fortsetzung
der Suche nach den der Resistenz/Empfanglichkeit zugrundeliegenden DNA-Varianten. Die
Erkenntnisse hinsichtlich der Beziehungen zwischen den betrachteten Genen untereinander
liefern einen Beitrag zum Verstindnis der Abwehrprozesse im Wirt bei der Actinobacillus
pleuropneumoniae-Infektion. Auch im Hinblick auf die bevorstehende flichendeckende
Renaissance der Zuchtwertschitzung mithilfe genomabdeckender SNP-Chips und daraus
resultierende genomische Selektion beim Schwein sind die Ergebnisse von SNP-Studien wie
der vorliegenden von Wert. Mathematische Modelle, die mit kalkulierten SNP-Effekten
arbeiten, konnen umso besser feinjustiert werden, je besser die betrachteten SNPs
charakterisiert sind. Zukiinftig sollte daher insbesondere die Suche nach SNPs, deren
Genotypen mit einem hohen Anteil phdnotypischer Varianz assoziiert sind fortgesetzt werden,
beispielsweise unter Nutzung verbesserter Kartierungsverfahren oder

Versuchstierpopulationen mit einer hoheren Anzahl informativer Meiosen.

6. Summary

Elucidation of the genetic background of genetically determined disease resistance against the
wide spread pathogen Actinobacillus pleuropneumoniae is urgently needed, especially with
regard to animal welfare, economic considerations and consumer expectations. Different
researchers have presented association analyses concerning SNPs in the transferrin gene or
examined the expression of glycoproteins and immune markers in infected pigs, respectively.
Furthermore, the Respiratory Health Score, a new scoring system to assess the degree of
Actinobacillus pleuropneomiae-induced pneumonia has been established recently. These
authors have also depicted significant differences among populations of Hampshire and
German Landrace pigs regarding the degree of disease after challenge with Actinobacillus
pleuropneumoniae. The aim of the work at hand was to make a contribution to the discovery
of factors influencing disease resistance on a DNA Level. In order to improve a QTL analysis
for traits of disease resistance and for the further characterisation of the QTL found, SNPs in
positional and functional candidate genes were identified. A well characterised F2 Family,
built by crossing populations of the divergent breeds Hampshire and DL, served as a basis for
the present investigation. 170 F2-animals were genotyped by pyrosequencing for 7 SNPs,
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chosen from the candidate genes AHSG, IL12A, MYDS8S8, TFRC and TF on SSC13. QTL
analysis was performed in three steps for 17 clinical traits and 5 Cis-eQTL using the online
application GridQTL. Three different protocols for repeated QTL-analysis were used. In a
first step, the newly described SNPs were included consecutively as extra markers into the set
of microsatellites of the recent QTL analysis. In the following step, these SNPs were regarded
as fixed effects. The outcome of both analyses was compared with the recent QTL-analysis
without extra markers. Altogether, we identified up to three QTL Regions on SSC13 which
were associated with one or several of the disease resistance traits analysed. The present data
provide evidence for interactions between the newly identified SNP in MYD88 and RAB6B
and UPK1B gene expression respectively. Also, an influence of the SNP in TF on altered
RABG6B gene expression was found. Consequently, a functional connection between these
genes can be assumed. Furthermore, confidence intervals of some QTL (RAB6B: QTLI1;
UPKI1B, TF: QTL2) were scaled down, restricting the area of interest on the way to identify
the QTN. The existence and localisation of a transferrin-eQTL at 52 ¢M and a QTL for the 50
most and 50 least affected animals according to the Respiratory Health Score, at 58 cM were
confirmed. However, the chosen candidate gene approach did not improve mapping of the
actual QTL in the region of the transferrin gene or the other candidate genes in a way that a
conclusion to a QTN localisation could be drawn. Nevertheless, further search for DNA
variants causing differences in resistance/susceptibility towards Actinobacillosis will profit
from the more exact QTL localisations found. Also, the revealed connections between genes
can be of use for better understanding the mechanisms of host defense during an
Actinobacillus pleuropneumoniae infection. Furthermore, findings from SNP studies provide
basic information for genomic breeding value estimations, as they improve mathematical
calculations for SNP effects. The better the used SNPs are characterised, the higher the
exactness of the calculated effects will be. Consequently, the search for SNPs whose
genotypes are associated with a great amount of phenotypic variance should be continued in
the future, possibly by use of improved mapping procedures or test populations offering

informative meioses in a high quantity.
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