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Einleitung

1 Einleitung

Infektionskrankheiten begleiten die Tierhaltung von Anfang an. Sie lassen sich nur schwer
kontrollieren und fiihren auch heute zu massiven LeistungseinbufRen, Tierverlusten, Schmerzen,
Leiden und Schaden. Der Einsatz antibiotisch wirksamer Substanzen und der Vakzination als
immunstimulierende Therapie stellen zwar grundsétzlich Méglichkeiten zur Uberwindung von
Infektionserregern und den gekoppelten Krankheiten dar, scheitern aber oft an Resistenzen und der
Verfugbarkeit wirksamer Impfstoffe, besonders bei Erregern mit geringer Kreuzimmunitat. AuRerdem
werden beide in ihrer Anwendung gesellschaftlich hinterfragt, insbesondere vor dem Hintergrund

der verbesserungswiirdigen Haltungsbedingungen der Tiere.

In der Praxis sind gerade Atemwegserreger fur einen GroRBteil der wirtschaftlichen Verluste in der
Schweineproduktion in Deutschland und der Welt verantwortlich. Actinobacillus Pleuropneumoniae
(A. Pleuropneumoniae) spielt dabei eine herausragende Rolle. Der Erreger ist mehr oder weniger
ubiquitar verbreitet, kommt jedoch in Stammen mit stark unterschiedlicher Virulenz vor, die zu
perakuten, akuten, chronischen oder subklinischen Verldufen fiihren kénnen. So entstehen erheblich
verminderte Tageszunahmen, vermehrte Todesfille und hohe Kosten fiir die tierdrztliche Behandlung
der erkrankten Tiere. Die jahrlichen GesamteinbuBen summieren sich auf mehrere Millionen Euro

allein in Deutschland.

Der Einsatz von Antibiotika zur Behandlung bakterieller Infektionen wird mehr und mehr zum
Problem, zum Politikum, zur Messlatte der Verbraucherakzeptanz. Die Vakzination stoRt durch

fehlende Kreuzimmunitat regelmaRig an ihre Grenzen.

Daher konnte die naturliche genetische Resistenz gegen Infektionskrankheiten eine alternative
Prophylaxemoglichkeit der Zukunft darstellen. Sie kdnnte die dringend notwendigen Bemiihungen
um die Senkung des Infektionsdrucks und Steigerung der Resistenzlage der Tiere durch verbesserte
Haltung maRgeblich unterstiitzen. Doch obwohl genetische Resistenzen fir praktisch jede Erreger-
Wirts-Interaktion bekannt sind, konnten bislang nur die seltenen monogenen Resistenzen gegen die
Odemkrankheit und die E.coli-Diarrhoe effizient genutzt werden. Andere Resistenzen lassen den
direkten Zugang zu geeigneten Markern weitgehend vermissen. Das gilt auch fiir die Resistenz gegen
A. pleuropneumoniae. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im genomweiten Screening von
Schweinen unterschiedlicher Resistenz gegen die von A. pleuropneumoniae ausgeldste
Pleuropneumonie Genmarker fir diese Resistenz zu etablieren, die diagnostisch und ziichterisch

genutzt werden konnten, um die Empfindlichkeit gegentiber A. Pleuropneumoniae zu reduzieren.



Literaturiibersicht

2 Literaturibersicht

2.1 Actinobacillus pleuropneumoniae

2.1.1 Allgemein

Das Bakterium A. pleuropneumoniae gehoért zur Familie der Pasteurellaceae und ist ein kleines
gramnegatives Stabchenbakterium mit einer typischen kokkoiden Form. Actinobacillus spp. kommen
in verschiedenen Tierarten und beim Menschen vor und verursachen klinische Erkrankungen
unterschiedlicher Schwere. Die Erreger sind vornehmlich im oberen Respirationstrakt, speziell im
Nasen- und Rachenraum, und in den Krypten der Tonsillen zu finden (Rycroft et al. 2000). Im
Tierreich ist speziell Actinobacillus lignieresii als wichtiger Vertreter der Aktinobazillen und
Verursacher der Aktinobazillose von Rind und Schaf zu erwdhnen. Durch eine Infektion tber die
Kopfschleimhdute kommt es zu einer granulomatdsen Weichteilschwellung, haufig im Bereich des
Zungengrundes; daher auch der umgangssprachliche Name ,,Holzzunge” (Ligniéres, J., G. Spitz. 1902).
Beim Fohlen verursacht Actinobacillus equuli, ein weiterer wichtiger Vertreter dieser Spezies, einen
akuten Krankheitsverlauf mit schwerwiegenden, oft tédlichen Septikdmien. Beim Menschen sind
Infektionen mit Actinobacillus actinomycetemcomitans im Mundraum in Verbindung mit

peridontalen Erkrankungen beschrieben (Rycroft et al. 2000).

2.1.2 Erreger

Die porzine Pleuropneumonie, ausgelost durch das Bakterium Actinobacillus pleuropneumoniae,
fihrt als hochgradig kontagiése Lungenerkrankung weltweit zu hohen 6konomischen Verlusten
(Gottschalk 2012). Urspriinglich im Jahre 1957 in GroRbritannien von Pattison, Howell und Elliot
isoliert, wurde der Erreger unter dem Namen Haemophilus pleuropneumoniae bekannt (SHOPE
1964). Spitere DNA-Homologiestudien zeigten jedoch Ubereinstimmungen mit Actinobacillus
lignieresii auf, welche die Zuordnung zur Gattung Actinobacillus nahelegten (Pohl et al. 1983). Ein
weiterer Erreger, der ebenfalls aus Schweinen mit Pleuropneumonie isoliert werden konnte, wurde
anfangs aufgrund seiner fehlenden Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid Abhangigkeit als ,Pasteurella
haemolytica-like” bezeichnet(Pohl et al. 1983), stellte sich jedoch als atypisches Biovar (l1) von A.

pleuropneumoniae heraus.
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Die Infektion kann in schweren Fallen zu fibronekrotisierender Pleuropneumonie, aber auch zum
plétzlichen perakuten Versterben der Tiere in allen Altersklassen fiihren. Uberlebende Tiere haben
haufig nekrotische Sequester in der Lunge, aus denen die Keime Uber ldngere Zeit immer wieder
ausgeschieden werden konnen. Hier konnen effektive Wirkspiegel von Antibiotika nicht aufgebaut
und der Keim daher auch nicht erreicht werden (Fittipaldi et al. 2005; Gottschalk 2012). Die enorme
wirtschaftliche Bedeutung der Erkrankung setzt sich aus den Faktoren Mortalitat,
ProduktionseinbufRen und hoher Medikamenten- und Impfaufwand zusammen. Zahlreiche Quellen
beschreiben auRerdem erhebliche wirtschaftliche Verluste durch verringerte Tageszunahmen in

chronisch infizierten Herden (Holtkamp et al. 2013; Losinger 2005).

A. pleuropneumoniae kann im Zusammenhang mit Viren und anderen Bakterien auch als
Sekundarerreger eine Rolle spielen. So kann A. pleuropneumoniae eine Rolle im ,,Porcine Respiratory

Disease Complex“ (PRDC) spielen (Thacker 2001).

Die Virulenz von A. pleuropneumoniae variiert sowohl zwischen als auch innerhalb der verschiedenen

Serotypen (Jacobsen et al. 1996).

2.1.3 Infektion

Bedingt durch spezifische Faktoren wie Oberflachenrezeptoren oder eine geeignete Eisenquelle
konnen lediglich Tiere der Spezies Sus scrofa von A. pleuropneumoniae infiziert werden (Hamer-
Barrera et al. 2004; Jacques et al. 1998; Schryvers et al. 1990). Als moglicher Infektionsherd bzw.
Infektionsreservoir fiir die kommerzielle Schweineproduktion kommen neben kolonisierten und
infizierten Schweinen auch Wildschweine in Frage. Nach einer Studie von Reiner et al. sind 35,8 %
der durch Jager erlegten Wildschweine tber eine PCR positiv auf A. pleuropneumoniae getestet
worden; die Wildschweinpopulation in Slowenien besitzt sogar 50 % seropositive Tiere (Reiner et al.

2010; Vengust et al. 2006).

Mathematische Modelle zeigen, dass sich klinische Infektionen mit A. pleuropneumoniae besonders
Uiber bereits kolonisierte Tiere verbreiten (Klinkenberg et al. 2014). Somit ist die Transmission des
Erregers zwischen kolonisierten Tieren und naiven Tieren besonders wichtig. Die Verbreitung erfolgt
primar ber oro-nasalen Kontakt zwischen den Tieren. Auch eine Tropfcheninfektion durch Husten,
Niesen und andere Flussigkeiten des oberen Respirationstraktes ist tiber eine Entfernung von 1-2
Meter moglich (Kristensen et al. 2004; Lechtenberg et al. 1994; Nicolet et al. 1969; Velthuis et al.
2003). Tropfen mit einem Durchmesser von 0,5-3 um, die tief in die Lungenalveolen vordringen

kénnen, sind fir eine Infektion am effektivsten (Nicolet et al. 1969), wenngleich A.
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pleuropneumoniae auch mehrere Kilometer tber die Luft iberwinden kann (Desrosiers R 1998). Die
Ubertragung von infizierten Sauen an ihre Ferkel wurde ab dem 10. Lebenstag nachgewiesen (Vigre
et al. 2002), wobei verlangerte Sdugeperioden einen negativen Einfluss auf den Infektionsverlauf der
Ferkel haben kénnen (Tobias et al. 2014). In der Zeit ab der zweiten Woche post partum bis zur
zwolften Woche sind die Ferkel besonders anfillig fir eine Infektion, da in dieser Zeit die maternalen
Antikorper kritisch niedrige Spiegel erreichen (Chiers et al. 2002; Cruijsen et al. 1995; Gardner et al.
1991; Vigre et al. 2003).

Die porzine Pleuropneumonie kann, abhangig von Serotyp, Immunstatus und Erregeranzahl, in vier
verschiedenen klinischen Formen vorkommen (Dubreuil et al. 2000; Hoeltig et al. 2009). Der typische
perakute Verlauf der Erkrankung zeigt sich mit einer hohen Mortalitdt und plétzlichem Versterben
der Tiere. Klinische Symptome hierbei sind hohes Fieber (41°C), eine erhdhte Atemfrequenz mit
hochgradiger Dyspnoe, eine im Endstadium stark abfallenden Rektaltemperatur, Apathie und ein
fulminantes Versagen des Herzkreislaufsystems. Verstorbene Tiere zeigen typischerweise nasalen,
blutig-schaumigen Auswurf. In akuten Fallen der Erkrankung wird eine Morbiditat von 10-100 % und
eine Mortalitdt von 1-10 % erreicht (Fenwick et al. 1994; Klinkenberg et al. 2014). Die
Krankheitssymptome kénnen einander dhneln. Fir die spatere Entwicklung der Erkrankung spielen
die akuten Lungenschadigungen in den ersten Tagen der Infektion eine besonders wichtige Rolle
(Hoeltig et al. 2009). Schweine mit subakutem Krankheitsverlauf zeigen mildere klinische
Auswirkungen und weniger Verluste. Nach lberstandener akuter Infektion kommt es haufig zu einer

Chronifizierung der Erkrankung, wobei kaum noch klinische Anzeichen zu erkennen sind.

In der pathologischen Untersuchung finden sich hauptsachlich Lasionen in den kaudalen
Lungenlappen, sowohl makroskopisch wie mikroskopisch. Im friihen Stadium sind besonders
eigenwanderte neutrophile Granulozyten im Lungengewebe zu beobachten, wobei es zu Odemen
und fibrindsen Exsudationen kommt (Dubreuil et al. 2000; Ramjeet et al. 2005). Auffallig sind auch
blutig-serdse Exsudationen im Thorakalraum sowie eine Pleuritis und Perikarditis. Die Blut-Luft-
Schranke wird durch eine nekrotisierende Vaskulitis geschaddigt, wodurch es zu Himorrhagien
kommt. Im spdteren Verlauf der Erkrankung bzw. innerhalb der chronisch infizierten Tiere
liberwiegen die Makrophagen, und es entstehen die fibroplastische Pleuritis und nekrotisierende
Sequester im Lungengewebe, umgeben von fibrotischem Gewebe (Bossé et al. 2002b; Hennig-Pauka
et al. 2012; Liggett et al. 1987; Merialdi et al. 2012). Charakteristisch ist insbesondere die

hamorrhagisch nekrotisierende Pleuropneumonie mit fibrindser Pleuritis (Haesebrouck et al. 1997).
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2.1.4 Epidemiologie

Die systematische Einteilung des Erregers erfolgt anhand der vorliegenden Kapsel-Antigene (capsular
polysaccharides - CPS) in 18 verschiedene Serotypen (Bossé et al. 2017b; Sarkozi et al. 2015). Zudem
bestehen Unterschiede in Bezug auf die Anforderungen bestimmter A. pleuropneumoniae-Stamme
an Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) fur das Wachstum, die zur Einteilung verwendet werden
kénnen. NAD-abhangige Stéamme werden in A. pleuropneumoniae-Biovar-I1-Stamme und Stamme, die
von NAD unabhéngig sind, in Biovar-1I-Stimme eingeteilt. Zu den Biovar-I-Stammen gehoren
typischerweise die Serotypen 1-12 sowie 15 und 16. Die Serotypen 13 und 14 sind Biovar-II-Stamme;
allerdings sind Ausnahmen beschrieben (Beck et al. 1994; Dom et al. 1992a; Maldonado et al. 2009;
Perry et al. 2012). Bei einigen Isolaten ist zudem keine Typisierung moglich (Ito et al. 2016), was auf
die Ahnlichkeiten der Lipopolysaccharid-Strukturen zuriickzufiihren ist, die in den verbreiteten ELISA-
Tests verwendet werden. Aufgrund eines hohen AusmaRes an Kreuzreaktivitdt zwischen den
Serotypen 1/9/11, 3/6/8 und 4/7 kénnen mit den rein serologischen Verfahren bislang nur Serotyp-
Gruppen identifiziert werden (Dubreuil et al. 2000; Haesebrouck et al. 1997). Neuerdings erlaubt die
Serotypisierung auf molekularer Ebene eine verbesserte Einteilung der Serotypen, indem die
verfligbaren Enzyme der Kapselpolysaccharid-Synthese mit Multiplex-PCR untersucht werden (Bossé
et al. 2018). In verschiedenen Regionen kommen oft auch verschiedene Serotypen vor. Wahrend in
Europa der Serotyp 2 vorherrschend ist, spielt dieser in den USA eine untergeordnete Rolle. Dort sind
die Serotypen 1, 5 und 6 diejenigen mit der héchsten Pravalenz. In Deutschland erreichen neben
Serotyp 2 auch die Serotypen 7 und 9 die hochste Pravalenz (Dubreuil et al. 2000). Ein groRes
diagnostisches Problem ergibt sich aus dem geringen Zusammenhang zwischen Serotyp und Virulenz
sowie aus dem Vorkommen verschiedener Serotypen auf einzelnen Betrieben und in einzelnen
Proben (Broes A, Martineau GP, Gottschalk M 2007). Die Serotypen 1, 5, 9 und 11 wurden aus
Tiergruppen mit schweren Lungenlasionen und hohen Verlusten isoliert. Das gilt auch fur
europdische Stdamme vom Serotyp 2, wahrend die amerikanischen Stamme desselben Serotyps als
schwach virulent eingestuft werden (Gottschalk 2015). Ursache dafiir scheint das in amerikanischen
Isolaten nicht exprimierte ApxIll-Toxin zu sein, das in den europadischen Isolaten exprimiert
wurde(Sassu et al. 2017a). Dem gegeniiber stehen die Serotypen 2-4, 6-8, 12 und 15, die oft nur an
moderaten Krankheitsverldufen mit geringen Mortalitatsraten beteiligt sind. Die Serotypen 3, 10, 13,
14 und 16 besitzen epidemiologisch eine geringe Bedeutung und werden selten in Verbindung mit
einer klinischen Erkrankung isoliert (Frey 2003), aber auch schwach virulente Erreger konnen den
Verlauf einer Infektion maRgeblich beeinflussen. Studien am Mausmodell zur Interaktion zwischen

verschiedenen Serotypen zeigen eine erhohte Anfalligkeit von Tieren gegeniber virulenten Erregern
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bei vorausgegangener Infektion mit einem oder mehreren schwach virulenten Stammen (Komal et al.

1990).

2.2 Pathogenese und Virulenzfaktoren

Die komplexe Pathogenese von A. pleuropneumoniae war bereits Subjekt ausfiihrlicher Forschung.
Schon 12 Stunden nach dem ersten Erregerkontakt kdnnen sich erste klinische Anzeichen der
Infektion zeigen. Diese konnen bereits nach 24 Stunden zum Tod der Schweine fiihren (Gottschalk

2012). Die Inkubationszeit ist allerdings sehr variabel.

In der Literatur sind bereits eine Vielzahl von Virulenzfaktoren beschrieben, die bei der Adhasion im
Respirationstrakt, der Beschaffung essentieller Ndhrstoffe, beim Setzen von Lasionen, bei der
Umgehung des Immunsystems und der Persistenz des Erregers eine Rolle spielen(Bossé et al. 2002b;
Chiers et al. 2002; Chiers et al. 2010). Dabei kann A. pleuropneumoniae sowohl mit dem unteren als
auch mit dem oberen Respirationstrakt interagieren, durch seine Virulenzfaktoren den Wirt
schadigen und gleichzeitig den kérpereigenen Abwehrmechanismen ausweichen und trotzen.

Eine Zusammenfassung der Virulenzfaktoren ist in Tabelle 1 zu finden.
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Tabelle 1 - Virulenzfaktoren

Virulenzfaktoren

Wirkungsweise

Adhdsion
F4-Fimbrien
LPS

OMP
YadA-Adhasin

Kapsel

Ndhrstofferwerb
Transferrin bindende
Proteine
Siderophor-Rezeptoren
OMP

Hamolysine

LPS

ABC-Transporter
Toxine

Apx-Toxine (I, 11, 111, IV)
LPS

Proteasen

Immunsystemevasion

Kapsel

LPS

Exotoxine
Superoxiddismutase
Heat Shock Proteine
Urease

Persistenz

hlyX-Gen

Adhasion an Lungenepithelialzellen in vivo
Adhdsion an porzine Trachealringe und Mukus
Adhésion an Kollagen

Adhésion an Kollagen, Laminin, Fibronectin,
Mukus

Maskierung anderer Adhasionsfaktoren

Eisenerwerb

Eisenerwerb

Bindung von Ham-Produkten

Zersetzung roter Blutkorperchen (Eisenerwerb)
Bindung von Hdm-Produkten

Aufnahme von Eisen, Kobalt und Nickel

Hamolyse, Zytolyse, Induktion von Lasionen
Lyse von Zellen, Interaktion mit Apx-Toxinen
Abbau von porziner Gelatine, Aktin und

Hamoglobin

Uberleben in Makrophagen, Schutz vor dem
Komplementsystem

Uberleben in Makrophagen

Zerstérung von Makrophagen und PMN
Uberleben in Makrophagen

Uberleben in Makrophagen

Hemmung B-Zellen, Uberleben in Makrophagen

anaerober Stoffwechsel
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2.2.1 Adhasionsfaktoren im unteren Respirationstrakt

Besonders wichtig fiir die Etablierung einer klinischen Erkrankung ist die Adhasion von A.
pleuropneumoniae in der Lunge. Dabei spielen besonders Lasionen durch Exotoxine eine grofRe Rolle,
die allerdings erst nach einer erfolgreichen Adhasion des Erregers in das Gewebe eingebracht werden
kénnen. Das Bakterium kann in Form eines Aerosols die Lunge direkt erreichen und sich tber die
Bindung an Mukus, Proteine und spezifische Zellarten im Atemtrakt etablieren, sich vermehren und

gravierende Schaden anrichten (Chiers et al. 2010).

Eine zentrale Rolle spielen dabei von A. pleuropneumoniae ausgebildete Fimbrien, die sich allerdings
lediglich durch den Zusatz bestimmter Wachstumsfaktoren ausbilden. Boekema et al. (Boekema et al.
2003; Boekema et al. 2004) konnten nachweisen, dass A. pleuropneumoniae-Fimbrien vom Typ 4 nur
exprimiert werden, wenn Epithelialzellen als Wachstumsfaktor vorhanden sind. Lipopolysaccharide
(LPS) wurden ebenfalls als mogliche Adhasionsfaktoren identifiziert, die in der Adhasion an die
porzinen Trachealringe sowie Bereiche der Lunge beteiligt sind (Bélanger et al. 1990; Bélanger et al.
1994; Paradis et al. 1994; Paradis et al. 1999). Ramjeet et al. (Ramjeet et al. 2005) konnten zeigen,
dass bei Veranderung einer bestimmten Core-Region die Fahigkeit zur Adhasion von A.
pleuropneumoniae verloren geht. Eine weitere Studie belegt, dass eine Knockout-Mutante mit einem
funktionslosen rfaE-Gen - verantwortlich fiir die Biosynthese von LPS - nicht mehr in der Lage ist, an
Lungenepithelien zu binden (Provost et al. 2003), womit LPS ein wichtiger Faktor in der Adhdsion von

A. pleuropneumoniae zu sein scheint.

Weiterhin sind fiir A. pleuropneumoniae zahlreiche verschiedene Membranproteine (OMP)
beschrieben, die mégliche Funktionen bei der Adhasion an den Wirt erfiillen. A. pleuropneumoniae
kann sich beispielsweise durch ein von Enriquez-Verdugo et al. nachgewiesenes OMP an das Kollagen
in Schweinelungen anheften (Enriquez-Verdugo et al. 2004) sowie durch ein weiteres Protein an
Fibronectin (Mullen et al. 2008). Ein dem YadA-Adhasin dhnliches Protein, das in Yersinia eines der
zentralen Anheftungsproteine darstellt, wurde auch in A. pleuropneumoniae nachgewiesen und
erfullt moglicherweise dhnliche Aufgaben bei der Infektion mit A. pleuropneumoniae (Chung et al.
2007). Weitere Membranproteine existieren in Form eines 55kDa-Proteins, das an das
Alveolarepithel bindet, sowie weiterer moglicher Adhasine (Baltes et al. 2004; van Overbeke et al.

2002).

Die Kapsel von A. pleuropneumoniae erfillt keine direkte Aufgabe innerhalb der Adhésion, kdnnte
aber andere Adhasionsfaktoren maskieren und somit indirekt zur eigentlichen Adhasion beitragen

(Chiers et al. 2010).

Die Produktion eines Biofilms tragt maRgeblich zur Persistenz des Erregers, aber auch zur

Kolonisation bei (Kaplan et al. 2004; Kaplan et al. 2005). Verschiedene Biofilm-bildende Stoffe
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wurden dabei identifiziert. Erregermutanten ohne diese Fahigkeit hatten eine verringerte Virulenz
(Buettner et al. 2008; Dalai et al. 2009; Izano et al. 2007). Weitere Untersuchungen sind allerdings
noétig, um die Rolle der Biofilme in der Adhéasion von A. pleuropneumoniae vollstandig aufklaren zu

konnen (Chiers et al. 2010).

2.2.2 Beschaffung von Nahrstoffen

Die Beschaffung von Nihrstoffen stellt fiir alle Organismen einen essentiellen Faktor zum Uberleben
dar. Dabei stellt die Besiedelung der unteren Atemwege aufgrund der restriktiven Bereitstellung von
Nahrstoffen in diesem Milieu ein besonderes Problem dar. A. pleuropneumoniae hat sich allerdings
iber die Lyse verschiedener Zellarten Wege geschaffen, diese Begrenzung zu umgehen. Exotoxine

und Lipopolysaccharide spielen dabei eine nicht unerhebliche Rolle.

Allein die Tatsache, dass mehr als 50 Gene von A. pleuropneumoniae an der Aufnahme und
Verstoffwechselung von Eisen beteiligt sind, zeigt die enorme Relevanz dieses Nahrstoffes fur den
Erreger und dessen Virulenz (Xu et al. 2008). Dabei hat A. pleuropneumoniae verschiedene
Méglichkeiten an porzines Eisen zu gelangen. Uber zwei verschiedene Bindungsproteine (TbpA und
TbpB) gelangt Transferrin in die Bakterienzelle, wobei im Fall vom TbpB nachgewiesen werden
konnte, dass es in der Lage ist Haemin zu binden(Gerlach et al. 1992). Als Energielieferant fiir den
Membrantransport dient ein Transportproteinkomplex, der sich in der Zellmembran befindet (Moeck
et al. 1998) und eine zentrale Rolle in der Eisenbeschaffung und Virulenz von A. pleuropneumoniae
einnimmt (Baltes et al. 2001; Fuller et al. 2000). Die Rolle von Siderophor-Rezeptoren ist im Detail

noch nicht ausreichend geklart (Chiers et al. 2010; Diarra et al. 1996).

A. pleuropneumoniae ist zudem in der Lage Ham-Komponenten wie Hdm, Hamin, Hamatin und
Hamoglobin zu verstoffwechseln, wobei die roten Blutkdrperchen Giber Hdmolysine zersetzt werden
(Deneer et al. 1989a; Frey et al. 1993). Die so freigesetzten Komponenten werden sowohl von LPS als
auch von OMPs gebunden (Archambault et al. 1999; Bélanger et al. 1995). Weiterhin konnten Chin et
al. (Chin et al. 1996) ein ATP-binding-Cassette (ABC)-Transporter-System sequenzieren, das

vermutlich die Aufnahme von Eisen ins Zytoplasma reguliert.

Auch fir andere essentielle, im Respirationstrakt selten vorkommende Nahrstoffe besitzt A.
pleuropneumoniae Mechanismen, um diese Stoffe zu nutzen. Nickel wird vom Bakterium fiir die
Urease-Aktivitat benotigt, die sowohl B-Zellen hemmen kann als auch eine Persistenz in
Makrophagen zu vermitteln scheint (Baltes et al. 2001; Klitgaard et al. 2012). Auch die Funktion der

Produktion von Ammonium - ein wichtiger Stickstofflieferant fur viele Bakterien tGber die Urease -
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wird diskutiert (Bossé et al. 2002b). Fur die Aufnahme von Nickel und Kobalt besitzt A.
pleuropneumoniae ein weiteres ABC-Transporter-System (Bossé et al. 2001), wobei der genaue

Mechanismus der Aufnahme noch nicht geklart ist (Chiers et al. 2010).

Auch Maltose tragt auf noch nicht geklarte Weise zu Virulenz von A. pleuropneumoniae bei (Lone et
al. 2009a) und wird durch ein OMP aufgenommen (Deneer et al. 1989b). Eine erhohte Expression der
beteiligten Gene wurde besonders bei Kontakt zu bronchoalveolarer Flussigkeit nachgewiesen (Lone

et al. 2009b).

Mullen et al. konnten zudem die Fahigkeit von A. pleuropneumoniae aufzeigen, DNA zu binden, und
belegen, dass noch andere Wege der Verstoffwechselung von Nahrstoffen moglich sind (Mullen et al.

2008).

2.2.3 Schéadigung des Gewebes
Bezuglich der Virulenz von A. pleuropneumoniae spielen die Apx-Toxine eine herausragende Rolle.
Sie kdnnen das Gewebe nach der Adhasion von A. pleuropneumoniae durch ihre zytotoxische und

hamolytische Wirkung schwer schadigen (Frey 1995; Sassu et al. 2017a; Schaller et al. 2000).

Die Apx-Toxine werden den unter gramnegativen pathogenen Bakterien weit verbreiteten RTX-
Toxinen (,repeats in toxin“) zugeordnet (Frey 1995). Ihre Wirkung kénnen sie entweder direkt durch
ihren zytotoxischen und hamolytischen Effekt auf eine Vielzahl von Zellen oder durch die indirekte
Stimulation von Phagozyten zu einer erhéhten Ausschiittung von Entziindungsmediatoren und
proteolytischen Enzymen aus Phagozyten austiben (Bossé et al. 2002b; Frey 1995; Haesebrouck et al.
1997). Alle virulenten Serotypen exprimieren mindestens 1 oder 2 der Apx-Toxine (Chiers et al.
2010). Dabei produziert A. pleuropneumoniae die Rtx-Toxine Apxl, ApxIl, ApxIll und ApxIV (siehe
Tabelle 2).
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Tabelle 2 - Apx-Toxine von Actinobacillus pleuropneumoniae (Bossé et al. 2002b; Frey 1995;

Sassu et al. 2017a)

Toxin Hamolyse Zytotoxizitat Serotypen

Apxl| stark Stark 1, 5a, 5b, 9, 10, 11,
14, 16

ApxIl schwach Moderat Alle auBer 10 und 14

Apxlll keine Stark 2,3,4,6,8,15

ApxIV* Nicht Untersucht Nicht Untersucht Alle

*Wird nur in vivo produziert

Die Toxine (Apx I-11l) sind durch die enge Adhdsion von A. pleuropneumoniae an die Lungenzellen in
der Lage, direkt an der Zellmembran aktiv zu werden und somit die Zerstérung der Zelle zu bewirken
(Chiers et al. 2010). Dabei scheinen neutralisierende Antikdrper keine oder nur geringe
Auswirkungen auf die Toxine zu haben (Haesebrouck et al. 1997). Sogar das korpereigene
Abwehrsystem kénnen die Apx-Toxine zu ihrem Vorteil nutzen. Die Aktivierung von Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten durch die Apx-Toxine und LPS fiihrt zu einer vermehrten
Ausschittung von Sauerstoffradikalen, proteolytischen Enzymen und Zytokinen (Bossé et al. 2002b;
Dom et al. 1992c). Besonders der sogenannte ,respiratorische Burst”, ausgelost durch toxische
Sauerstoffmetaboliten, der zur Lyse von Bakterien und anderen Pathogenen bestimmt ist, wirkt
dabei verstarkt toxisch auf korpereigene Zellen und das umliegende Gewebe (Dom et al. 1992c;

Haesebrouck et al. 1997).

Das von Schaller et al. 1999 entdeckte vierte Apx-Toxin (ApxIV) kommt in nahezu allen Serotypen von
A. pleuropneumoniae vor (Schaller et al. 1999), weshalb es verbreitet fir den Nachweis von A.
pleuropneumoniae genutzt wird (Dreyfus et al. 2004). ApxIV wird ausschlieRlich in vivo exprimiert
und scheint eine grolRe Rolle beziiglich der Auspragung der Virulenz von A. pleuropneumoniae zu
spielen(Liu et al. 2009; Schaller et al. 1999). In experimentellen Studien konnte es in nekrotischem
Gewebe nachgewiesen werden (Baltes et al. 2004), wobei die Expression des ApxIVA-Gens nach

Kontakt zur bronchoalveolaren Flussigkeit erhoht war (Lone et al. 20093, 2009b).

Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile der duReren Membran von gramnegativen Bakterien und
sind in der Lage, Zellen des Wirtsorganismus zu zerstéren. Das aus A. pleuropneumoniae freigesetzte
LPS kann die Entwicklung schwerer Lasionen innerhalb der Lunge begiinstigen, indem es einerseits
die Effekte der Apx-Toxine auf Phagozyten verstarken und die Produktion von Zytokinen erhéhen
und anderseits durch die direkte Bindung an Toll-like-Rezeptoren (TLR) die flr A. pleuropneumoniae

typischen Nekrosen in Lungenepithelzellen beim Schwein erzeugen kann (Auger et al. 2009; Chiers et
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al. 2010). Auch die direkte Bindung von LPS an Apxl und Il wurde beschrieben (Ramjeet et al. 2008a).
Weiterhin kommt es durch LPS zu einer Aktivierung des Komplementsystems mit weiterer
Einwanderung von Makrophagen und PMNs in das betroffene Gewebe, welche eine Vasodilatation
und Verengung der Atemwege zur Folge hat (Bossé et al. 2002b). Zusammen mit der Schadigung
durch die Apx-Toxine flihrt die Aktivierung des Komplementsystems, speziell des Gerinnungsfaktors

XlI, zuséatzlich zu Mikrothromben, lokaler Ischdmie und weiteren Nekrosen (Bossé et al. 2002b).

Proteasen, die vom Bakterium sezerniert werden, kdnnen Gelatin, Aktin und Hdmoglobin abbauen
und spielen ebenfalls eine Rolle in der Entstehung von Lasionen. Auch hohe Hyaluronidasespiegel in

der BALF kénnten beteiligt sein (Kahlisch et al. 2009).

2.2.4 Vermeidung des Immunsystems

Die effektive Evasion des Wirtsimmunsystems stellt eine wesentliche Grundlage fiir die Ausbildung
schwerwiegender Erkrankungen dar, wie sie im Fall von A. pleuropneumoniae zu beobachten sind.
Verschiedene Virulenzfaktoren von A. pleuropneumoniae kénnen in unterschiedliche Immunprozesse
des Wirtes eingreifen und das Bakterium schiitzen. Durch die aktive Sezernierung von Proteasen
werden die Immunglobuline IgA und IgG in der BALF zerstort (Negrete-Abascal et al. 1994; Negrete-
Abascal et al. 1998), wodurch A. pleuropneumoniae bis zu 30 Minuten durch die nicht optimal

funktionierende Opsonophagozytose in der Flussigkeit Uberleben kann (Lone et al. 2009b).

Im unteren Respirationstrakt sind Makrophagen und PMN hauptsachlich fur die Phagozytose von
Bakterien aller Art zusténdig. Makrophagen sind, anders als PMNs, allerdings nicht in der Lage, A.
pleuropneumoniae zu beseitigen. Die gebildeten Exotoxine Apxl, Il und Il wirken hierbei durch die
Induktion von apoptotischen Prozessen innerhalb von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
letal auf diese Zellen (Chien et al. 2009; Cullen et al. 1994; Dom et al. 1992c; Dom et al. 1992b). Auch
in einer nicht zur Lyse der Zellen fihrenden Dosis kdnnen die Toxine Makrophagen in ihrer
chemotaktischen und phagozytotischen Wirkung einschranken (Chien et al. 2009). So kénnen die
Erreger nach erfolgreicher Phagozytose bis zu 90 Minuten in Makrophagen tiberleben (Cruijsen et al.
1992) und diese Uber die Bildung von Exotoxinen lysieren und wieder verlassen. Als weitere
Schutzmechanismen des Bakteriums innerhalb von Makrophagen werden Kapsel und LPS als
Schutzschicht, eine Kupfer-Zink-Superoxiddismutase zum Schutz vor Sauerstoffradikalen, sogenannte
Heat-Shock-Proteine als Schutz fiir Proteine vor Stresseinwirkung (Fuller et al. 2000) und Gber die

Urease produziertes Ammoniak (Bossé et al. 2000) angesehen. Ammoniak kann die bei Phagozytose-
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Prozessen notige Fusion von Phagosom und Lysosom inhibieren und hebt den pH-Wert innerhalb der

Lysosomen an, wodurch die Hydrolaseaktivitat verringert wird (Bossé et al. 2000).

Speziell der Serotyp 5a ist durch seine Kapsel resistent gegen die durch das Komplementsystem
mediierte Zerstérung von A. pleuropneumoniae (Ward et al. 1994), wobei fraglich ist, inwiefern diese

Resistenz auf alle bekapselten Serotypen tbertragbar ist (Rioux et al. 2000).

Als bisher letzte Moglichkeit der Immunevasion kann A. pleuropneumoniae einen Biofilm bilden, der
als Schutzbarriere die Antikorper von den Antigenstrukturen der Kapsel fernhélt und somit eine

Opsonierung durch Leukozyten verhindert (Donlan et al. 2002).

2.2.5 Persistenz

Um dauerhaft im Wirt Gberleben zu kénnen, miissen sich Bakterien auf die unterschiedlichen
Umweltbedingungen im jeweiligen Umfeld einstellen konnen. Bei chronischen Verlaufen der
porzinen Pleuropneumonie kann A. pleuropneumoniae innerhalb von nekrotischen Bereichen fir
langere Zeit Gberleben (Baltes et al. 2004). Durch die Expression des hlyX-Gens als regulatorisch
wirkendes Gen werden Enzyme zur anaeroben Atmung im Bakterium produziert; somit ist es A.
pleuropneumoniae moglich, auch in sauerstoffrestringierten Bereichen zu tberleben (Jacobsen et al.
2005). Weiterhin konnten Gene fiir den Aufbau von Oberflachenstrukturen, die Aufnahme von
Nahrstoffen, die Aufrechterhaltung des Metabolismus und die akute Reaktion auf Stressoren

nachgewiesen werden (Baltes et al. 2007; Sheehan et al. 2003).

2.3 Immunreaktion auf die Infektion mit A. pleuropneumoniae

Vor allem die angeborene Immunabwebhr gilt in Bezug auf den Ausgang einer Infektion mit A.
pleuropneumoniae als einer der wichtigsten Faktoren und somit auch als méglicher Ansatzpunkt der
natirlich vorkommenden Resistenz bei Schweinen (Hoeltig et al. 2009). In zwei Studien von Reiner et
al. wurden Quantitative-Trait-Loci unter anderem auf Chromosom 2 entdeckt und IL9 und CD41 als
Kandidatengene propagiert, die in die angeborene Immunabwehr durch beispielsweise LPS-

Erkennung involviert sind (Reiner et al. 2014a; Reiner et al. 2014b).
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2.3.1 Angeborene Immunabwehr

Zytokine erscheinen schon sehr frih nach Infektion mit A. pleuropneumoniae in der Blutbahn, wirken
als Chemoattraktanten und kontrollieren die Expression der Akute-Phase-Proteine (Skovgaard et al.
2010). Dabei scheint besonders das Interleukin- 6 (IL-6) als Referenz fur die bakterielle Infektion in
Schweinen und fir die Effektivitat der antibiotischen Behandlung von Bedeutung zu sein (Fossum et
al. 1998; Lauritzen et al. 2003). In einer Studie von Sovgaard et al. waren zudem die Zytokine IL-1,
TNF-a und IL-8 in A. pleuropneumoniae infizierten Schweinen hochreguliert und einige Glyko- und
Surfactantproteine herunterreguliert (Skovgaard et al. 2010). Die Akute-Phase-Proteine wie
Haptoglobin, C-reaktives Protein und Serum-Amyloid-A waren in infizierten Schweinen ebenfalls
erhoéht und wurden von einigen Autoren als Biomarker fir die Herdengesundheit vorgeschlagen

(Gomez-Laguna et al. 2014; Heegaard et al. 1998; Heegaard et al. 2011; Hultén et al. 2003).

Die erste Instanz bei einer Infektion bilden innerhalb der angeborenen Immunantwort neutrophile
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, die zur Phagozytose und Lyse der Pathogene fiihren

(Liggett et al. 1987; Ondrackova et al. 2013).

Eine weitere wichtige Rolle spielen die antibakteriellen Peptide, die von phagozytotischen Zellen und
Epithelzellen exprimiert werden und durch eine Bildung von Poren an der Bakterienmembran zu
deren Lyse fliihren (Ramjeet et al. 2005). Das PR-39- Peptid wird zwar vermehrt von neutrophilen
Granulozyten bei einer A. pleuropneumoniae-Infektion ausgeschuttet (Gabner et al. 2017), scheint
jedoch keine Rolle in der direkten Bekampfung von A. pleuropneumoniae zu spielen (Hennig-Pauka et
al. 2006; Hennig-Pauka et al. 2012). Vielmehr schein das Peptid innerhalb der Pathogenese in
Zusammenhang mit der fibrotischen Gewebereparatur zu stehen (Sassu et al. 2017a). Andere
Komponenten des angeborenen Immunsystems, wie Defensin, Lactoferrin und Beta-Defensin 2,

scheinen effektiver gegen A. pleuropneumoniae zu wirken (Luna-Castro et al. 2014; Yang et al. 2015).

2.3.2 Humorale Immunabwehr

Immunglobulin-G-Antikérper vermitteln einen groBen Teil des Schutzes nach tberstandener
Infektion mit A. pleuropneumoniae (Bossé et al. 1992). Dabei konnen Antikorpertiter friihestens 7-14
Tage nach der Infektion der Lunge mit A. pleuropneumoniae festgestellt werden. Sie steigen bis 6
Wochen nach der Infektion im Titer an und kénnen mehrere Monate erhalten bleiben (Bossé et al.

1992; Gardner et al. 1991).

Ferkel kdnnen maternale Antikdrper im Alter von 2-12 Wochen aufnehmen, wodurch sie in der Lage

sind, eine héhere Antikérperantwort zu erzielen als Ferkel mit niedrigem Antikorperspiegel (Sjolund
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et al. 2011). Theoretisch sind Antikorper auch in der Lage, die Apx-Toxine zu neutralisieren und Gber
eine Opsonierung des Bakteriums die Phagozytose zu beschleunigen (Cruijsen et al. 1995). Allerdings
fihrten diese lediglich zu einer Reduktion der klinischen Auswirkungen der Erkrankung. Es ist nicht
moglich, den Erreger komplett zu eliminieren; besonders bei einer Kapselbildung des Bakteriums
wird dies deutlich erschwert (Inzana 1990; Rycroft et al. 1990). Zudem kann die korpereigene Abwehr
selbst bei Giberstandener Infektion die Persistenz des Erregers kaum verhindern, und zahlreiche Tiere
werden zu Dauertragern (Dubreuil et al. 2000; Haesebrouck et al. 1997). A. pleuropneumoniae kann
sich aber auch nur in den Tonsillen einnisten, wodurch es zu keinerlei Immunantwort kommt. In
dieser Inaktivitdtsphase im oberen Respirationstrakt kann der Erreger in subklinisch infizierten

Herden nur schwer nachgewiesen werden (Gottschalk 2015; Sassu et al. 2017b).

Fir die Verhinderung der Kolonisation im oberen Atemtrakt spielt vor allem IgA eine Rolle, das
vermehrt in der Mukosa ausgeschiittet wird und die bakterielle Besiedlung der Schleimhaut

verhindern soll (Bossé et al. 1992; Ramjeet et al. 2008b; Rycroft et al. 2000).

2.3.3 Zell-assoziierte Immunantwort

Die Zell-assoziierte Immunantwort gegen A. pleuropneumoniae scheint nur eine geringe Rolle zu
spielen. Wenige Autoren - wie Furesz et al. (1997) - konnten eine zellvermittelte Immunantwort mit
einer herausgezogerten Hypersensitivitat in Verbindung bringen. In einer weiteren Studie
beschreiben Appleyard, Furesz und Wilke einen Unterschied in dem Verhaltnis von CD4 und CD8

zueinander bei unterschiedlichen A. pleuropneumoniae-Dosen (Appleyard et al. 2002).

Th17-Zellen wurden sogar mit der Ausbildung von Lasionen und Antikorpertitern in Verbindung

gebracht (Sassu et al. 2017c).
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2.4 Bekampfung

Basis der Bekampfung von durch A. pleuropneumoniae ausgelésten Lungenerkrankungen sind
einerseits ein verbessertes Herdenmanagement mit erhéhten BiosicherheitsmaBnahmen zur
Unterbrechung der Infektionsketten, andererseits die antibiotische Behandlung der Tiere, sowie eine

Meta- und Prophylaxe durch gezielte Vakzination (Cleveland-Nielsen et al. 2002).

Innerhalb der BiosicherheitsmaRlnahmen werden zum einen externe Faktoren bekampft — wie z.B.
die mogliche Infektion einer Herde durch die Einstallung erkrankter Tiere sowie durch
Erregeriibertragung aus der Wildschweinepopulation (Reiner et al. 2010; Sassu et al. 2017a). Interne
Faktoren bilden sogenannte Trigger-Mechanismen, die es abzustellen gilt (Klinkenberg et al. 2014).
Der Stress der Tiere innerhalb des Aufstallungssystems, zum Beispiel durch eine Veranderung der
Gruppenzusammensetzung oder den Transport der Tiere, stellt einen wesentlichen internen Faktor
innerhalb des Infektionsgeschehens dar. Weiterhin spielen Umweltfaktoren wie ein zu hoher
Ammoniakgehalt der Atemluft eine wichtige Rolle fiir die lokalen Abwehrmechanismen in der

Mukosa des oberen und unteren Atemtraktes (Seedorf 2013).

Impfungen gelten momentan als Mittel der Wahl zur Bekdmpfung der Pleuropneumonie beim
Schwein, wobei kommerzielle Vakzine als attenuierte Ganzzellvakzine, Subunit-Vakzine, Toxoid-
Vakzine oder in Form einer Kombination erhaltlich sind (Bossé et al. 2002a; O'Neill et al. 2010;
Ramjeet et al. 2008b; van Overbeke et al. 2001). Die zurzeit in Deutschland zugelassenen Impfstoffe

sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Die Ganzzellvakzine waren die ersten erhiltlichen Vakzine. Sie gelten somit als Vakzine der ersten
Generation und kénnen die klinischen Symptome vermindern. Sie vermitteln aber keinen
ausreichenden Serovar-tibergreifenden Schutz und kénnen die Infektion und Verbreitung des
Erregers nicht verhindern (Ramjeet et al. 2008b). Zusatzlich ist keine Unterscheidung nach dem DIVA-

Prinzip, also zwischen geimpften und erkrankten Tieren, moglich (Buettner et al. 2011).

Die Vakzine der zweiten Generation stellen sogenannte Subunit-Vakzine dar. Sie enthalten
rekombinante Proteine wie Apx-Toxoide und Membranproteine und verbessern die Kreuzreaktivitat
(Shao et al. 2010; Thevenon et al. 2014; TUMAMAO et al. 2004). Allerdings kénnen auch sie keinen
kompletten Schutz gegen A. pleuropneumoniae gewahrleisten (O'Neill et al. 2010). Die in der Tabelle
aufgefiihrten Subunit-Vakzine, bestehend aus ApxI-Ill-Toxoid, einem Membranprotein und einem

Adjuvans, ist dabei in Europa verbreitet in Gebrauch.

Eine bessere Immunitat verschaffen zumindest in experimentellen Studien die attenuierten

Lebendvakzine (Maas et al. 2006b; Maas et al. 2006a). Sie versprechen sowohl eine verbesserte
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Kreuzimmunitat als auch die Unterscheidung von geimpften und nicht geimpften, aber infizierten
Tieren Giber das DIVA-Prinzip (, differentiating infected from vaccinated”). In den USA wurde bereits

ein solcher Impfstoff auf Basis einer Kapselmutante zugelassen (O'Neill et al. 2010).

Auch der verbreitete parenterale Applikationsweg der meisten Impfstoffe wird kontrovers diskutiert.
Wilson et al. (2015) postulieren, dass im Gegensatz zu einer rein systemischen Immunantwort bei
einer parenteralen Applikation (Makoschey B. 2015) die lokale Applikation in die Mukosa sowohl eine

Immunreaktion innerhalb der Mukosa als auch eine systemische Immunreaktion nach sich zieht.

Da die bisher verfligbaren Impfstoffe keinen absoluten Schutz bieten, erfordert die Bekampfung der
porzinen Pleuropneumonie besonders in akuten Féllen den Einsatz von Antibiotika (Jirawattanapong
et al. 2008; Sjélund et al. 2010). Der vermehrte Einsatz ist jedoch unweigerlich mit dem Auftreten
von Resistenzen der Bakterien gegeniber den verschiedenen Wirkstoffklassen verbunden, was mehr
und mehr zu einem Problem in der Landwirtschaft, aber auch in der Humanmedizin wird (White et. al
2002, Davies 2009). Es sind auch Resistenzen von Actinobacillus pleuropneumoniae gegen einige
antibiotische Wirkstoffklassen beschrieben (Bossé et al. 2015a; Bossé et al. 2015b; Bossé et al.
2017a; Dayao et al. 2016; Milenko et al. 2008). In GroRbritannien wurden lediglich 33 % der Isolate
negativ auf Resistenzgene getestet. Dabei zeigten sich insbesondere Resistenzen gegen Tetracycline,

Ampicillin, Trimethoprim und Enrofloxacin (Bossé et al. 2017a).

Eine Moglichkeit, den Einsatz von Antibiotika von vornherein zu reduzieren, ware die Nutzung von

Tierpopulationen mit erhdhter genetischer Resistenz gegen A. pleuropneumoniae.
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Tabelle 3 - In Deutschland zugelassene Impfstoffe fiir A. pleuropneumoniae

Bezeichnung  Zulassungsinhaber Zulassungsnummer Zulassungsdatum Zusammensetzung

CEVA PEIV.11731.01.1 12.10.2015 Serotyp 1 +2, Apx-
Coglapix
Tiergesundheit GmbH Toxoid 11,111
210a/94 02.01.1996 Apx-Toxoid 111,111, A.
Intervet Deutschland
Porcilis APP pleuropneumoniae
GmbH
omMP
64a/97 23.12.1998 Serotyp 2,
Haeppovac IDT Biologika GmbH
inaktiviert
PEI.V.11863.01.1 01.09.2016 Serotyp 2+9
inaktiviert, Serotyp
ChemVet DK A/S, 9 Apx-I-Toxoid,
Suivac APP

Danemark

Serotyp 2 + 9 Apx-
II-Toxoid, Serotyp 2
Apx-1ll-Toxoid
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2.5 Natirliche Krankheitsresistenz

Als Krankheitsresistenz wird im Allgemeinen die angeborene Fahigkeit eines Wirtes bezeichnet, ein
Pathogen in seinem Lebenszyklus zu stéren und somit die Auswirkungen der aus der Infektion
folgenden Erkrankung zu unterbinden bzw. zu minimieren. Dabei treten genetische Resistenzen in
allen Spezies vom Menschen iber Labor- und Haustiere bis hin zu Nutztieren und auch in allen
Pathogenen auf. Grund dafir ist die Koevolution zwischen parasitaren Pathogenen und ihren Wirten,
ein standiger Wettstreit zur Erhaltung des Gleichgewichts, der es beiden Spezies ermoglicht zu

tiberleben (Bishop 2010; Khibnik et al. 1997).

Oftmals wird in der Literatur zwischen Resistenz und Toleranz gegen Infektionskrankheiten
unterschieden. Als resistent bezeichnet werden dabei Individuen, die keinerlei Kolonisation und
somit Vermehrung des Erregers ermoglichen. Toleranz beschreibt eine relative Resistenz, die
lediglich die klinischen Auswirkungen der Erkrankung abschwachen, aber keine Infektion verhindern
kann (Bisset et al. 1996). Meistens wird jedoch von absoluter und relativer Krankheitsresistenz
gesprochen, wobei sich auch eine lediglich relative Krankheitsresistenz innerhalb eines Tierbestandes
hochgradig auf die Infektion und Ausscheidung des Erregers auswirken und somit die Folgen

erheblich vermindern kann (Davies et al. 2009).

Da es bei nahezu jeder Erreger-Wirt Beziehung potentiell eine genetisch determinierte
Krankheitsresistenz gibt, hat die Arbeitsgruppe um Davies et. al versucht, wirtschaftliche,
epidemiologische und das Tierwohl bestimmende Faktoren gegeneinander abzuwagen, um zu
definieren, welche Infektionskrankheiten am ehesten auf eine natirliche Krankheitsresistenz und
deren potenzielle Nutzbarmachung untersucht werden sollten. Dabei wurde besonderer Wert auf
endemisch auftretende Infektionskrankheiten mit groRen Auswirkungen auf die wirtschaftlichen

Parameter und das Tierwohl gelegt (Davies et al. 2009).

Krankheitsresistenzen sind in allen groBen Nutztierspezies bekannt. Besonders frih wurden
Resistenzen innerhalb der Geflugelzucht kommerziell gegen die Marek’sche Krankheit sowie die
aviare Leukose verwandt (Cole 1968). Bei Schafen gilt die Resistenz gegen Magen-Darm-Nematoden
besonders in bestimmten Regionen Afrikas als unverzichtbar, bedingt durch die dort vermehrt
auftretenden Resistenzen gegenliber Antiparasitika (Stear et al. 1998). Im Rinderbereich wird
besonders in Skandinavien an Resistenzen gegeniiber Mastitiden geforscht (Heringstad et al. 2000).
Weiterhin sind natirliche Resistenzen gegenliber Paratuberkulose, der Infektion mit inneren
Parasiten wie Trypanosomen und gegen den verehrten Befall mit externen Parasiten wie Zecken
bekannt (Morris 2007). Besonders in Nutztierbereichen, in denen die Herdengesundheit eine
herausragende Rolle spielt, erscheinen genetische Resistenzen als addquates und wichtiges Mittel

gegen wirtschaftliche Schaden und fiir einen gesunden Bestand. In der Lachszucht werden bereits
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Resistenzen gegenlber der infektiosen Pankreasnekrose (IPN) oder Vibrio salmonicida innerhalb von
Zuchtprogrammen verwendet (Gjedrem 2015). Natirliche Resistenzen sind naturlich auch innerhalb
der Spezies Schwein vertreten. Aktuell wurde ein relevanter Rezeptor fiir die Etablierung von_dem
Porzinen_Respiratorischen Reproduktions Syndrom Virus (PRRSV) von Lunney et al. (Lunney et al.
2016)entdeckt und eine entsprechende Resistenz in Tiermodellen bestatigt. Bereits kommerziell als

Marker genutzt wird die Resistenz gegen F18-Fimbrien tragende E.coli (Meijerink et al. 1997).

Besondere Probleme bei der genetischen Aufarbeitung von natirlichen Resistenzen bestehen in
Bezug auf Erkrankungen, deren zugehorige Resistenzen nur durch das Zusammenspiel mehrerer
Gene zu erklaren sind. Es werden polygene Resistenzen hinter vielen bekannten Erkrankungen beim
Menschen - wie zum Beispiel Multipler Sklerose (Lvovs et al. 2012) - vermutet, wobei verschiedene
einzelne Gene fir die Auspragung einer Resistenz verantwortlich sind. Auch in verschiedenen
Nutztierspezies werden polygene Resistenzmodelle vorgeschlagen, um die fehlende Heritabilitat
erklaren zu kénnen (Bishop et al. 2014). Somit erscheint es wichtig, alle Umweltfaktoren innerhalb

von Studien, die polygene Resistenzen aufdecken sollen, systematisch auszuschlieRen (Reiner 2009).

2.6 Krankheitsresistenz beim Schwein

Da das Schwein sowohl in Deutschland als auch im Rest der Welt eine groRe Rolle als Nutztier
einnimmt, spielt die Gesunderhaltung der Bestande eine herausragende Rolle. Die haufig auf engem
Raum gehaltenen Tiere werden innerhalb eines klar definierten und auBerordentlich labilen
Hygienestatus gehalten, der bereits beim Eintrag von einigen wenigen Pathogenen nicht mehr
gewahrleistet werden kann. Fir die Entstehung von Erkrankungen mussen die Erregermengen
Schwellenwerte UGberschreiten. Resistentere Schweine, ganz gleich, ob diese nun absolut resistent (es
kommt nicht zur Infektion) oder nur relativ resistent oder tolerant (die Infektion findet statt,
Erregervermehrung- und Ausscheidung sowie Schaden am Tier bleiben jedoch eng begrenzt) waren,
wiirden die Erregervermehrung und deren Ausscheidung reduzieren. Damit entstiinden keine oder
nur noch marginale Krankheitsbilder und eine verbesserte Hygiene in und zwischen den Bestanden,
sodass die kritischen Schwellenwerte zum Krankheitsausbruch nicht mehr Gberschritten wiirden

(Reiner G 2003).

Eine Moglichkeit, stabilere Schweine zu erzeugen, konnte die Selektion von Tieren mit einer
erhohten allgemeinen Immunkompetenz darstellen. So kénnten eventuell gleich mehrere

Erregergruppen erfolgreich abgewehrt werden.
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Bereits im Jahre 1994 gelang es einer Forschergruppe um Edfors-Lilja (Edfors-Lilja et al. 1994),
innerhalb einer Population von Yorkshire-Schweinen genetische Unterschiede beziiglich der
Leukozytenzahl und phagozytdren Kapazitat nachzuweisen. Die hdchsten Heritabilitdten zeigte dabei
die Gesamtzahl an polymorphkernigen Leukozyten (h?=0,87). Fiir die phagozytére Kapazitit und die
Produktion von IL-2 wurden Heritabilitaten von 0,2 — 0,3 geschatzt. Es wurde also geschlussfolgert,
dass diese untersuchten Immunparameter potentiell zur Verwendung als genetische Marker fiir
Immunkompetenz geeignet seien. Weiterhin war es innerhalb von Selektionsprogrammen von
Mallard und Wilkie (Mallard et al. 1992) durch die Selektion von Tieren mit starker und schwéacher
ausgepragter Immunantwort nach Impfung moglich, zlichterisch eine gesteigerte Immunantwort zu
erzielen und die Tageszunahmen zu verbessern. Solche Zuchtprogramme werden seither in Kanada
genutzt (Reiner G 2003). Innerhalb der Toll-like-Rezeptoren (TLR-)-Gruppen wurden ebenfalls
Faktoren fur die allgemeine Krankheitsanfalligkeit beim Schwein erforscht und identifiziert. Shinkai et
al. (Shinkai et al. 2006) konnten SNPs in TLR-1-6 nachweisen, und Yang et al. (Yang et al. 2012)
beschrieben einen interessanten Polymorphismus im TLR-4-Gen in Verbindung mit der allgemeinen
Immunkompetenz. Ein weiterer potentieller Marker innerhalb der allgemein verstarkten
Immunantwort ist das NRAMP1 (,natural resistance-associated macrophage protein 1“) (Ding et al.
2014). Die Arbeitsgruppe entdeckte einen SNP, der mit Merkmalen wie Leukozytenzahl und dem
Gehalt an Zytotoxin in Monozyten korrelierte. Ein weiteres vielversprechendes Kandidatengen stellt
das NOD1-Gen (,nucleotide-binding oligomerization domain 1) dar. Innerhalb der fir die Erkennung
und Bindung mikrobieller Strukturen verantwortlichen Genregion fanden sich 2 SNPs (Shinkai et al.
2015). Eine genomweite Assoziationsstudie identifizierte 32 SNPs, die signifikant mit der allgemeinen
Immunkompetenz Uber Interferon-gamma, Interleukin-10 sowie dem Verhaltnis dieser beiden

Parameter zueinander und zu Immunglobulin-G assoziiert sind (Lu et al. 2013).

Auch in Bezug auf die allgemeine Immunabwehr innerhalb der Lunge wurden Marker beschrieben,
die es dem Tier ermoglichen, sich effizienter gegen auf das Milieu der Lunge spezialisierte Erreger zu
verteidigen. Eine besondere Rolle spielt hierbei das Swine-Leukocyte-Antigen (SLA), welches einen
Histokompatibilitdtskomplex (MHC) darstellt und diverse Immunparameter beeinflusst, die unter
anderem auch bei der Impfantwort eine wichtige Rolle spielen (Gao et al. 2014). Das Surfactant-
associated-Protein konnte mit der Variation allgemeiner Lungenschadigung in Verbindung gebracht

werden (Zhang et al. 2015).
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2.6.1 Krankheitsresistenz gegeniiber Parasiten

Natirliche Resistenzen gegen Parasiten wurden bereits 1978 von Wakelin et al. (Wakelin 1979)
gegenlber Strongyloides und Ascaris suum vermutet. Die vermuteten Resistenzen gegenliber Ascaris
suum wurden inzwischen bestatigt und verantwortliche QTL wurden identifiziert (Skallerup et al.
2012). Die resistenteren Tiere waren nicht nur resistent gegenlber Ascaris suum, sondern auch
gegenlber Trichuris suis. Weitere Resistenzen wurden gegentiber Trichinella spiralis aufgedeckt,
wobei hierbei primar Gene des MHC-Komplexes fiir eine verbesserte Abwehr gegeniber
Muskellarven vermutet wurden (Lunney J. K., Murrel K.D. 1988; Madden et al. 1990). Weitere
Resistenzen wurden bezlglich der Infektion mit Zestoden wie Taenia solium beschrieben (Sciutto et
al. 2003). Innerhalb der Gruppe der Apikomplexa konnten Reiner et al. (Reiner et al. 2002; Reiner et
al. 2007) Resistenzunterschiede zwischen den Rassen Piétrain und Meishan aufzeigen. Piétrain-
Schweine zeigten demnach auffélligere klinische Symptome sowie eine 20-fach hohere Menge der
jeweiligen Parasitenstadien in ihrer Muskulatur. Aufgrund von QTL-Studien wurden Kandidatengene

im MHC-Komplex sowie innerhalb der Immunglobulin-Familie vermutet.

2.6.2 Krankheitsresistenz gegeniiber Viren

2.6.2.1 PRRSV

Das Virus des Porzinen Reproduktiven und Respiratorischen Syndroms wurde erst im Jahre 1987 in
Amerika und Europa entdeckt und gilt aufgrund ausgepragter 6konomischer Verluste als eines der
wichtigsten Viren in der kommerziellen Schweineproduktion (Holtkamp et al. 2013). Im Jahre 1998
wurden zum ersten Mal Resistenzunterschiede zwischen Schweinen der Rassen Meishan und Duroc
nachgewiesen (Halbur et al. 1998). Schweine der Rasse Duroc zeigten einen héheren Grad an durch
PRRSV induzierten Lungenldsionen sowie verringerte Tageszunahmen und erhéhte Antikorpertiter.
Unterschiedliche Auswirkungen der Viruserkrankung auf das Reproduktionsgeschehen, speziell auf
die Abortrate, konnten mit Interferon-y in Verbindung gebracht werden (Lowe et al. 2005). Weitere
Anhaltspunkte zum genetisch Hintergrund verschiedener Schweinepopulationen bezogen auf die
PRRSV-Infektion konnten Studien von Petry et al. (Petry et al. 2007), Vincent et al. (Vincent et al.
2005, 2006) und Doeschl-Wilson et al. (Doeschl-Wilson et al. 2009) aufdecken. Es wurden
Unterschiede unter anderem in Bezug auf die generelle Leistung der Tiere (Tageszunahmen), die

Ausbildung und Auswirkung von Lungenlasionen, den Virustiter und verschiedene immunologische
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Parameter festgestellt. In einer Studie von Ait-Ali et al. (Ait-Ali et al. 2007) wurden Makropagen von
Landrasseschweinen beschrieben, die eine Resistenz gegeniiber PRRSV-Infektion aufwiesen. Als
Ursache wurden die CD169-Rezeptoren und IL-8-Spiegel diskutiert. Aufbauend auf diesen Hinweisen
auf genetisch verankerte Resistenz wurden QTL-Analysen und genomweite Assoziationsstudien mit
Hilfe von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) durchgefiihrt, die mit den einzelnen Phanotypen
wie Lungenlasionen oder Tageszunahmen nach PRRSV-Infektion korreliert wurden (Boddicker et al.
2012; Boddicker et al. 2014a). Erganzend wurden Expressionsstudien durchgefiihrt, um die Liste der
Kandidatengene einzugrenzen (Schroyen et al. 2015). Dabei konnten tGber 30 QTL verteilt auf 11
Chromosomen entdeckt werden. Ein QTL auf Chromosom 4 konnte bis zu 16 % der genetischen
Varianz bezogen auf die Virusmenge im Tier erkldren - bei einer Heritabilitat von 0.30 (Boddicker et
al. 2012). In diesem Zusammenhang konnte das Interferon-induzierte Guanyl-bindende Protein 5
(GBP5) als wichtiges Kandidatengen identifiziert und tilber mehrere Studien validiert werden
(Boddicker et al. 2012; Boddicker et al. 2014a; Boddicker et al. 2014b). Ein weiteres wichtiges
Kandidatengen wurde innerhalb des CD163-Rezeptors, eines moglichen Rezeptors auch fir das
PRRSV, das Virus der Afrikanischen Schweinepest (ASFV) und das Simian- haemorrhagic-Fever-Virus
(SHFV), vermutet(Calvert JG et al. 2007), nicht zuletzt aufgrund seiner bereits bekannten Funktion als
Bindungs- und Internalisierungsmediator des Virus der Afrikanischen Schweinepest (ASFV) (Sanchez-
Torres et al. 2003) und Simian-haemorrhagic-Fever-Virus (SHFV) (Cai et al. 2015). Die
Resistenzmediation durch das CD163-Gen wurde schlussendlich durch die Versuche von Prather et al.
(Prather et al. 2013) und Whitworth et al. (Whitworth et al. 2015) bestatigt, die mittels Genschere
(CRISPR/Cas) Ferkel ohne den jeweiligen Rezeptor CD163 oder CD169 erzeugten und mit PRRSV
infizierten. Ohne CD163 konnten die Ferkel nicht infiziert werden; sie entwickelten weder klinische

Anzeichen noch Lungenldsionen.

2.6.2.2 PCV2
Natdurliche genetische Krankheitsresistenz wurde auch in Bezug auf Infektionen mit dem Porzinen
Circovirus Typ 2 (PCV2) vermutet und durch Lopez-Soria et al. (Lépez-Soria et al. 2004) anhand der
Mortalitdt nach dem Absetzen im Vergleich verschiedener Kreuzungsrassen (Large White x Duroc
und Large White x Piétrain) und reinrassiger Schweine der Rasse Piétrain nachgewiesen. Auch
Resistenzunterschiede beziglich klinischer Symptomatik und histologischer Lasionen zwischen Duroc
und Large White wurden vorgestellt (Opriessnig et al. 2006). Beim Vergleich der Immunglobulin-
Spiegel (IgG, IgM), der Antikorperbildung und Serokonversion sowie der Virusmenge im Blut
zwischen Landrasse und Piétrain (Opriessnig et al. 2009) ergaben sich Unterschiede im Grad der
Lasionen, der PCVD-spezifischen pathohistologischen Aberrationen und der Héhe der
Antikorperspiegel.
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2.6.2.3 Pseudorabies (PRV)

Die Arbeitsgruppe um Rothschild begann bereits 1984, die humorale Immunantwort auf PRV-Vakzine
zu untersuchen, wobei die Wirkung der Vakzine unter der Wirkung der Immunantwort zwischen
verschiedenen Rassen unterschiedlich ausfiel (Rothschild et al. 1984). In einer nachfolgenden Studie
wurden Serum-Antikdrpertiter von Rhinitis-atrophicans-Vakzinen und PRV-Vakzinen in einer
Kreuzungsstudie mit drei Rassen verglichen (Meeker et al. 1987a, 1987b). Es wurden Heritabilitdten
von 0,18 berechnet und geschlussfolgert, dass eine verbesserte Inmunantwort durch gezielte
Selektion zu erreichen sei. Das Virus war zudem das erste virale Pathogen beim Schwein, fur das die
molekulare Basis von Resistenzunterschieden in Form von QTL kartiert wurde (Reiner et al., 2002).
Dabei wurden zunachst Resistenzunterschiede zwischen reinrassigen Schweinen der Rassen Meishan
und Piétrain nachgewiesen und anschlieBend die verantwortlichen chromosomalen Regionen durch
Infektion, Phanotypisierung und Genotypisierung von 89 F2-Kreuzungstieren mit 85
Mikrosatellitenmarkern kartiert. Signifikante QTL flr neurologische Symptome wurden auf den
Chromosomen 5, 6, 9 und 13 identifiziert. Sie erklarten bis zu 18 % der phanotypischen Varianz. Auch
QTL fur die Rektaltemperatur nach Infektion wurden kartiert. Andere Arbeiten zeigten den
Zusammenhang zwischen Leukozyten-Antigenen (,,swine leukocyte antigen”, SLA) innerhalb von
PK15-Epithelzellen und dem AusmaR der PRV-Infektion mit Hilfe von Expressionsstudien (Flori et al.

2008b; Flori et al. 2008a).

2.6.2.4  Afrikanische Schweinepest

Resistenzen gegenlber dem Virus der Afrikanischen Schweinepest wurden besonders in
Warzenschweinen im Vergleich zum Hausschwein beobachtet, wobei die effizientere Zerstérung und
der Abbau von infizierten Makrophagen als Resistenzmechanismus diskutiert wird (C. A. L. Oura et al.
1998; Martins et al. 1993). Im Zuge der Resistenzentwicklung wurde vom Roslin-Institut in
GroRbritannien bereits versucht, diese Resistenz in Schweinen - dem sogenannten ,pig26“ - zu
nutzen und somit einen ersten Schritt zu resistenten Schweinen zu wagen (Lillico et al. 2013). Dabei
wurden bereits von einigen Autoren mogliche Kandidatengene innerhalb des Erregers der
Afrikanischen Schweinepest vorgeschlagen. Besonders immunmodulatorische Faktoren wurden
hierbei beriicksichtigt und identifiziert, wie beispielsweise CD2 (8-DR/CD2v) (Borca et al. 1998), IAP
(A224L) (Nogal et al. 2001), BCL-2 (A179L; 5-HL) (Afonso et al. 1996) und /kBa (A238L 5-EL) (Powell et
al. 1996; Tait et al. 2000). Besonders das A238L zeigt groRe Gemeinsamkeit mit der Sequenz des IkBa
(NFKBIA) vom Hausschwein und kann an den RELA-Rezeptor (p65; v-rel reticuloendotheliosis viral

oncogene homolog A) binden und somit immunsuppressiv agieren. Eine Arbeit von Palgrave et al.
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(2011) konnte eine Variation im RELA-Gen entdecken und spekuliert, dass durch den fehlenden
immunmodulatorischen Effekt von A238L durch die Interaktion mit dem RELA-Rezeptor der
phanotypische Unterschied zwischen den als resistent geltenden Warzenschweinen und
Hausschweinen erklart werden kénnte. Der Arbeitsgruppe um Lillico et al. gelang es schlieBlich, ein
Allel des RELA-Gens vom Warzenschwein erfolgreich in das Genom von Large-White-Embryonen

einzubringen und zudem lebende Ferkel zur Welt zu bringen (Lillico et al. 2016).

2.6.3 Krankheitsresistenz gegentber Bakterien

2.6.3.1 E.coli

Das Paradebeispiel fiir Resistenz gegen Infektionserreger ist die Resistenz gegen F18-Fimbrien
tragende Escherichia (E.) coli, die Erreger der Odemkrankheit beim Schwein. Die Erfolgsstory liegt im
Hauptgencharakter des Rezeptors, der daher schon friih auf Chromosom (SSC) 6 nicht weit entfernt
vom Halothan-Locus nachgewiesen werden konnte (Vogeli et al. 1996). Der F18-Rezeptor-Locus
wurde spater mit den Fucosyltransferase-Genen (FUTI und FUT2) in Verbindung gebracht (Meijerink
et al. 1997). Ein SNP innerhalb vom FUT1-Gen auf der Position 307 konnte durch weitere
Untersuchungen von Meijerink et al. (Meijerink et al. 2000) prazisiert und als funktioneller SNP
charakterisiert werden. Zur Nutzung in der Selektion steht ein

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP-PCR) zur Verfiigung (Meijerink et al. 2000).

Auch beziiglich Durchfallerkrankungen bei Saugferkeln und abgesetzten Schweinen bedingt durch F4-
Fimbrien-tragende E. coli werden phanotypisch schon lange Resistenzunterschiede beschrieben
(Smith et al. 1968; Sweeney 1968). Dabei spielte besonders die Adhasion enterotoxischer (ETEC)
E.coli-Stamme an die Darmschleimhaut des Wirtsorganismus eine wichtige Rolle. Sie erfolgt meist
iber Fimbrien, die sich innerhalb der unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkte des Schweins in ihrer
Auspragung unterscheiden. Stamme, die hauptsachlich F4-, F5-, F6- und F41-Fimbrien exprimieren,
kommen vermehrt in der neonatalen Entwicklungsphase vor, F18- und AV24-Fimbrien dominieren
hingegen in der Phase nach dem Absetzen der Ferkel von der Sau (Fairbrother et al. 2005; Nagy et al.

2005).
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Ein GroRteil der Stamme, die an der neonatalen Diarrh6 beteiligt sind, tragen die F4-Fimbrien
(@RSKOV et al. 1964) . Rezeptoren, die die Bindung von diesen E.coli-Stimmen an der
Darmschleimhaut gewahrleisten, wurden in Form von F4ac-, F4ab- und F4ad-Rezeptoren
beschrieben, wobei die Anzahl der Loci, die die einzelnen Rezeptoren kodieren, noch nicht geklart
sind (Bertschinger et al. 1993; Gibbons et al. 1977; Hu et al. 1993; Sellwood 1982; Zhang et al. 2008).
Es konnten Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPS) innerhalb von Muzin-Genen (MUC4 und MUC13)
identifiziert werden, die sich im Kopplungsungleichgewicht mit den F4ab- und F4ac-Loci befinden und
somit als mogliche genetische Marker in Frage kommen (Peng et al. 2007; Rampoldi et al. 2011;

Zhang et al. 2008).

2.6.3.2 Salmonella

Resistenzen gegeniiber der Salmonellose, speziell dem wenig wirtsspezifischen Serovar Typhimurium,
wurden besonders im Mausmodell hinreichend erforscht und nachgewiesen, wobei eine haufige
Assoziation mit dem sogenannten Natural- Resistance-associated-Macrophage-Protein-1“ (NRAMP1)
entdeckt wurde (Skamene et al. 1982; Vidal et al. 1995). In Schweinen wurden unterschiedliche
cDNA-Sequenzen im NRAMP1-Gen publiziert (Tuggle et al. 1997; Zhang et al. 2000), wobei das Gen
auch in Schweinen mit einer Immunmodulation und Durchfallerkrankungen beim Ferkel (Dai et al.
2017; Zhao et al. 2012) korreliert. Es wurde weiterhin gezeigt, dass nach einer Infektion mit S.
typhimurium und S.cholerasuis Toll-like-Rezeptoren (TLR5 und TLR9) hochreguliert wurden (Burkey et
al. 2007). Durch weitere Expressionsstudien konnte auBerdem ein SNP im CCT7-Gen entdeckt

werden, das ebenfalls nach Infektion mit S. typhimurium hochreguliert wird (Uthe et al. 2009).

2.6.3.3 Actinobacillus pleuropneumoniae

Die nattrliche Krankheitsresistenz gegen das Bakterium A. pleuropnuemoniae wurde bereits in
einigen Studien beschrieben (Jones 1969; Straw et al. 1983), wobei die genetische Basis von der
Arbeitsgruppe Hoeltig et al. (2008, 2009) durch gezielte Infektionsstudien aufgezeigt wurde. Die
groRten Resistenzunterschiede zeichneten sich dabei zwischen Schweinen einer Hampshire-Linie und
der Rasse Piétrain ab. Dabei waren die Piétrain-Schweine am anfélligsten. Das wichtigste Ergebnis
der Studie war jedoch die Aufspaltung in empfindliche, resistente und intermediare Tiere innerhalb
von Wirfen der Deutschen Landrasse. Diese legte den Grundstein fir die Aufklarung der
molekularen Basis dieser Resistenzunterschiede beim Schwein. Eine weitere Voraussetzung fiir
solche Studien war allerdings eine exakte Infektion der Versuchstiere und eine sehr genaue klinische
Bonitur. Beides wurde an der Stiftung Tierarztliche Hochschule in Hannover entwickelt und fihrte

unter Einbeziehung klinischer, radiologischer und sonographischer Parameter zum ,Respiratory
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Health Score” (RHS) (Hoeltig et al. 2009). Weitere Studien konnten die unterschiedliche
Empfanglichkeit der genannten Schweinerassen weiter untermauern und ergaben erste Hinweise auf
beteiligte Pathways und Kandidatengene (Benga et al. 2009; Kahlisch et al. 2009). Das Akute-Phase-
Protein Haptoglobin, sowie Fetuin-A zahlten hierzu. Bestimmte Transferrin-Genotypen waren in der
Deutschen Landrasse mit schweren Krankheitsverlaufen assoziiert (Danitowicz et al. 2010). An
segregierenden F2-Schweinen aus Hampshire-DL-Kreuzungen konnte der genetische Anteil an der
Resistenz mit Hilfe einer QTL-Studie bestatigt werden. Dabei wurden 7 signifikante QTL auf den
Chromosomen SSC 2, 6, 12, 13, 16, 17 und 18 kartiert (Reiner et al. 2014a). Besonders zwei Marker
auf Chromosom 2 und 12 konnten mit perakuten Todesfallen nach A. pleuropneumoniae-Infektion
und héheren Pneumoniegraden assoziiert werden. Einzelne QTL erklarten bis zu 20 % der
phanotypischen Varianz. Innerhalb von frilheren QTL-Studien zur dorso-kaudalen chronischen
Pleuritis innerhalb von Gber 7400 Mastschweinen von der Arbeitsgruppe um Gregersen et al. (2010)
konnten zudem QTL auf SSC 8 und 14 entdeckt werden. Die QTL auf SSC 2, 12, 13 und 18 konnten
von beiden Arbeitsgruppen nachgewiesen werden. Eine Expressionsstudie lieferte zusatzliche
Hinweise auf Kandidatengene, unter anderem Transferrin, Haptoglobin und CD14 (Reiner et al.
(2014b). Damit ist die genetische Komponente der Resistenz gegenliber A. pleuropneumoniae belegt.
Allerdings ist keine der bislang angewandten Methoden in der Lage, funktionelle Genvarianten zu
entdecken und fiir die Selektion auf resistentere Schweine nutzbar zu machen. Die Problematik liegt
insbesondere in zu geringen Tier- und Markerzahlen und der genetischen Struktur von F2-Familien,
die gepragt ist durch extrem groRe Kopplungsgruppen. GroRe Tierzahlen zu untersuchen ist nach wie
vor kaum umsetzbar (Finanzierung, Tierschutz). Eine erhebliche Ausweitung an Genmarkern ist
jedoch inzwischen durch Genotyping-by-Sequencing (GBS) machbar (Brouard et al. 2017). Durch die
Sequenzierung ganzer Genome in niedriger Abdeckung lassen sich einige tausend bis mehrere
Millionen Genmarker (SNPs) etablieren, die auch funktionelle Genvarianten abdecken (Daetwyler et
al. 2014). Die Problematik der F2-Familie kann mit Hilfe der segregierenden DL-Population

tiberwunden werden.
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2.7 Genomweite Assoziationsstudie

2.7.1 Quantitative-Trait-Locus

Innerhalb der Tierzucht spielt genetischer Fortschritt, besonders innerhalb bestimmter
Leistungsparameter, eine groRe Rolle. Die selektierten Merkmale sind jedoch nur selten qualitative

(ja— nein), sondern meistens quantitativ, also mit allmahlichen Ubergéngen ausgeprigt.

Ein quantitatives Merkmal stellt dabei eine messbare phanotypische Variation dar, die durch das
Zusammenspiel von genetischen und umweltbedingten Einfliissen entsteht. Klassische Beispiele fiir
quantitative Merkmale sind GroRe, Gewicht, Milchleistung, Magerfleischanteil und Fiebergrad nach
Infektion. Genorte (Loci), die diese Merkmale bestimmen beziehungsweise beeinflussen, sind haufig
zahlreich. Sie werden ,, Quantitative-Trait-Loci” (QTL) genannt (Complex Trait Consortium, 2007). Um
nun diese polygenetischen Merkmale ndher zu benennen und in Zusammenhang mit den jeweiligen
Phanotypen zu bringen, war lange Zeit die QTL-Analyse das Mittel der Wahl. Aus einer noch stark
begrenzten Anzahl an moglichst gleichmaRig tiber das Genom verteilten Genmarkern, die fir die
extremsten Phdnotypen charakteristische Allele aufwiesen, wurde mittels statistischer Verfahren im
cM-Abstand (ein Genom umfasst beim Schwein ca. 2300 cM) die Herkunft aller
Chromosomenabschnitte von F2-Kreuzungen aus den Extremen geschatzt. AnschlieBend wurden fir
alle 2300 Positionen die Regressionen zum Phanotyp (z.B. Fiebergrad nach standardisierter Infektion)
berechnet. Chromosomenbereiche mit signifikanter Assoziation zum Phanotyp werden als QTL
bezeichnet.(Geldermann et al. 1996; Lynch et al. 1998). Umwelteinfliisse wurden weitgehend
gleichgeschaltet, um die Entdeckung der Genorte nicht zu vereiteln. (Falconer et al. 1996; Haley CS et
al. 1997). Die in zahlreichen Studien entdeckten QTL sind in Datenbanken

(https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index) verzeichnet. Dabei sind QTL fiir alle

wichtigen Nutztierspezies wie Rind, Schwein, Schaf und Gefligel vorhanden. Es sind zur Zeit (2019)
122893 QTL aus 941 Publikationen und 624 verschiedenen Merkmalen im Rind bekannt, 29045 QTL
aus 657 Publikationen Uber 678 verschiedene Merkmale im Schwein und 11141 QTL aus 305
Publikationen Gber 408 verschiedenen Merkmalen im Geflligel. Die Merkmale umfassen hierbei
sowohl wirtschaftlich Interessante Merkmale, wie fettfreie Muskelmasse (Lean muscle mass),
Fruchtbarkeit oder Bestandteile der Milch, aber auch krankheitsrelevante Merkmale, wie zum
Beispiel QTL in Zusammenhang mit Resistenz gegen A. pleuropneumoniae (Reiner et al. 2014a;

Reiner et al. 2014b).
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Der groRte Nachteil von QTL-Studien ist, dass im Bereich identifizierter QTL mehrere hundert
Kandidatengene lokalisiert sind und nicht ohne Weiteres auf das funktionelle Nukleotid (QTN)

geschlossen werden kann (Korte et al. 2013).

2.7.2 Referenzsequenzen und GWAS

Mit der Fertigstellung der Sequenzierung des Humangenoms 2003 (International Human Genome
Sequencing Consortium 2004) wurden neue Moglichkeiten beztiglich der Etablierung genetischer
Unterschiede zwischen Menschen aufgedeckt. Das HapMap-Projekt wurde gegriindet, um diese
genomweiten Unterschiede in einer Datenbank zusammenzufassen. Diese Datenbank sollte
wissenschaftliche Informationen bereitstellen, die genetische Studien mit klinischen Phanotypen als
Grundlage erlauben (International HapMap Consortium 2003), und somit die Anfidnge der
genomweiten Assoziationsstudien begriindet haben. Im Jahr 2002 konnte die Arbeitsgruppe um
Ozaki et al. (Ozaki et al. 2002)ein Gen, das mit der Empfanglichkeit gegeniber der Infektion des
Myokards assoziiert ist, postulieren und somit die erste genomweite Assoziationsstudie (GWAS) der
Welt durchfiihren (Thomas et al. 2005). Infolgedessen kam es zu einem bis heute anhaltenden
,Goldrausch” (Topol et al. 2007) innerhalb der Genetik, nicht zuletzt bedingt durch die prinzipiell
einfache Durchfiihrbarkeit der GWAS.

Basierend auf der DNA von Patienten, die jeweils den gewiinschten Phanotyp zeigen (,case, control”)
wird eine Vielzahl von Markern benétigt, die haufig Gber das gesamte Genom verteilt vorkommen.
Besonders geeignet sind hierbei Single- Nucleotide-Polymorphisms (SNPs), also
Einzelnukleotidpolymorphismen, die zwar im Gegensatz zu den in QTL-Studien verwendeten
Mikrosatelliten einen geringeren Informationsgehalt besitzen, aber viel hdufiger im Genom
vorkommen (Evans et al. 2004). Uber kommerzielle Systeme (zum Beispiel von lllumina) werden die
SNPs sequenziert (entweder eine begrenzte Anzahl (iber einen SNP-Chip oder mittels ,,Genotyping-
by-Sequencing” (Brouard et al. 2017)) und im Anschluss Gber eine statistische Auswertung mit den

Phanotypen assoziiert (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1 - Schematische Darstellung des theoretischen Ablaufs einer genomweiten

Assoziationsstudie. (Quelle: (Ikegawa 2012))

Auch im Bereich der Nutztiere markierte die Fertigstellung und Veroffentlichung des jeweiligen
Referenzgenoms den Start der genomweiten Assoziationsstudien. Dabei wurden unter anderem
bereits die Genome vom Rind (Eck et al. 2009), Schwein (Groenen et al. 2012; Zimin et al. 2009),
Schaf (Jiang et al. 2014), Pferd (Wade et al. 2009), Huhn (Sequence and comparative analysis of the
chicken genome provide unique perspectives on vertebrate evolution 2004) und der
Regenbogenforelle (Berthelot et al. 2014) veroffentlich, und es wird laufend an einer Verbesserung
der Sequenzen gearbeitet. Ein Giberarbeitetes Referenzgenom vom Schwein wurde erst im Jahr 2017

veroffentlicht (Sus scrofa 11.1, GenBank Assembly ID: GCA_000003025.6).

Ahnlich wie QTL-Studien werden und wurden genomweite Assoziationsstudien im Bereich der
Nutztiere haufig fir Zuchtparameter genutzt (Abo-Ismail et al. 2017). Dennoch werden genomweite
Assoziationsstudien, analog zu den Assoziationsstudien innerhalb der Humangenetik, vielfach fur die
Aufdeckung genetischer Resistenzen gegen wirtschaftlich bedeutende Erkrankungen wie die bovine
Tuberkulose (Bermingham et al. 2014), die Newcastle-Krankheit beim Huhn (Saelao et al. 2019) und
dem Porzinen Reproduktivem und Respiratorischen Syndrom Virus (Boddicker et al. 2014a;
Whitworth et al. 2015) in Schweinen genutzt, um resistente Nutztiere zu schaffen, die in der heutigen
Zeit mit ihrer Tendenz zur restriktiven Antibiotikagabe gegentiber Schlisselkrankheiten geschiitzt
sind. Etablierte Resistenzmarker kénnen kinftig innerhalb von Zuchtprogrammen eingesetzt werden,

um Resistenzen innerhalb von Populationen zu etablieren. Dabei kdnnen sowohl der klassisch-
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ziichterische Weg tiber genomische Selektion als auch die Geneditierung (CRISPR/Cas) in

Nukleustieren eingesetzt werden.
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3 Material und Methoden

Nachfolgend ist der Ablauf dieser Arbeit schematisch dargestellt (Abbildung 2).

Abbildung 2 - Flussdiagramm zum Ablauf des Versuchs
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3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

163 Tiere wurden in den Infektionsstallen der Klinik fir kleine Klauentiere der Tiermedizinischen
Hochschule Hannover mit dem Bakterium Actinobacillus (A.) pleuropneumoniae unter
standardisierten Bedingungen infiziert. Die Deutsche-Landrasse- Tiere wurden von einem

Nukleusbetrieb des BHZP zur Verfligung gestellt.

Die Tiere wurden bereits im Betrieb gegen Mycoplasma hyopneumoniae und Porzines Circovirus Typ
2 (PCV-2) geimpft und 3 Wochen vor der Infektion angeliefert. Sie wurden in Ubereinstimmung mit
den Richtlinien zum Schutz von Wirbeltieren innerhalb experimenteller oder anderer
wissenschaftlicher Nutzung gehalten. Die Ethikkommission des Bundesministeriums fuir
Landwirtschaft und Erndhrung hat die Versuchsbedingungen genehmigt (Aktenzeichen: 33.9-42502-
04-15/1962). Auf 8 m? wurden 8 bis 10 Tiere gehalten und nach einer kommerziellen

standardisierten Diat gefuttert.

3.1.2 Laborgerate

Zentrifugen Heraeus Biofuge fresco und Heraeus
Labofuge 400, Thermo Fisher Scientific,
Dreieich

Heraeus Labofuge 400, PerfectSpin P, Peglab

Biotechnologie GmbH, Erlangen

Vortexer Heidolph Elektro KG, Hanau
Thermocycler T-Gradient, Whatman Biometra, Goéttingen
Photometer Nanodrop 1000, Peglab Biotechnologie

GmbH, Erlangen

Fluorometer Qubit 2.0 Fluorometer, Thermo Fisher

Scientific, Dreieich
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Gelelektrophorese

Agilent 2100 BioAnalyzer, Agilent

Technologies, Santa Clara, USA

Sequenzierautomat

Illumina HiSeq 2500/Illumina cBot, lllumina

Inc., San Diego, Kalifornien, USA

Ultraschallfragmentierer

Covaris S220 Focused-ultrasonicator, Thermo

Fisher Scientific, Dreieich

Magnetrihrer, beheizbar

Monotherm grau, H+P Labortechnik

Real-Time-PCR-System

ABI 7300, Thermo Fisher Scientific, Dreieich

ABI 7500 Fast, Applied Biosystems, Dreieich

Waérme- und

Schittelschrank

Edmund Bihler GmbH, Bodelshausen

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Falcons, 15ml/50ml

VWR, Darmstadt

ReaktionsgefaRe

Nerbe Plus GmbH, Winsen (Luhe)

0,2ml/0,5ml/1,5ml/2ml Sarstedt, Nimbrecht

PCR-Platten Flat Deck Thermo Fast 96 Detection
Plate, Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Pipetten Biohit, Rosbach

1-10u1/10-100u1/100-1000u!

RAININ Pipet-Lite XLS, Mettler, Toledo,
USA

Pipettenspitzen 0,1-10ul/10-
100p1/100-1000pl

VWR, Darmstadt

Nerbe Plus GmbH, Winsen(Luhe)
RAININ LTS Filterspitzen, Mettler,
Toledo, USA

96-Well-Platten

Twin.tec PCR plate, unskirted,

Eppendorf
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(Library Prep)

MicroAmp Fast Optical 96-Well
Reaction Plate, Thermo Fisher
Scientific, Dreieich

(Realtime-PCR Freising)

Folie 96-Well-Platten

MicroAmp Optical Adhesive Film,

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Magnetstander

(Magnetic stand)

Magnetfu-96, Thermo Fisher

Scientific, Dreieich

Deckel fur PCR-Reaktionsgefal

8er-Streifen

Nerbe Plus GmbH, Winsen(Luhe)

3.1.4 Chemikalien

Primer

Biomers.net GmbH, Ulm

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

NP40 Roth, Karlsruhe
SDS Roth, Karlsruhe
TRIS Roth, Karlsruhe
EDTA Roth, Karlsruhe
Isopropanol Roth, Karlsruhe
Ethanol Roth, Karlsruhe

Proteinase K

Roth, Karlsruhe

Exonuclease 1

ThermoFisher Scientific, Dreieich

Alkalische Phosphatase

ThermoFisher Scientific, Dreieich
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Midori Green Advance Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf
Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf
Polysorbat 20 TWEEN ©20, Sigma-Aldrich Biochemie
GmbH, Hamburg

3.1.5 Losungen, Puffer und Medien

1x PK-Puffer 0,2 M Tris
40 mM EDTA
1M NaCl
1x TE-Puffer 10 mM Tris-HCL
1 mM EDTA
50 x TAE-Puffer 2 M Tris
1 M Essigsaure
50 mM EDTA
Ad 1000 ml Wasser
Agarosegel (1,5 %) Agarose 1,5g
(Zusammensetzung fur 1x TAE-Puffer 100 ml
100ml) 5ul Midori Green Advance

3.1.6 Kommerzielle Reagenziensysteme

DNA-Vorbereitungskit TruSeq DNA PCR-free preparation kit,

(Sequenzierung) Illumina, San Diego Kalifornien, USA

DNA-Isolationskit INSTANT Virus RNA Kit, Analytik Jena,
Jena
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Library-Quantifizierungskit KAPA Library Quantification Kit, F.
Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz

Qiagen Multiplex PCR-Kit Qiagen GmbH, Hilden

KASP-Genotypisierungs- LGC-Genomics, UK

Mastermix

KASP-Genotypisierungs- Assay Mix, LGC Genomics, UK

Primer- Mix

3.1.7 Computer, EDV-Programme und Datenbanken

3.1.7.1 Computer

Notebook mit i5-Prozessor, 8 GB Arbeitsspeicher mit Betriebssystem Linux Ubuntu 14.04. & Windows

10 Dual-Boot

3.1.7.2 Computerprogramme:

Sequence Illumina®, San Diego Kalifornien, USA,

Analysis https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/
Viewer sequencing_analysis_viewer_sav/downloads.html

Bcl2fastq Illumina®, San Diego Kalifornien, USA,

https://support.illumina.com/downloads/bcl2fastq_conversion_software_

184html
Burrows- MIT Lizenz, http://bio-bwa.sourceforge.net/
Wheeler
Aligner

Samtools BSD, MIT Lizenz, http://www.htslib.org/

Picardtools | Broadinstitute, http://broadinstitute.github.io/picard/
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Beagle 4.1 B L Browning and S R Browning,
https://faculty.washington.edu/browning/beagle/b4_1.html

Genome Broadinstitute, https://software.broadinstitute.org/gatk/

Analysis

Toolkit

(GATK)

Plink 1.9 Shaun Purcell, Christopher Chang
www.cog-genomics.org/plink/1.9/

Python Anaconda Inc., https://www.anaconda.com

(Anaconda

Package)

Oligo Eurofins MWG operon, Ebersberg

Primer-

Design

Variant https://www.ensembl.org/vep

Effect

Predictor

(Ensembl)

Primer https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Design Tool

(NCBI)

Microsoft Microsoft Corporation

Office

Citavi Swiss Academic Software GmbH

APE-A M. Wayne Davis, https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/

Plasmid

Editor

SPSS IBM SPSS

GNU PSPP Free Software Foundation, Inc., http://fsf.org/
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3.1.7.3 Datenbanken

National Center for Biotechnology

Information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Ensembl genome browser 94

https://www.ensembl.org
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3.2 Methoden

3.2.1 Eingangsuntersuchung und experimentelle Infektion

Nach der 3-wochigen Eingewohnungszeit, in der sich die Tiere an das neue Futter, die neue
Umgebung sowie die regelmaRige (zwei Mal taglich) klinische Untersuchung gewohnt hatten, wurden
alle Tiere klinisch, radiologisch und sonographisch untersucht (Hoeltig et al. 2009; Reiner et al. 2014a;
Reiner et al. 2014b). Die radiologische Untersuchung erfolgte in der latero-lateralen Ebene sowie in
der dorso-ventralen Ebene. Uber eine endoskopische Untersuchung wurde eine bronchoalveolire
Lavage (BAL) mit 100 ml 0,9 % NaCl durchgefiihrt. Zudem wurden Serum- und EDTA-Blutproben
genommen. Aus der BALF wurde zum Ausschluss einer Infektion mit A. pleuropneumoniae eine PCR
(Frey 2003) sowie eine kulturelle Untersuchung durchgefiihrt. Aus den Serumproben wurden ELISA-
Tests auf das ApxIV-Toxin von A. pleuropneumoniae (IDEXX APP—ApxIV Ab Test®, Co. IDEXX
Laboratories, Maine, USA) durchgefiihrt. Aus den EDTA-Blutproben wurde DNA isoliert. Die
radiologische und sonographische Untersuchung sowie die BAL wurden in Narkose mit 20mg/kg

Ketamin und 2mg/kg Azaperon (ber eine intramuskuldre Injektion durchgefihrt.
Lediglich klinisch gesunde Tiere wurden fir den Infektionsversuch verwendet.

Die Tiere wurden in Gruppen von maximal 6 Tieren in einer spezialangefertigten Infektionskammer
einem erregerhaltigen Aerosol Giber 30 min ausgesetzt (Jacobsen et al. 1996). Dabei wurden
anndherungsweise 1x10° Bakterien verwendet, um im Aerosol eine Konzentration von 1x10?

kolonieformenden Einheiten (CFU) pro Liter Aerosol zu erhalten.

Innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Infizierung wurden die Tiere alle 2 Stunden klinisch
untersucht; nach dieser Zeitspanne zweimal pro Tag. Die Untersuchung bestand aus einer
Beurteilung des Allgemeinbefindens der Tiere in Verbindung mit der Futteraufnahme, dem
BewegungsausmaR, dem Bewusstsein, der Temperatur, ob die Tiere Erbrechen gezeigt haben und
einer detaillierten Erfassung des Atmungsapparates (Hoeltig et al. 2009). Kriterien, die zum
Ausschluss vom Versuch bzw. zur Euthanasie fiihrten, wurden von Hoeltig et al. (Hoeltig et al. 2009)
libernommen. Im Falle eines Versterbens der Tiere vor der pathologischen Untersuchung wurde dies

schriftlich festgehalten.

45



Material und Methoden

3.2.2 Pathologische Untersuchung

Am 7. Tag nach der Infektion (p.i.) wurden analog zu der Eingangsuntersuchung eine Sonografie, eine
Rontgenologie und eine Endoskopie mit BAL durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Tiere mittels
Pentobarbital euthanasiert und pathologisch untersucht. Dabei wurde die Lunge nach dem Schema
von Hannan et al. (1982) in 32 Segmente aufgeteilt. Jedes einzelne Segment wurde palpatorisch und

optisch beurteilt; nicht physiologische Segmente wurden schematisch kartiert.

3.2.3 Bakteriologische Untersuchung

Um die Besiedlung der Lunge mit A. pleuropneumoniae nach der Infektion darzustellen, wurden
Gewebeproben von jedem der sieben Lungenlappen sowie der Tonsille und einem
Lungenlymphknoten genommen und auf einem Columbia-Agar kultiviert. Dabei wurde tber die semi-
quantifizierende Methode ein Reisolationsscore gebildet. Punkte wurden von 0 (kein Wachstum von
A. pleuropneumoniae) bis 3 (Wachstum in beiden Fraktionen des Ausstrichs) (Jacobsen et al. 1996;

Maas et al. 2006b) vergeben.

3.2.4 DNA-Extraktion aus EDTA-gerinnungsgehemmtem Blut

Die DNA-Extraktion wurde mit einem Aussalzverfahren sowie anschlieBender Isopropanolfillung
durchgefihrt. Als Ausgangsmaterial stand mittels Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

gerinnungsgehemmtes Blut zur Verfligung.
Aus dem Probenmaterial wurden 5 — 10 ml in 50 ml-Greiner-Réhrchen Gberfihrt.

Das EDTA-Blut wurde auf 40 ml mit Aqua bidest. aufgefiillt, 5ml 1,8% NaCl hinzugegeben und
gemischt. Das hamolysierte Blut wurde anschlieRend bei 2500xg 30 min zentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig abgegossen und das Pellet gemischt. Die Kernlyse erfolgte durch Auffiillen auf 45 ml
Gesamtvolumen mit 0,1 % NP40 und Mischen. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 30 Minuten
bei 2500xg wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen und das Pellet gemischt. Zur Entfernung von
Proteinen wurde auf das verbleibende Pellet 2,5 ml PK-Puffer, 200 pl 10% SD.S und 25ul Proteinase

K gegeben, vorsichtig gemischt und tiber Nacht bei 56°C unter Schiitteln inkubiert. Das Aussalzen der
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Proteine erfolgte durch Zugabe von 2ml 5M NaCl -Lésung, anschlieRendem Mischen und
Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 3600xg. Der Uberstand wurde in ein 15 ml-Greiner-Réhrchen
Uberfiihrt und mit gleichem Volumen Isopropanol (Verhaltnis 1:1) Gberschichtet. Das R6hrchen
wurde vorsichtig so lange invertiert, bis die DNA vollstéandig in Form von weillen Schlieren prazipitiert
war. Die ausgefallene DNA wurde mit abgeschnittenen Spitzen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal
Uberflhrt. Das Entfernen des Gberschissigen Salzes aus der prazipitierten DNA erfolgte durch Zugabe
von 700 ul 70% Ethanol und einer Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000xg. Der Uberstand wurde
komplett verworfen und das Pellet mit 500 ul 70% Ethanol versetzt und so lange gemischt, bis das
Pellet frei beweglich war. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 15.000xg fiir 2 min. Der letzte
Waschschritt wurde noch ein weiteres Mal wiederholt, der Uberstand abgegossen und das Pellet bei
Raumtemperatur (im Schuttler) getrocknet. AbschlieRend erfolgte das Auflésen des DNA-Pellets in

100 pl TE (pH 8,0) fir 2 Stunden bei 56°C im Trockenschrank.

3.2.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde zunachst photometrisch (Nanodrop™ 1000) gemessen und auf 100
ng/ul eingestellt. Da fir die Erstellung von Bibliotheken (,/library preparation®) fir das Next-
Generation-Sequencing die DNA-Konzentration entscheidend ist, wurde die DNA-Konzentration
zusatzlich fluorometrisch (Qubit™) gemessen. Im Anschluss wurde die mittels Fluorometer (Qubit™)

gemessene DNA auf 30 ng/ul mit TE-Puffer verdiinnt.

3.2.6 Next-Generation-Sequencing (Second-Generation-Sequencing)

Die Methode des Next-Generation-Sequencing (NGS) bezieht sich auf eine Vielzahl von neu
entwickelten Sequenziertechniken, die im Zuge des ,,Human Genome Project” aufgekommen sind.
Fur die erste komplette Sequenzierung des Humangenoms wurde noch die von Friedrich Sanger 1977
entwickelte sogenannte Kettenabbruchmethode verwendet (First-Generation-Sequencing). Die
Komplettsequenzierung war jedoch mit hohen Kosten und einem hohen Zeitaufwand (ca. 10 Jahre)
verbunden, sodass die Entwicklung neuer Technologien vorangetrieben wurde. Die NGS-

Technologien, die seit 12 Jahren zur Verfligung stehen (Schuster 2008), verringerten den Zeitaufwand
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von 10 Jahren auf 4 Tage und die Kosten von 1 Mio. Euro auf derzeit 1000 Euro, und es kénnen bis zu
166 Proben parallel sequenziert werden (immer bezogen auf das Humangenom). Inzwischen gibt es
einige Firmen, die Gerate fur das Next-Generation-Sequencing vertreiben (z.B. das 454-System von
Roche, der Genome Analyzer von Solexa [lllumina] und der SoliD von Agencourt). Mittlerweile sind
bereits Systeme der dritten Generation (Third-Generation-Sequencing) in Entwicklung (Pacbio und
Nanopore), die es dem Untersucher erlauben, in kiirzerer Zeit mehr Daten zu generieren. Weiterhin
konnen langere DNA-Sequenzen an einem Stiick abgelesen werden, und die Bearbeitungszeit der
Probe von der Isolation der DNA bis hin zum Eingeben in das eigentliche System kann dramatisch

verkirzt und automatisiert werden (Nanopore).

Die Sequenzierung der Proben fir diese Arbeit wurde unter Anleitung eigenstandig an der
Technischen Universitat Miinchen am Lehrstuhl fiir Tierzucht mit einem Illumina HiSeq 2500 ™-

System durchgefiihrt. Dieses Gerat arbeitet Gber die Methode des Sequencing-by-Synthesis.

Die verdiinnten Proben werden in Form von Bibliotheken (Libraries) auf eine sogenannte FlieRzelle
(Flow-Cell) aufgetragen, die eine Beschichtung mit zu den Bibliotheken korrespondierenden
Oligonukleotiden aufweist. Nachdem sich die einzelnen Bibliotheken an die Oligonukleotide
angeheftet haben, werden die einzelnen Fragmente Uber eine PCR-basierte sogenannte
Briickenamplifikation vermehrt. Es bilden sich Bereiche mit tausenden Amplifikaten (Cluster) aus, die
innerhalb dieser Cluster die gleiche Sequenz aufweisen. Dies geschieht, um das Signal zu verstarken,
das im Rahmen des spateren Sequencing-by-Synthesis beim Einbau jeder einzelnen Base durch
Fluoreszenz entsteht. Wie bereits erldutert, verlauft anschlieBend das Ablesen der Einzelfragmente
innerhalb der ausgebildeten Cluster Uber ein Sequencing-by-Synthesis-Verfahren mittels weiterer
PCR-Reaktionen unter Verwendung von 4 verschieden fluoreszierenden, mit einem reversiblen
Terminator versehenen dNTPs, die die Sequenz eines Clusters liber eine Kamera in Echtzeit
bestimmen. Dabei amplifiziert, dhnlich wie bei einer PCR, eine spezielle Polymerase die einzelnen
DNA-Strange. Durch die innerhalb der zur Verfligung stehenden Nukleotide befindlichen reversiblen
Terminatoren kann immer jeweils nur eine Base eingebaut werden, die ein Fluoreszenzsignal abgibt,
das durch ein Kamerasystem aufgezeichnet wird. Somit werden die Sequenzen der einzelnen
Fragmente in Echtzeit wahrend der Synthetisierung der DNA bestimmt. Der komplette Vorgang des

NGS ist schematisch in Abbildung 3 und Abbildung 4 dargestellt.
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A. Library Preparation B. Cluster Amplification

Genomic DNA

l Fragmentation LI |

Flow Cell
e !
_
Adapters — — =
Bridge Amplification
=
- Cycles

l Ligation

Library

Clusters

NGS library is prepared by fragmenting a gDNA sample and ligating

Library is loaded into a flow cell and the fragments hybridize to the flow cell
specialized adapters to both fragment ends.

surface. Each bound fragment is amplified into a clonal cluster through
bridge amplification.

C. Sequencing D. Alignment & Data Anaylsis

il i,y Ml s ) {—‘

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG

Read AGATGGTATTG
Sequencing Cycles ( ) eads GATGGCATTGCAA

GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
 AGATGGCATTGCAATTTG

Data is exported to an output file l

Ref
eforence  AGATGGTATTGCAATTTGACAT

Digital Image

Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG...
Cluster 4 > Read 4: ATAC...

Text File

Sequencing reagents, including fluorescently labeled nucleotides, are added

to the flow cell and the first base is incorporated. The flow cell is imaged and the
emission from each cluster is recorded. The emission wavelength and intensity
are used to identify the base. This cycle is repeated “n” times to create a read
length of “n” bases

Reads are aligned to a reference sequence with bioinformatics software. After
alignment, differences between the reference genome and the newly sequenced
reads can be identified.

Abbildung 3 - Schematische Darstellung des Next-Generation-Sequencing (Courtesy of
1llumina, Inc.)

A Aufbereitung der Proben UGber eine Fragmentation der DNA und die Erstellung der Libraries
(Bibliotheken)

B Bindung der Libraries auf der Fliesszelle (Flow-Cell) und Bildung von Clustern der gleichen Library

C Generierung des Lichtsignals und das Ablesen der einzelnen Basen und

D Anlegen der generierten Reads an ein Referenzgenom zur Darstellung von
Einzelnukleotidpolymorphismen (Single-Nucleotide-Polymorphisms — SNPs) — hier tiirkis/rot markiert
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Verdiinnung der
Fragmentierung der Erstellung und Libraries, Einsatz in
Extraktion von DNA (chemisch, Bindung der Aufreinigung der [

hochreiner DNA der physikalisch, spezifischen Adapter Libraries iber 'Sequencing by

Bioinformatik

gewiinschten Proben enzymatisch) + (+Indizes)— Libraries magnetische Kugeln Bildung von Clustern Synthesis’

Reperatur der Enden (beads) der Libraries ube_y
Briickenamplifikation

Abbildung 4 - Schematischer Ablauf der Probenvor- und —nachbereitung fiir das NGS

Die auf 20 — 30 ng/ul eingestellte DNA (55ul) wurde im ersten Schritt Gber den Covaris $220-
Ultraschallfragmentierer nach den im TruSeq DNA PCR Free Sample Preparation Kit
vorgeschriebenen Einstellungen fragmentiert (Tastverhaltnis: 5%, PIP: 175W, Zyklen pro StoR:200,
Dauer:50s, Modus:Frequency sweeping, Temperatur:5,5-6°C). Im Anschluss erfolgte die Erstellung
der zur Sequenzierung nétigen Bibliotheken (Libraries) tiber das , TruSeq®DNA PCR-Free Sample
Preparation Kit LT“, welches die SPRI-Technologie (Solid-Phase-reversible-lmmobilization) zur
Aufreinigung der Nukleinsduren nutzt. Dabei sind die genutzten SPRI-Beads paramagnetisch und

binden DNA reversibel innerhalb eines bestimmten Millieus bestehend aus Polyetylenglycol und Salz.

Zur Aufreinigung wurden jeweils 50 pl der fragmentierten DNA in ein Well einer 96-Well-Platte
tibertragen. Nach grindlicher Homogenisierung der SPRI-Beads (hier: Purification-Beads) wurden 80
ul der Purification-Beads in jedes Well der 96-Well-Platte pipettiert und durch auf- und Abpipettieren
grindlich gemischt. Die Platte wurde fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
wurde die Platte auf einen Magnetstander gestellt; die Beads wurden magnetisiert und an den Rand
des jeweiligen Wells gebunden. 125 ul vom Uberstand wurde aus jedem Well verworfen (ohne die
Beads zu beriihren), und die am Rand des Well gebundenen Beads wurden jeweils zweimal (auf dem
Magnetstander) mit 200 ul 80-prozentigem Ethanol pro Well gewaschen, anschlieRend jeweils 30
Sekunden inkubiert und der Uberstand verworfen. Die 96-Well-Platte wurde fiir 5 Minuten getrocknet,
vom Magnetstdnder genommen und in jedes Well 52,5 ul Resuspension-Buffer hineinpipettiert, um die
Beads wieder vollstandig zu suspendieren. Nach 2 Minuten Inkubationszeit wurde die 96-Well-Platte
wieder auf den Magnetstander verbracht, bis die Lésung klar erschien. Jeweils 50 pl vom Uberstand
pro Well wurden in eine neue 96-Well-Platte pipettiert, und anschlieBend erfolgte die Reparatur der

Enden der Fragmente. Dabei wurde der End Repair Mix verwendet — ein Enzym-Mix aus unter anderem
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T4-Polynukleotidkinase und T4-DNA-Polymerase —, um die Enden der fragmentierten DNA
anzugleichen und am 5-Ende zu phosphorylieren. Dazu wurden 10 pl Resuspension-Buffer und 40 pl
des griindlich gemischten End Repair Mix auf Eis in jedes Well hinzugefuigt, griindlich gemischt und im

Thermocycler bei 30°C fir 30 Minuten inkubiert.

Die so vorbereitete fragmentierte und phosphorylierte DNA wurde wiederum durch die Zugabe einer
verdinnten Bead-Losung auf eine bestimmte GréRe (ca. 300 bp) aufgereinigt. Pro Probe wurden
109,25 pl der im Kit enthaltenen Sample-Purification- Beads mit 74,75 pl Wasser verdiinnt. Es wurden
jeweils 160 pl in jedes Well der 96-Well-Platte pipettiert und griindlich durch Auf- und Abpipettieren
gemischt. Nach 5 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Platte fir 5 Minuten auf
den Magnetstinder gestellt. AnschlieBend wurden 250 pl vom Uberstand in zwei Schritten in eine neue
96-Well-Platte tiberfiihrt sowie die verbleibenden Beads mitsamt der alten 96-Well-Platte verworfen.
Um weiterhin kleinere verbliebene DNA-Fragmente herauszufiltern, wurden wiederum 30 pl
unverdiinnter Sample-Purification-Beads in jedes Well der Platte gegeben und griindlich gemischt und
fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 96-Well-Platte wurde anschlieRend auf den
Magnetstinder gestellt und wiederum 5 Minuten inkubiert. Jeweils 138 ul vom Uberstand wurden in
zwei Schritten verworfen (insgesamt 276 ul), und die verbliebenen Beads innerhalb der einzelnen
Wells wurden in jeweils zwei Schritten mit 200 pl 80-prozentigem Ethanol 30 Sekunden lang inkubiert
(gewaschen) und der Uberstand anschlieRend wieder verworfen. Nachdem der Uberstand restlos
abpipettiert wurde, erfolgte eine Trocknungsphase vom 5 Minuten. Nach der Trocknung wurde die
Platte wieder vom Magnetstander genommen und 17,5 pl Resuspension-Buffer hinzugefiigt, wiederum
auf den Magnetstander verbracht und nach 5 Minuten (als die Lésung klar wurde) 15 pl vom Uberstand
in eine neue 96-Well-Platte Giberfihrt, mit der anschlieRend weitergearbeitet wurde. Um die 3‘-Enden
zu adenylieren, wurde nach der Zugabe von 2,5 ul Resuspension-Buffer in jedes Well der im Kit
enthaltene A Tailing Mix aufgetaut und auf Eis 12,5 pl in jedes Well gegeben. Die Platte wurde im
Thermocycler bei folgenden Einstellungen inkubiert: 37°C fiir 30 Minuten, 70°C fir 5 Minuten, 4 °C fur
5 Minuten.
Im nachsten Schritt erfolgte die Bindung der Adapter an die aufgereinigte, 3‘-adenylierte und 5'-
phosphorylierte, fragmentierte DNA. Dafiir wurde wieder jeweils 2,5 pl Resuspension-Buffer in jedes
Well hinzugefligt und die Platte anschlieRend auf Eis gestellt. Pro Well wurden 2,5 pl vom im Kit
enthaltenen Ligation Mix in jedes Well pipettiert sowie anschlieRend 2,5 pl vom jeweiligen Adapter
hinzugefugt. Da das oben erwahnte Kit als Low-Throughput (LT)-Variante genutzt wurde, waren 24
Adapter enthalten. Die 96-Well-Platte wurde anschlieRen fiir 10 Minuten bei 30°C im Thermocycler
inkubiert. Durch die Zugabe von 5 pl Stop-Ligation-Buffer und anschliefSendes griindliches Mischen
wurden die im Ligation Mix enthaltenen Enzyme (u.a. Polymerase) inhibiert. Um die erhaltenen

fertigen Libraries aufzureinigen und alle noch verbliebenen Enzyme zu entfernen, wurden die Libraries
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(DNA) in zwei weiteren Aufreinigungsschritten mittels Purification-Beads gebunden und mit 80 %igem
Ethanol gewaschen sowie in Resuspension-Buffer resuspendiert. Im ersten Aufreinigungsschritt
wurden pro Well jeweils 42,5 ul Sample-Purification-Beads hinzugefiigt, griindlich gemischt und 5
Minuten inkubiert. Nach 5-miniitiger Inkubation auf dem Magnetstander wurden 80 pl vom Uberstand
pro Well verworfen (ohne die Beads zu beriihren) und in jedes Well 200 pl 80-prozentiges Ethanol
hinzugefiigt, 30 Sekunden inkubiert und der Uberstand wiederum verworfen. Dieser Schritt wurde
noch einmal wiederholt, der Uberstand restlos abpipettiert und die Platte bei RT 5 Minuten getrocknet.
Weiterhin wurden die 96-Well-Platte vom Magnetstander genommen und 52,5 ul Resuspension-Buffer
in jedes Well hinzugegeben und gemischt, bis die Beads wieder vollstdndig im Resuspension-Buffer
suspendiert waren. Die 96-Well-Platte wurde anschlieRend wieder auf den Magnetstander gestellt,
und nach 5 Minuten 50 pl vom Uberstand aus jedem Well in eine neue 96-Well-Platte pipettiert. Diese
Aufreinigung wurde mit jeweils 50 pl Purification-Beads noch einmal wiederholt; anschlieRend wurden
20 ul der aufgereinigten fertigen Libraries (Bibliotheken) in eine neue 96-Well-Platte pipettiert, und
diese wurde mittels Stripes verschlossen. Die DNA-Konzentration der erstellten Libraries (Bibliotheken)
sowie die FragmentgroBe wurden lber die Messung mit dem Qubit™-Fluorometer und dem
BioAnalyzer von Agilent (DNA 1000 Chip) Uberprift. Der BioAnalyzer 2100 wurde mit dem Agilent-
high-Sensitivity-DNA-Assay-Protokoll betrieben, wobei die GroRe der erstellten Bibliotheken tber eine
automatisierte Gelelektrophorese, die innerhalb eines Chips stattfindet, dargestellt wurde. Eine exakte
Amplifikation der Bibliotheken Uber eine gPCR mittels spezieller Primer, die lediglich an bestimmte
Sequenzen der Adapter binden, erfolgte zusatzlich, wobei das Kapa Library Quantification Kit von Kapa
Systems verwendet wurde. Die erstellten Libraries wurden zusammen mit bereits sequenzierten
Proben bekannter DNA-Konzentration als Positivkontrolle im ersten Schritt 1 zu 1000 verdinnt (1l
Probe und 999 ul Tween [0,1 %]) und eine Verdinnungsreihe mit DNA-Konzentrationen von 20 pM, 2
pM, 0,2 pM, 0,02 pM und 0,002 pM aus den Positivkontrollen erstellt. AnschlieRend wurde 6ul Master-
Mix, bestehend aus 5ul Kapa SYBR Mastermix, jeweils 0,2 pl (10uM) Forward- und Reverse-Primer,
0,4ul Wasser und 0,2ul Rox-low, in eine 96-Well-Platte pro Well vorgelegt und jeweils 4ul verdiinnte
Probe oder Standard hinzu pipettiert. Das Programm der gPCR war wie folgt: Initiale Denaturierung
bei 95°C fur 5 Minuten und anschlieBend 35 Zyklen mit 95°C fur 30 Sekunden und 60°C fir 45

Sekunden.

Die gemessenen Bibliotheken wurden in Folge auf 2nM verdiinnt, mit NaOH denaturiert und auf ein
Tragermedium (FlieRzelle (Flow-Cell)) aufgetragen. Es wurden Paired-End-Reads mit jeweils 126 Zyklen

sequenziert.
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3.2.7 Bioinformatik

Nachdem die Sequenzierung auf dem Sequenzierautomat abgeschossen war, wurden die
ungeordneten Daten in bcl-Format den einzelnen Tieren anhand der Adaptersequenz zugeordnet
(demultiplexen) und Uber das Proramm bcltofastqg von Illumina
(http://emea.support.illumina.com/downloads/bcl2fastq_conversion_software_184.html?langsel=/d

e/) in das fastq-Format tberfihrt.

AnschlieRend wurden die Rohdaten im fastg-Format tiber das Programm Burrows-Wheeler
Alignment Software (Li et al. 2009a) mit dem mem-Algorithmus an das aktuelle
Schweinereferenzgenom Sus scrofa 11.1 (S. scrofa 11.1, Genebank assembly accession:

GCA_000003025.6) angelegt (,,aligned”).

3.2.8 Bioinformatik - Variant-Calling

Alle Programme zur Rohdatenverarbeitung wurden am Lehrstuhl fur Tierzucht der Technischen
Universitat Minchen in Freising unter der Leitung von Prof. Dr. Hans-Rudolf Fries durch interne
Skripte in der Programmiersprache Python miteinander verknlpft (analog zur Einbindung des
Programms Plink in ein Python-Skript und der Erstellung von Manhattan-Plots und Q-Q-Plots — siehe
Anhang 9.6) und tiber ein Serversystem ausgefiihrt . Der Verlauf der bioinformatischen Aufarbeitung

wird in Abbildung 5 dargestellt.

Die Qualitat der Rohdaten wurde mit FastQC

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) bewertet.

Die Rohdaten im bcl-Format (,base call file”) wurden Gber das Programm bcl2fastq von Illumina in
das fastg-Format uberfiihrt
(http://emea.support.illumina.com/downloads/bcl2fastq_conversion_software_184.html?langsel=/d
e/). Die Daten im fastg-Format wurden an das aktuelle Schweinereferenzgenom Sus Scrofa 11.1
(Genebank assembly accession: GCA_000003025.6) iiber den mem-Algorithmus der Burrows-

Wheeler Alignment Software (Li et al. 2009a) aligned.

Bei einer ersten Qualitdtskontrolle der Daten wurden mit der Software Picard
(https://broadinstitute.github.io/picard) die Read-Groups identifiziert und doppelt vorkommende
Reads markiert und entfernt. Weitere allgemeine Statistiken beinhalteten die Gesamtanzahl der
Reads, die Anzahl der Reads, die an das Referenzgenom angelegt werden konnten, die Anzahl der

Reads, die paarig vorlagen, einzelne Reads sowie Reads mit einem Gegenstlick, das auf einem
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anderen Chromosom des Referenzgenoms angelegt werden konnte. Diese Statistiken wurden mit

dem Programm Samtools (Li et al. 2009b) erstellt.

Das Erstellen der Varianten (Variant-Calling) folgte den Vorgaben des Genome Analysis Toolkit — Best
Practices Workflow (McKenna et al. 2010). Der von dem Sequenzierautomat erstellte Phred-Score,
der die Fehlerrate der Sequenzierung abschatzt, ist oft selbst fehlerhaft und muss korrigiert werden.
Daher wurde der Phred-Score mittels der Base Quality Score Recalibration (BQSR) tiber das Genome
Analysis Toolkit (GATK) neu kalibriert (DePristo et al. 2011; van der Auwera et al. 2013), wobei
Referenzvarianten des Schweinegenoms von der Ensembl-Datenbank 91 genutzt wurden. Im
nachsten Schritt wurde der HaplotypeCaller (DePristo et al. 2011; McKenna et al. 2010; van der
Auwera et al. 2013) auf die rekalibrierten Varianten angewandt. Das Programm definiert mogliche
Variantenpositionen und stellt anhand von De-Bruijn-Graphen alle moglichen Unterschiede zwischen
den Proben- und Referenz-Haplotypen dar. Durch den im Programm implementieren Smith-
Waterman-Algorithmus (Smith et al. 1981) werden dann die neu entdeckten Haplotypen mit den
Referenz-Haplotypen aligned, um alle méglichen Varianten zu erhalten. Uber den PairHMM-
Algorithmus (Poplin et al. 2017) werden dann die einzelnen Reads gegen jeden gefundenen Haplotyp
angelegt (aligned), um eine Maximal-Wahrscheinlichkeits-Matrix (Maximum-Likelyhood-Matrix) der
Reads gegen die Haplotypen zu erhalten. Auf diese Wahrscheinlichkeitsmatrix der Haplotypen
innerhalb der Reads wendet das Programm das Bayes-Theorem an, um den wahrscheinlichsten

Genotyp zu erstellen, der dann der jeweiligen Probe zugeordnet wird.

3.2.9 Qualitatskontrolle der Varianten

Zur Kontrolle der Richtigkeit und Qualitat der entdeckten Varianten wurden mehrere GATK-Filter
angewandt (DePristo et al. 2011; McKenna et al. 2010; van der Auwera et al. 2013): Dabei beschreibt
der Quality-by-Depth“(QD)-Parameter die Qualitat der einzelnen SNPs lber das Verhaltnis des vom
Sequenzierautomaten erstellten ,,Qual“-Wertes zur Sequenziertiefe. QD Werte < 2 werden als falsch-

positive Varianten herausgefiltert.

Der ,FisherStrand“-Wert (FS) beschreibt das vermehrte Vorkommen der alternierenden oder
Referenz-Allele auf einem bestimmten DNA-Strang (positiv oder negativ). Der FS-Wert sollte somit
gegen 0 tendieren. Als Grenzwert werden bei SNPs Werte < 60 und bei InDels Werte < 200

angenommen.
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Der ,,RMSMappingQuality“-Wert ist die Quadratwurzel aus dem Mittelwert der ,Mapping-Quality”,
wobei die Standardabweichung der Qualitat mit einbezogen wird. Als guter Wert sind MQ-Werte von

60 zu bezeichnen, wobei alle Varianten mit einem MQ-Wert < 40 herausgefiltert werden.

Der ,,MappingQualityRankSumTest“ vergleicht die Werte der ,,Mapping-Quality” zwischen dem
Referenz-Allel und dem alternierenden Allel. Positive Werte zeigen, dass die Mapping-Qualities, fir
das alternierende Allel hoher sind als fiir das Referenz-Allel. Als Grenzwerte werden GATK-Werte von

-12,5 (SNP) vorgeschlagen.

Der ,,ReadPosRankSumTest” testet die Position der Varianten innerhalb der einzelnen Reads. Es
werden Unterschiede der Position der alternierenden und Referenz-Allele aufgezeigt. Wenn ein Allel
immer oder haufig am Ende eines ,,Reads” vorkommt, deutet das auf einen moglichen
Sequenzierfehler hin. Negative Werte zeigen auf, dass alternierende Allele haufiger als Referenz-
Allele am Ende der Reads zu finden waren. Positive Werte zeigen auf, dass Referenz-Allele haufiger
als alternierende Allele am Ende der Reads zu finden waren. Werte von -8 (SNP) und -20 (InDel)

werden als Grenzwerte genutzt.
Zusammenfassend wurden verwendet:

e die Quality-by-Depth (QualByDepth, QD), bei dem der Quality-Score (Qual) geteilt durch die
Sequenziertiefe (Depth) dargestellt wird,

e der FisherStrand-Wert (FS), der ein Phred-skalierter p-Wert ist und Gber einen exakten
Fisher-Test bestimmt wird, um einen DNA-Strang-Bias zu entdecken,

e die RMSMappingQuality (MQ), die Quadratwurzel aus der Qualitat der Zuordnung der
einzelnen Reads (Mapping-Quality),

e der MappingQualityRankSumTest-Wert (MQRankSum), ein Mann-Whitney-Wilcoxon-
Rangsummmentest der Mapping Quality, sowie

e der ReadPosRankSumTest-Wert, der ebenfalls einen Mann-Whitney-Wilcoxon-

Rangsummentest fur die Distanz der Varianten vom Ende der Reads darstellt.

Die genannten Filteroptionen wurden mit jeweils unterschiedlichen Parametern auf SNPs und Indels
angewandt (Tabelle 4). Die gesamte bioinformatische Aufarbeitung der Rohdaten ist schematisch in

Abbildung 5 dargestellt.
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Tabelle 4 - Parameter der GATK-Filter zur Uberpriifung der Richtigkeit und Qualitéit der

Varianten

SNP Indel
QualByDepth (QD) <2 <2
FisherStrand (FS) >60 >200
RMSMappingQuality(MQ) <40 -
MappingQualityRankSumTest <-12,5 -
ReadPosRankSumTest <-8 -20
Quality >999 >999
Depth >4 >4
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Abbildung 5 - Bioinformatische Aufarbeitung der Rohdaten

3.2.10 Effekte der Varianten

Die Annotation der Varianten mit den zugehérigen Genen erfolgte mit dem Variant Effect Predictor
(VEP) von Ensembl (McLaren et al. 2016; Yates et al. 2020). Das Perl-Skript identifiziert Gene,
Transkripte, Proteine und regulatorische Regionen, die potentiell von den Basenaustauschen
betroffen sind, und gibt die Lokalisation der Varianten in Bp sowie die potentiellen Konsequenzen fir
das Protein aus. Von bereits bekannten Varianten wird die rs-Nummer (rs, ,reference sequence”)

ausgegeben.
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3.2.11 Imputation

Aufgrund der Herangehensweise dieser Arbeit, Tiere mit relativ niedriger Abdeckung zu
sequenzieren, wurden die Daten Uber eine Referenzpopulation imputiert, um die Qualitat der
Varianten zu verbessern. Daflir wurden Sequenzen von einer Population von 45 Deutsche-Landrasse-
Tieren, 46 Piétrain-Tieren, 4 Hampshire-Tieren und den von uns sequenzierten 74 ausgewahlten
Tieren verwendet, um die fehlenden oder falschen Genotypen mit Hilfe der Referenzpopulation zu
schatzen. Dafiir haben wir Gber die Variantenaufbereitung (siehe 3.2.9 Qualitatskontrolle der
Varianten) alle Varianten mit einer Abdeckung < 4 als fehlend betrachtet und diese tiber die
Imputation neu geschatzt. Die Imputation wurde mit dem Programm Beagle 4.1 mit 15 Iterationen
zur Abschéatzung der Genotypen durchgefiihrt (Browning et al. 2007; Browning et al. 2016). Die
Belastbarkeit der Genotypen, die geschatzt wurden, wurde basierend auf dem SSC 17 getestet.
Dieses beinhaltet 63.494.081 Basen (2,7 % des Sscrofa-11.1-Genoms) . Aus 1.180.160 Varianten, die
entdeckt wurden, konnten 1.100.933 Varianten alle Filter durchlaufen, und bei 456.550 Varianten
traten keine fehlenden Genotypen auf. Aus diesen 456.550 Varianten ohne fehlende Genotypen
wurden randomisiert 2000 Varianten ausgewdhlt, und jede zweite der 2000 ausgewahlten Varianten
aus allen in der Imputation verwendeten Tieren wurde auf fehlend (,missing”) gesetzt und
anschlieRend wiederum mit dem Programm Beagle Version 4.1 mit 15 Iterationen imputiert. Die
mittlere Ubereinstimmung zwischen den ,wahren” und imputierten Genotypen wurde als MaR der

Genauigkeit der Imputation betrachtet und betrug 0,9786. Somit galt die Imputation als robust.

3.2.12 Genomweite Assoziationsstudie (GWAS)

Um die erstellten und gepriften Varianten mit dem Phanotyp der Tiere zu assoziieren, wurde das
Programm Plink 1.9 verwendet (Purcell et al. 2007); die erstellten VCF-Dateien wurden Uber ein
Python-Skript in ein Plink-Format Gberfihrt (Anhang 9.6.1). Nur Varianten mit einer Frequenz des
selteneren Allels (Minor-Allele-Frequency, MAF) > 0,01, einem P-Schwellenwert > 0,001 bezogen auf
die Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht berechnet durch einen Exact-Test (Wigginton et
al. 2005) und einer fehlenden Genotypisierungsrate < 0,1 wurden in die GWAS einbezogen. Es
wurden weiterhin Phinotypen-Dateien mit einem qualitativen Phanotyp (Case/Control) sowie mit
den jeweils gemessenen Parametern als quantitativem Phanotyp erstellt. Die eigentliche
Assoziationsstudie erfolgte im Falle des qualitativen Phanotyps mittels des exakten Fisher-Tests, also
einem Modell mit fixem Effekt in einer Kontingenztabelle mit einem Freiheitsgrad (1 df), wobei
ebenfalls rezessive und dominante Modelle Giberprift wurden. Weiterhin erfolgte ein Cochran-
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Armitage-Trend-Test (Cochran 1954). Die einbezogenen quantitativen Phanotypen wurden Gber eine
lineare Regression ausgetestet. Zur Visualisierung der Ergebnisse wurde ein Python-Skript zur
Erstellung von Manhattan-Plots und Quantile-Quantile-Plots verwendet (Anhang 9.6.2 und 9.6.3).
Um dem Problem des multiplen Testens Rechnung zu tragen, das insbesondere in genomweiten
Assoziationsstudien mit vielen Markern eine Rolle spielt, wurde sowohl eine Korrektur der
Signifikanzschwelle nach Bonferroni vorgenommen (Johnson et al. 2010) als auch eine Korrektur der
Signifikanzschwelle nach Benjamini (1995) in Form der False-Discovery-Rate angewandt. Bei der
Bonferroni-Korrektur wird die Signifikanzschwelle (hier mit einem Wert von 0,05) analog zu den
durchgefiihrten Tests angehoben (Signifikanzschwelle = 0,05 /

Anzahl der eingesetzten Marker). Die False-Discovery-Rate hingegen erscheint weniger
konservativ und richtet sich gegen die als falsch zurlickgewiesenen Nullhypothesen. Dabei spielen
ebenfalls die einzelnen P-Werte der Varianten innerhalb der Benjamin-Hochberg-Prozedur und ihre
Verteilung eine Rolle (Benjamini Y 1995). Es gilt die Formel:

FDR =E(V/R|R > 0) P(R > 0), wobei V die Anzahl der Typ-1-Fehler (falsch-positiv) darstellt und

R die Anzahl der verworfenen Hypothesen ist (Reiss et al. 2012).

Das Kopplungsungleichgewicht zwischen den Varianten erfolgte tiber das Programm Haploview
(Barrett et al. 2005). Dabei werden die beiden Kopplungsungleichgewichtskoeffizienten D* und r?
vom Programm paarweise flr die einzelnen SNPs berechnet sowie graphisch in Form einer
Kopplungskarte dargestellt, die innerhalb der eingegangenen SNPs Kopplungsungleichgewichte und
Kopplungsgruppen anhand von Haplotypenbldcken aufzeigt. D beschreibt dabei den
standardisierten D-Wert, der wiederum den Unterschied der tatsachlichen und der erwarteten
Gametenfrequenz an zwei voneinander unabhangigen Genloci angibt (Mueller 2004). Der Pearson-
Korrelationskoeffizent r wird ebenfalls in Form von r? genutzt (Mueller 2004). Werte, die zu 1
tendieren, zeigen ein hohes Kopplungsungleichgewicht und somit eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass

sie gemeinsam vererbt werden.

3.2.13 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine von Karry Banks Mullis und Michael Smith im Jahre 1983
entwickelte Methode zur spezifischen Amplifikation von ausgewahlten Abschnitten einer DNA-

Sequenz. Die Schliisselentdeckung zur Durchfiihrung der PCR war eine hitzestabile Polymerase, die

59



Material und Methoden

Tag-Polymerase aus dem gramnegativen Bakterium Thermus aquaticus. Die PCR besteht aus drei
Schritten, die zusammengenommen einen Zyklus ergeben. Zur Amplifikation des DNA-Abschnittes
werden 25 — 35 Zyklen durchgefiihrt. Im ersten Schritt wird die DNA bei einer Temperatur von 94 - 96
°C in zwei Einzelstrange aufgetrennt (Denaturierung). AnschlieRend lagern sich zwei
sequenzspezifische Oligonukleotide (Primer) komplementéar an den Positiv- und Negativstrang der
DNA (Annealing). Die Anheftung der Primer findet bei einer Annealing-Temperatur von 50 — 70 °C
statt, abhdngig von der Lange und dem GC-Gehalt der Primer. Im dritten Schritt werden die Primer
verlangert (Extension, Elongation), indem die Polymerase durch Einbau von Nukleotiden (dNTPs,
Desoxynukleosidtriphosphate) den komplementéaren Strang synthetisiert. Die Elongation findet

abhéangig von der verwendeten Polymerase bei 68 — 72 °C statt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer (Anhang: Tabelle 21) wurden mit dem Programm Primer 3
des NCBI ausgewahlt. Bei der Auswahl der Primer wurde auf ein GC-Gehalt von 50 — 60 % und eine
Lange von 18 - 24 Bp geachtet. Weiterhin sollte die Primersequenz von einem G oder C umschlossen
sein und keine repetitiven Basenabfolgen enthalten. Eine Bildung von Dimeren mit sich selbst
(Selbstkomplementaritat) oder dem jeweils anderen Primer (Primer-Dimere) sollte vermieden

werden.

Alle PCRs wurden in einem Gesamtvolumen von 10 pl durchgefiihrt, bestehend aus 2x Qiagen
Multiplex Mastermix, Auftragspuffer, Primer, Wasser und DNA (Tab. 5). Die PCR-Bedingungen sind in
Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 5 - Reaktionsansatz fiir die Polymerase-Kettenreaktion

Reagenzien Volumen [ul] Endkonzentration
Master Mix (2X) 5 1x

Wasser 2 -

Auftragspuffer 1 1x

Primer Mix 1 0,4 uM

(Forward und

Reverse Primer)

DNA (50 ng) 1 5 ng/ul
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Tabelle 6 - Reaktionsbedingungen fiir die Polymerase-Kettenreaktion

Schritt Temperatur Dauer PCR-Schritt Zyklen

1 94°C 15 min Aktivierung der Tag-DNA- 1
Polymerase

2 94°C 30 sec Denaturierung 25-35

3 50-70°C 90 sec Annealing

4 72°C 30 sec Extension

5 72°C 10 min Extension 1

6 4°C oo Kiithlung

3.2.14 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Amplifikate wurden zur Uberpriifung der Liange, der Menge und der Spezifitit auf einem
1,5%igen Agarosegel bei einer Spannung von 120 V fiir 20 min aufgetrennt und die Banden auf einem
UV-Transilluminator sichtbar gemacht. Das Agarosegel enthielt den Fluoreszenzfarbstoff Midori
Green Advance, der sich zwischen die DNA-Doppelstrange lagert und bei Anregung durch UV-Licht
fluoresziert. Als GroRenstandard diente eine 100 Bp-Leiter. Die Bilder des Agarosegels wurden Gber

eine Digitalkamera in einen Rechner Gibertragen und dort archiviert.

3.2.15 Sanger-Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden fiir die Sanger-Sequenzierung enzymatisch aufgereinigt. Dabei wurden 10
ul des PCR-Produktes mit 0,5 pl Exonuklease | und 1 pl alkalischer Phosphatase versetzt und bei 37°C
fir 30 min im Thermocycler inkubiert. Die Enzyme wurden anschlieBend bei 80 °C fiir 15 min
inaktiviert. Exonuklease | baut tiberschissige Primer ab und alkalische Phosphatase dephosphoryliert
die verbliebenen dNTPs. Fir die Sequenzierung wurde zu den enzymatisch behandelten PCR-
Produkten 4pl 5uM Primer (Forward oder Reverse, siehe Primerliste im Anhang) gegeben. Die

Sequenzierung wurde von LGC Genomics durchgefiihrt.
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3.2.16 Kompetitive allelspezifische PCR

Die Kompetitive allelspezifische PCR (KASP, LGC Genomics) stellt eine spezifische Form der PCR dar,
die es dem Untersucher erlaubt, tiber ein Fluoreszenzsignal biallelische Polymorphismen (SNP, Indel)
an spezifischen Genorten nachzuweisen. Die Technik wurde von der britischen Firma LGC Genomics

entwickelt und patentiert.

Der KASP-Assay enthalt 3 verschiedene nicht markierte Primer, zwei Vorwartsprimer und einen
Ruckwartsprimer. Vorwartsprimer 1 ist spezifisch fur Allel A und Vorwartsprimer 2 spezifisch fur Allel
B. Der dritte Primer ist der gemeinsame Ruckwartsprimer flr beide Vorwartsprimer. Zusatzlich zu
den spezifischen Sequenzen werden beide Vorwartsprimer mit einer am 5‘-Ende des Primers
anhangenden, einzigartigen Sequenz (,tail sequence”) synthetisiert. Die anhdangenden, einzigartigen
Sequenzen sind komplementar zur Sequenz einer FRET-Kassette, die jeweils mit einem HEX- oder

einem FAM-Farbstoff markiert sind.

Kann einer der beiden Vorwarts-Primer mit seinem spezifischen Teil an die Sequenz mit dem
enthaltenen Polymorphismus binden, wird der Komplementarstrang synthetisiert (Zyklus 1); nur die
anhangende, einzigartige Sequenz des Vorwartsprimers verbleibt als Einzelstrang. Im zweiten und
jedem weiteren Zyklus der PCR wird dann auch die anhangende, einzigartige Sequenz des
Vorwartsprimers komplementiert, sodass an diese Sequenz die korrespondierende FRET-Kassette
binden kann. Es kommt zur Trennung von Quencher und Fluorophor und damit zum Anstieg des
Fluoreszenzsignals. Je nachdem, welches Allel in der Probensequenz vorhanden ist, kommt es bei
homozygoten Varianten zu einer HEX- oder FAM-Fluoreszenz. Bei heterozygoten Varianten wird eine
gemischte Fluoreszenz emittiert. Die Primer flr die KASP-Genotypisierung wurden von LGC Genomics
anhand der von uns eingesendeten Sequenz (jeweils 50 Bp vom Polymorphismus entfernt) erstellt
und als KASP-Assay zur Verfligung gestellt (Angang Tabelle 22). Weiterhin wurde ein KASP-Mastermix
mit den FRET-Kassetten, der Tag-Polymerase, den dNTPs, einem passiven ROX-Farbstoff als

Ausgangsreferenz und einer optimierten Puffersubstanz zur Verfiugung gestellt.

Die KASP-Genotypisierung wurde in 96-Well-Platten durchgefiihrt, wobei in jede Vertiefung 5ul des
KASP-Mastermixes, 0,14 pl des KASP Assays und 5ul DNA (< 100ng) pipettiert wurden. AnschlieRend
wurde die Platte mit einer Folie verschlossen. Die weiteren Schritte erfolgten im Real-Time-PCR-

Gerat ABI 7300.

Die Grundfluoreszenz wurde bei 35°C gemessen (,,prerun”). AnschlieBen wurde ein
Themocyclerprogramm (siehe Tabelle 7) zur Amplifikation durchgefihrt. Die entstandene

Fluoreszenz wurde daraufhin bei 35°C gemessen.
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Tabelle 7 - Reaktionsbedingungen fiir die KASP-Genotypisierung

Schritt Temperatur Dauer | PCR-Schritt #Zyklen
1 94°C 15 Aktivierung der Tag- 1
min Polymerase
2 94°C 20 Denaturierung 10
sec
61-55°C (-0,6°C pro Zyklus) 60 Annealing/Extension
sec
3 94°C 20 Denaturierung 26
sec
55°C 60 Annealing/Extension
sec
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4 Ergebnisse

4.1 Phéanotypen der Versuchstiere

Die von uns fur diese Studie infizierten Tiere waren vor der Infektion klinisch, sonographisch und
rontgenologisch gesund. Sie wurden im Vorfeld tGber serologische und molekularbiologische Tests auf
die Erreger A. pleuropneumoniae, H. parasuis, PRRSV und Influenza getestet. Alle
Untersuchungsergebnisse waren negativ. Es gab keinerlei Anzeichen von erschwerter Atmung,

Dyspnoe und erhéhter Rektaltemperatur.

Nach der Infektion war ein drastischer Anstieg der erfassten klinischen Parameter Gber den
geplanten Zeitraum von sieben Tagen zu erkennen. Am letzten Tag des Infektionsversuches waren
bei einigen Tieren hochgradige respiratorische Symptome, schlechtes Allgemeinbefinden und hohes
Fieber bis zu 41 °C zu beobachten. In der sonographischen Untersuchung dominierten primar
Kometenschweifartefakte in Zusammenhang mit Unterbrechungen der echogenen Pleurallinie.
Dominierend innerhalb der radiologischen Untersuchung erwiesen sich die zum Teil hochgradig
verschattete Bereiche, analog zu multiplen Abszessen und der typischen hdmorrhagisch

nekrotisierenden Pleuropneumonie, die im Rahmen der durchgefiihrten Pathologie auffallig wurden.

Im Verlauf des Versuchs sind 36 Tiere bereits vor dem Ablauf des siebentégigen Infektionszeitraums
verstorben oder wurden aufgrund der gravierenden klinischen Symptomatik und der Erfillung der
von unserer Arbeitsgruppe festgesetzten Cut-off-Kriterien euthanasiert. Die ermittelten Parameter
zeigen allerdings die hohe Variabilitat der Schwere der standardisierten Infektion zwischen den
verschiedenen Tieren. Der klinische Score erreichte Werte von 0 bis 35, der RHS (Respiratory-Health-
Score) zwischen 0,33 und 100. Auch der Lung-Lesion-Score (LLS) variierte zwischen 0 und 35. Fir den
Re-Isolations-Score konnten alle extremen Auspragungen von 0 bis 3 (siehe Tabelle 8) festgestellt
werden. Die groRte Bandbreite wurde fuir den RHS Score nachgewiesen. Bei einigen Tieren konnten

keinerlei Veranderungen nachgewiesen werden.
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Tabelle 8 - Klinische, pathologische und mikrobielle Parameter der 163 infizierten Tiere

Standard Oberes Unteres
Parameter Mittelwert Abweichung Minimum Maximum CI(95%) CI(95%)
Klinischer
Score 8,51 10,59 0 35 10,14 6,88
RoeS 27,53 16,74 0 50 30,10 24,96
SoS 96,91 78,3 0 200 108,93 84,89
RHS 42,61 31,28 0,33 100 47,41 37,81
LLS
(Sektion) 14,39 10,93 0 35 16,06 12,71
Tod 0,22 0,41 0 1 0,28 0,16
RelsolL 1,74 0,95 0 3 1,88 1,59

RoeS: Rontgen-Score; SoS: Sonographischer Score; RHS: Respiratory Health Score; LLS: Lung-Lesion-

Score; Tod: Versterben vor Tag 7 der Infektion; RelsoL: Re-Isolations-Score; Cl: Confidence-Interval.

Die hohe Bedeutung des RHS zur Charakterisierung des gesamten Krankheitsgeschehens ergibt sich
aus Korrelationen mit den Werten der Gbrigen Parameter und Scores zwischen 0,72 und0,92. Dabei
wurden zwischen 52,3 % (RelsoL) und 85,4 % (SoS) der Varianz der jeweiligen klinischen Werte und
Scores durch den RHS erklart (Tabelle 9). Alle Werte der Phanotypisierung folgten der

Normalverteilung.
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Tabelle 9 - Pearson-Korrelationen zwischen klinischen, pathologischen und mikrobiologischen

Werten der 163 infizierten Schweine

Klinischer
Tod Score RoeS SoS LLS Relsol
Klinischer
Score 0,96
RoeS 0,715 0,746
SoS 0,701 0,741 0,75
LLS 0,695 0,696 0,751 0,73
Relsol 0,507 0,565 0,696 0,7 0,633
RHS 0,857 0,898 0,91 0,924 0,797 0,723
Durch den
RHS erkléirte
Varianz (%) 73,4 80,6 82,8 85,4 63,6 52,3

Alle Korrelationen waren mit einem P-Wert < 0,001 statistisch signifikant.
RoeS: Rontgen-Score; SoS: Sonographischer Score; RHS: Respiratory Health Score; LLS: Lung-Lesion-

Score; Tod: Versterben vor Tag 7 der Infektion; RelsoL: Re-Isolations-Score; Cl: Confidence-Interval.

Fir die Genomweite Sequenzierung wurde DNA aus EDTA-gerinnungsgehemmtem Vollblut von 74
Tieren extrahiert. Hierfir wurden aus dem Gesamtkollektiv von 163 phanotypisierten Tieren anhand
des RH-Scores und des Sektions-Scores 37 Tiere ausgewdhlt, die sich als besonders empfindlich
gegenlber der Infektion mit A. pleuropneumoniae zeigten (Tabelle 10, empfindlich, Abbildung 6+7),
und 37 Tiere, die sich als besonders resistent erwiesen hatten (Tabelle 10, resistent, Abbildung 6+7).
Die je 37 empfindlichen und resistenten Schweine zeigten sich als signifikant unterschiedlich in
nahezu allen erfassten klinischen Werten bei einem P-Wert < 0,0001 (Tabelle 10). Lediglich die Tiere,
die vor Tag 7 verstorben waren oder eingeschldfert werden mussten, zeigten keinen Unterschied
zwischen Tieren mit intermediirem und hochgradigem RHS. Eine Ubersicht iiber alle gemessenen

klinischen Parameter zeigen die Abbildungen 22 — 26 im Anhang.
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Tabelle 10 - Einteilung der Tiere in resistent, intermedidr und empfindlich sowie die dazu

korrespondierenden Werte

Merkmal Resisitent (n=37) Intermediar (n=89) Empfindlich (n=37)
Mittelwert SF Mittelwert SF Mittelwert SF

Klinik Score 1,27 0,13 5,44 1,22 23,14 1,62
RoeS 8,84 1,08 26,65 1,62 48,32 2,13
SoS 11,84 4,47 93,35 7,88 190,54 817
RHS 9,08 1,41 38,50 3,37 86,02 2,92
LLS 1,64 0,3 13,00 1,1 30,47 0,85
Relsol 0,59 0,12 1,86 0,68 2,59 0,09
Tod 0 0 0,06 0,08 0,84 0,06

RoeS: Rontgen-Score; SoS: Sonographischer Score; RHS: Respiratory Health Score; LLS: Lung-Lesion-

Score; Tod: Versterben vor Tag 7 der Infektion; RelsoL: Re-Isolations-Score
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Abbildung 6 - Die RHS-Werte - auf der y-Achse aufgetragen gegen die 163 infizierten

phanotypisierten Tiere auf der x-Achse.
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Abbildung 7 - Die RHS-Werte - auf der y-Achse aufgetragen gegen die 74 zur Sequenzierung

ausgewdhlten Tiere auf der x-Achse.

4.2 Genomweite Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurden die jeweils 37 Tiere mit den extremsten RH- und Sektions-Scores
verwendet (Tabelle 10, Abbildung 6+7). Die Sequenzierung erfolgte als sogenannte Paired-End-
Sequenzierung, und die ausgewdhlten Proben wurden mit einer durchschnittlichen Abdeckung von
10,17 sequenziert (Abbildung 8, Anhang Tabelle 18). Allerdings sind darin zwei Tiergruppen mit 6-
facher bzw. 11-facher Abdeckung enthalten. Die geringere Abdeckung wurde bewusst gewahlt, um
Kosten einzusparen. Die fehlenden Daten wurden tber das Programm Beagle 4.1 sowie die

Sequenzdaten einer bereits sequenzierte DL-Referenzpopulation implementiert (erganzt).
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Abbildung 8 Abdeckung der Sequenzen der 74 sequenzierten Tiere

Die y-Achse enthalt die Anzahl Tiere, die x-Achse den Abdeckungsgrad der Sequenzierung.

Wir konnten 25,72 Millionen Varianten entdecken, ohne die Daten zu imputieren und weitere Filter
anzuwenden. Nach Bearbeitung der Ergebnisse mit den beschriebenen GATK-Filtern und Imputation
der verbliebenen Varianten mittels Beagle verblieben 23,197 Millionen Varianten. Im Rahmen der
genomweiten Assoziationsstudie wurde mit Hilfe des Programmes Plink die Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht geprift (Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) der
einzelnen Marker mittels eines Exact-Tests [alle Marker mit einem HWE-Wert < 0,001 wurden
herausgefiltert]). Hierzu wurde eine Minimalfrequenz flr das seltenere Allel von 0,01 (MAF)
festgelegt, um falsch- positive Varianten weitgehend auszuschieBen. In der genomweiten

Assoziationsstudie wurden schlieBlich 17.258.160 Varianten ber(cksichtigt.
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4.3 Genomweite Assoziationsstudie

Die genomweite Assoziationsstudie (GWAS) basierte anfangs auf den anhand von RHS und Sektions-
Score als besonders empfindlich (n=37) und besonders resistent (n=37) eingestuften Tieren (Tabelle
10). Die Empfindlichkeit wurde als qualitativer Phanotyp kodiert (1 oder 2). Zusatzlich wurden alle
erhobenen quantitativen klinischen Merkmale untersucht. Im ersten Schritt wurde mit Hilfe des
exakten Fisher-Tests eine grundlegende Assoziation der Phanotypen mit den Genotypen Uberprift.
Danach wurden Assoziationstests mit unterschiedlichen genetischen Modellen durchgefiihrt, bei

denen das Resistenzallel als dominant oder rezessiv angenommen wird.

Nach der Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni (Johnson et al. 2010) und anhand der
False-Discovery-Rate (Benjamini Y 1995) waren Ausschldge innerhalb der Signifikanz verschiedener
SNPs zum definierten Phanotyp basierend auf dem RHS-Wert auf den Chromosomen 2, 3,6, 7,9, 10,
12, 15 und 16 sichtbar (Abbildung 9). Diese waren jedoch unterhalb der Signifikanzgrenze nach

Bonferroni (2,84*10°).

Die vollstandigen Manhattan-Plots und Q-Q-Plots sind im Anhang zu finden (9.3.1 - 9.3.5). Um die
eventuell in den Daten vorhandenen systematischen Stratifikationen aufzudecken, wurden Q-Q-Plots
und die zugehorige genomische Inflation berechnet. Es zeigten sich keine Lambda-Werte > 1. Somit

konnten Stratifikationen vernachlassigt werden.
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Abbildung 9 - Manhattan-Plot des qualitativen Phidnotyps und des exakten Fisher-Tests der
resistenten und empfindlichen Tiere - die jeweiligen Chromosomen sind auf der x-Achse
aufgetragen und der negative dekadische Logarithmus des P-Wertes der einzelnen Varianten
ist auf der y-Achse aufgetragen. Die Signifikanzschwelle lag bei 2,84*10(rote horizontale

Linie).
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Abbildung 10 - Quantile-Quantile-Plot (Q-Q-Plot) des qualitativen Phdnotyps und des exakten
Fisher-Tests der resistenten und empfindlichen Tiere - der erwartete und beobachtete
negative dekadische Logarithmus des P-Wertes der einzelnen Varianten sind jeweils

gegeneinander aufgetragen. Die genomische Inflation Lambda wird ebenfalls angezeigt.

Somit wurden die Tiere anhand des RHS-Wertes auf 21 resistente nicht bis kaum betroffene Tiere,
105 intermediar betroffene Tiere und 37 stark betroffene Tiere eingegrenzt (Tabelle 11, Abbildung
11).

Dabei waren im Gegensatz zu den empfindlichen Tieren die resistenten kaum von den intermediaren
Tieren abzugrenzen. Da bei intermediéren Tieren jedoch urséchlich von einer gréReren Vielfalt an
involvierten Genen ausgegangen werden muss, wurden die resistenten Tiere fiir die GWAS sehr
restriktiv anhand von Steigungsanderungen im Verlauf des RHS-Wertes ausgewahlt, wobei nach Tier
21 sortiert nach dem RHS eine erhohte Steigung erkennbar war (Abbildung 11 und 12). Es wurden die
21 resistentesten Tiere ausgewahlt und den 37 empfindlichen Tieren gegeniibergestellt. Die
Assoziationsstudie ergab dabei signifikante Beziehungen (nach FDR-Korrektur; P < 0.05) von SNPs auf
den Chromosomen 2, 12 und 15 (Abbildung 13) sowie einzelne Varianten auf den Chromosomen 16,
18 und X. Es zeigten sich keine Lambda-Werte 2 1 im Q-Q-Plot (Abbildung 14). Somit konnten wir

davon ausgehen, dass keinerlei Stratifikation innerhalb der verwendeten Daten vorhanden war.
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Tabelle 11 - Einteilung der Tiere in resistent, intermedidr und empfindlich sowie die dazu

korrespondierenden Werte (58 Tiere)

Trait Resisitent (n=21) Intermediar (n=105) Empfindlich (n=37)
Mittelwert SF Mittelwert SF Mittelwert SF
Klinik Score 0.95 0.08 4.87 0.64 23.14 1.55
RoeS 4.48 0.4 24.81 1.2 48.32 11
SoS 2.43 0.63 82.81 6.32 190.54 4.34
RHS 43 0.28 34.97 2 86.02 2.5
LLS 1.29 0.31 11.34 0.63 30.47 0.8
Relsol 0.27 0.05 1.73 0.07 2.59 0.1
Tod 0 0 0.05 0.02 0.84 0.06
RHS und Steigung des RHS Wertes
45,00 18
A 16
35,0 14
£ a, 12
f; 25,0 10 %D
T &
g 20,0 g %
E 15,0 3

5,00

Abbildung 11 - Vergleich des RHS-Wertes der 37 als resistent angenommenen Tiere (y-Achse,

links — blaue Sdulen) mit der jeweiligen Steigung die zwischen den einzelnen Tieren (y-Achse,

ottt
1 2 3 45 6 7 8 9% 10

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Tiernummer

mRHS mStegung

rechts — orange Sdulen). Auf der x-Achse ist die Tiernummer nach aufsteigendem RHS-Wert

aufgetragen.
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Abbildung 12 — RHS-Werte der 58 ausgewcdihlten Tiere (21 resistent, 37 empfindlich)

-log10(P)

Chromosome

Abbildung 13 - Manhattan-Plot mit dem qualitativen Phdnotyp und 21 resistenten Tieren
gegentiber 37 empfindlichen Tieren - Auf der x-Achse sind die Chromosomen und auf der y-
Achse der negative dekadische Logarithmus des P-Wertes dargestellt. Die rote horizontale
Line beschreibt die Signifikanzschwelle nach Bonferroni-Korrektur und die griine horizontale

Linie zeigt die Signifikanzschelle nach False-Discovery-Rate.
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Abbildung 14 - Q-Q-Plot zugehdrig zu Abbildung 13 - Der erwartete negative dekadische
Logarithmus des P-Wertes ist auf der x-Achse und der beobachtete negative dekadische
Logarithmus des P-Wertes ist auf der y-Achse aufgetragen. Die genomische Inflation Lambda

wird ebenfalls als Wert angegeben.

4.4 Annotation und kodierende Varianten

Uber das Programm Variant Effect Predictor (VEP) von Ensembl wurden die Varianten annotiert und
somit ihre eventuelle Position innerhalb von Genen sowie ihre Auswirkungen auf die Transkription
dieser Gene bestimmt. Im nachsten Schritt konnten aus den 17 Millionen Varianten, die in die
Assoziationsstudie eigegangen waren, 783.569 Varianten im kodierenden Bereich des
Schweinegenoms herausgefiltert und durch eine weitere Assoziationsstudie eine signifikant mit dem
qualitativen Phanotyp assoziierte Variante auf SSC15 mit einem p-Wert von 3,806e-8 identifiziert

werden(15_128476618; Abb. 15 und 16, Tabelle 12), die auch innerhalb der Assoziationsstudie mit
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allen Varianten nach FDR signifikant assoziiert war. Die Variante befindet sich im 3‘-UTR Bereich des

Collagen-IV-Gens (COL4A4).

5]

-log10(P)
=

Chromosome o
Abbildung 15 - Manhattan-Plot mit dem qualitativen Phdnotyp und 21 resistenten Tieren
gegenliiber 37 empfindlichen Tieren - Die rote Linie markiert die Signifikanzgrenze (0,05) nach
Bonferroni-Korrektur. Auf der x-Achse sind die Chromosomen und auf der y-Achse der

negative dekadische Logarithmus des P-Wertes dargestellt.
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Abbildung 16 - Q-Q-Plot zu Abbildung 15

Die nach Bonferroni-Korrektur und False-Discovery-Rate signifikanten Varianten sind in der Tabelle
12 dargestellt, wobei lediglich ein Teil der SNPs validiert wurde. Eine Variante auf Chromosom 15
(15_128471464) war genomweit signifikant (P= 1,24x10°) (Tabelle 12). Ein Hauptanteil der SNPs liegt
in Intron-Bereichen von Genen auf Chromosom 2 (F-Spondin-Gen [SPON1]), Chromosom 12 (Platelet-
and-Endothelial-Cell-Adhesion-Molecule-1-Gen [PECAM1]) und Chromosom 15 (Collagen-Type-IV-
Gen [COL4A4; COL4A3] sowie Rhomboid-Domain-Containing-Protein-1 [RHBDD1]; Tabelle 12 und 13).
Einzelne signifikant assoziierte Varianten liegen zusatzlich auf Chromosom 16, 18 und X. Um die zu
validierenden Varianten einzugrenzen und eine sinnvolle Auswahl der signifikant mit dem Phanotyp
assoziierten Varianten treffen zu kénnen, wurden Lage und Funktion der Varianten innerhalb der
Gene und die mogliche funktionelle Bedeutung der Gene im Pathogenitdtsmechanismus

herangezogen (Tabelle 13).
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Ergebnisse

Die in Tabelle 12 gezeigten Varianten wurden mittels Sanger-Sequenzierung als Goldstandard oder
mit Hilfe der KASP-Genotypisierung validiert. Dabei zeigten sich etliche Abweichungen mit Blick auf
die NGS. Die verwendeten Primer, die fiir die Sequenzierung der Varianten bzw. die zugrunde

gelegten Sequenzen verwendet wurden, sind im Anhang zu finden (Tabelle 21 und 22).

Fur die validierten Genotypen wurden anschlieBend die Assoziationen mit den vorliegenden
Phanotypen und die Schatzer fur die einzelnen Genotypen und Allele berechnet (Tabelle 14). Die
dargestellten Varianten (Tabelle 14) auf den Chromosomen 2, 12 und 15 zeigten signifikante
Auswirkungen auf die phanotypischen Merkmale. Unter den homozygoten Tragern der glinstigen

Genvariante auf SSC 15 traten keinerlei Todesfille auf (Tabelle 14).
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Ergebnisse

Die SNPs auf SSC 2 (2_45022788), 12 (12_14641621) und 15 (15_128476618) erklarten einzeln bis zu
33 % der Varianz. Die entsprechenden erklarten Varianzanteile lagen fiir die SNPs auf SSC12, 15 und
2 bei 19,9, 18,5 bzw. 33 %. Dabei konnte die einzelne Variante auf SSC 2 den RHS-Wert von einem
Mittelwert von 57,3 (Genotyp C/C, Abbildung 17) auf einen Wert von 25,4 (Genotyp T/T, Abbildung
17) senken. Die einzelne Variante auf SSC 12 konnte den RHS-Wert um 61,5 Punkte von 93,7
(Genotyp G/G, Abbildung 17) auf 32,2 (Genotyp A/A, Abbildung 17) senken und die Variante auf SSC
15 konnte den RHS-Wert von 62,5 (Genotyp T/T, Abbildung 17) auf 8,3 (Genotyp T/T, Abbildung 17)
senken. In Kombination erklarten die drei SNPs bis zu 52,8 % der phanotypischen Varianz (Tabelle

14). Der kombinierte Genotyp war zudem signifikant (P=1,09e-11) mit dem RHS korreliert.

Tabelle 15 - Assoziation der verschiedenen Marker mit dem RHS-Wert

Wald-chi- ANOVA p-  erklarte
Marker (SSC_Position) Methode square Test p-Wert Wert Varianz
Chr2:45022788 Sanger 36,285 1,32E-08 <0.0001 33%
Chr12:14641621 Sanger 18,34 1,34E-03 <0.001 19,9%
Chr15:128476618 Kasp 14.997 5,54E-04 0.001 18.5%
Kombination 77.78 1,09E-11 <0.0001 52,8%

Bei gleichzeitiger Verwendung aller 3 SNPS (Tabelle 15) bestétigte sich der additive genetische
Charakter der Marker. Trotz verbliebener Restvariation innerhalb der verglichenen Tiergruppen
ergab sich ein hochsignifikanter Riickgang des RHS mit steigendem Anteil glinstiger Genvarianten aus
den 3 SNPs. Schweine mit 6 oder 5 unginstigen Genvarianten (jeweils homozygote Trager der
ungunstigen Varianten an den Markern auf SSC2, 12 und 15) hatten einen durchschnittlichen RHS
von 82,9 - 91,7, Schweine mit 6 giinstigen Genvarianten hingegen nur einen RHS von 8,3.
Insbesondere beim Vorliegen von mindestens 5 aus 6 giinstigen Genvarianten zeigte sich eine
signifikante Verbesserung des RHS und damit einhergehend auch eine signifikante Verbesserung aller

erfassten klinischen, pathologischen und mikrobiologischen Merkmale (Tabelle 16).
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Abbildung 17 - Mittelwerte und Standardabweichung des RHS-Wertes bezogen auf die
gefundenen Varianten auf SSC2, SSC 12 und SSC 15 mit den einzelnen Genotypen (Die Zahl
in Klammern stellt die Fallzahl dar).
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Einfluss der Alele auf don RHS Wert

o

Abbildung 18 - Mittelwerte und Standardabweichung des RHS-Wertes bezogen auf den
kombinierten Effekt der positiven Varianten auf SSC 2 (2_45022788), SSC 12 (14641621) und
SSC 15 (15_128476618).
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4.5 Kopplungsungleichgewicht

Um Hinweise auf weitere, eventuell nicht-synonyme SNPs im Bereich der bislang ndher untersuchten
SNPs mit den hochsten Assoziationen zum Phanotyp zu generieren, wurden tUber das Programm
Haploview Kopplungsungleichgewichte bezogen auf die innerhalb des jeweiligen Gens vorhandenen
nicht synonymen und somit potenziell kodierenden Varianten und die signifikant mit dem Phanotyp
assoziierten Varianten berechnet und grafisch dargestellt (siehe Abbildung 19-21), um Verbindungen
mit kodierenden SNPs aufzuzeigen. Die genotypisierten Varianten (Tabelle 14 und 15) waren im
Kopplungsungleichgewicht (Abbildung 19-21, rote Blocke) mit mehreren synonymen SNPs. Im
SPON1-Gen auf Chromosom 2 konnten wir 4 verschiedene synonyme Varianten im Zusammenhang
mit der Variante 2_45022788 mit einem D‘-Wert (Kopplungsungleichgewichtskoeffizient, siehe
Material und Methoden) tber 0,9 und einem LOD-Score > 2 nachweisen (2_44976154; 2_44980598;
2_44980619 und 2_44983713). Im PECAM1 (CD31)-Gen auf Chromosom 12 waren 2 synonyme
Varianten im Kopplungsungleichgewicht mit der Variante 12_14645074 - mit einem D’-Wert von 1
und einem LOD-Score >2 (12_14694204; 12_14695674).

Innerhalb des Collagen-1V-Gens (COL4A4) auf Chromosom 15 konnten 2 synonyme SNPs
(15_128567108, 15_128589706), neun 5‘-UTR-Varianten
(15_128549438;15_128550342;15_128552323;15_128552335;15_128556890; 15_128587197;
128595419; 15_128562624) und sechs Varianten innerhalb einer Splice-Region (15_128549407;
15_128512619; 15_128512617; 15_128595586 und 15_128611960) nachgewiesen werden. Alle SNPs
hatten einen D*-Wert > 0,9 und einen LOD-Score > 2 mit Bezug auf die SNPs 15_128476618 und
15_128600706.
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Haploview: SPON1-Gen kodierende Varianten (Chr.2)
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Abbildung 19 - Kopplungsungleichgewicht (LD-Plot) fiir das SPON1(f-Spondin)-Gen

Die markierte Variante (2_45022788) stellt die signifikant assoziierte Variante auf Chromosom 2 dar.

Die Nummer innerhalb der Boxen zeigt den D’-Wert (Wert / 100) an.

Rote Kasten ohne eine Nummer zeigen einen D’-Wert von 1 an und sind im

Kopplungsungleichgewicht zueinander.
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Haploview: PECAM1-Gen kodierende Varianten (Chr.12)
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Abbildung 20 - Kopplungsungleichgewicht (LD-Plot) fiir das PECAM1(CD31)-Gen

Die Varianten 12_14645074 12_14641621 stellen die signifikant assoziierten Varianten auf

Chromosom 2 dar. Die Nummer innerhalb der Boxen zeigt den D’-Wert (Wert / 100) an.

Rote Kasten ohne eine Nummer zeigen einen D’-Wert von 1 an und sind im

Kopplungsungleichgewicht zueinander.
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Haploview: COL4A4-Gen kodierende Varianten(Chr.15)

Abbildung 21 - Kopplungsungleichgewicht (LD-Plot) fiir das COL4A4-Gen

Die markierte Variante (15_128476618 und 15_128600706) stellt die signifikant assoziierte Variante
auf Chromosom 2 dar. Die Nummer innerhalb der Boxen zeigt den D’-Wert (Wert / 100) an. Rote
Kasten ohne eine Nummer zeigen einen D’-Wert von 1 an und sind im Kopplungsungleichgewicht

zueinander.

Das Programm Haploview stellt hierfiir die Kopplung der verschiedenen Varianten wie bereits
beschrieben in verschiedenen Rotténen dar und bildet automatisch potentielle Kopplungsgruppen als
Blocke (Block) ab. Besonders auf SSC 15 (Abbildung 21) wird ein hohes Kopplungsungleichgewicht
zwischen den markierten sequenzierten Varianten und anderen nicht-synonymen potentiell
kodierenden Varianten deutlich. Auf SSC 2 (Abbildung 19) liegt die sequenzierte Variante innerhalb
eines vom Programm errechneten Haplotypen-Blocks, was ebenfalls ein hohes
Kopplungsungleichgewicht der darin enthaltenen SNPs aufzeigt. Auch auf SSC 12 wird das hohe
Kopplungsungleichgewicht zwischen den beiden sequenzierten Varianten (12_14641621 und
12_14645074) deutlich (D* =0,85; Abbildung 20). Diese zeigten ebenfalls Kopplungsungleichgewichte

mit zwei anderen Varianten.
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4.6 Uberprifung der Marker innerhalb einer kommerziellen Population

Die Marker 2_45022788, 12_14645074 (12_14641621), 15_128476618 und 15_128600706 wurden

anschlieRend Uber die bereits fur die Phanotypisierung verwendete Deutsche-Landrasse-Population

getestet. Hierfir wurden weitere 125 Tiere infiziert, phdanotypisiert und anhand der etablierten

Marker Gber Sanger-Sequenzierung und KASP-Genotypisierung mit den Phdnotypen assoziiert. Dabei

konnte die Assoziation der Marker auf SSC12 nicht eindeutig bestatigt werden. Der Effekt auf SSC2

und 15 konnte jedoch bestatigt werden (Tabelle 17).

Tabelle 17 - Modelleffekte der 3 verschiedenen Varianten auf die Resistenz der infizierten

Tiere
SNP Wald-Chi-Quadrat Signifikanz (P-Wert)
2_45022788 10,175 0,006
12_14645074 1,129 0,569
15_128476618 7,826 0,020
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5 Diskussion

5.1 Phanotyp

Analog einer Reihe von Studien wurde die hochgradige Empfanglichkeit von Schweinen innerhalb der
Deutschen Landrasse bestatigt; 36 der infizierten Schweine verendeten oder mussten bereits vor Tag
7 der Infektion euthanasiert werden (Gregersen et al. 2010; Hoeltig et al. 2009; Reiner et al. 2014a;
Reiner et al. 2014b; Sgrensen et al. 2011). Andere Schweine zeigten hingegen nur geringe
Auswirkungen der Infektion. Der Respiratory Health-Score variierte von Minimalwerten unter 10 bis
iber 90 (Tabelle 8 und 10, Abbildung 6+7). Diese ausgepragte Variabilitat war auch fir die Gbrigen
Phanotypen (Klinik, Sektion, Mikrobiologie) nachweisbar (Tabelle 8 und 10, Abbildungen 22-26 im
Anhang). Diese Segregation innerhalb der ausgewahlten Schweinepopulation war
Grundvoraussetzung fir die Durchfiihrung einer genomweiten Assoziationsstudie. Hieraus konnte
auch die Eignung des verwendeten Infektionsstammes AP76 (Serotyp 7), der als weniger pathogen
gilt als Stimme des Serotyps 2 (Jacobsen et al. 1996; Maas et al. 2006a) und dessen Potential zum
Hervorrufen schwerer Pleuritiden bestdtigt wurde. Obwohl der Serotyp 7 als weniger pathogen gilt
als Serotyp 2, kann dieser jedoch schwerwiegende Probleme innerhalb von Schweinepopulationen
verursachen (Gottschalk et al. 2015) und wird somit als virulent beschrieben (Frey 2003). Weiterhin
gewahrleistet die Infektion mit dem Serotyp 7 eine deutliche Segregation innerhalb verschiedener
Schweinepopulationen, wie in den Arbeiten von Reiner et. al (2014a; 2014b) und Hoeltig et al. (2009)

beschrieben.

5.2 Genetische Resistenz

Bisherige Studien zur Resistenz gegen die Pleuropneumonie basierten auf Genotypisierungen mit
geringer Markerdichte in Form von QTL-Studien (Gregersen et al. 2010; Hoeltig et al. 2009; Reiner et
al. 2014a; Reiner et al. 2014b; Sgrensen et al. 2011). Dabei konnte die Arbeitsgruppe um Gregersen
et al. sechs signifikante QTL auf SSC2, 8, 12, 13, 14 und 18 in einer Studie mit 7470 Tieren
nachweisen, wobei die Genotypen mit dem Vorhandensein einer dorso-kaudalen chronischen
Pleuritis an Schlachtlungen assoziiert wurden. Einige dieser QTL konnten in einer Studie von Reiner et
al. (2014a) bestatigt werden. Diese Studie wurde an 170 F2-Kreuzungstieren der Rassen Hampshire
und Deutsche Landrasse durchgefiihrt. Die Founder-Rassen waren zuvor als signifikant
unterschiedlich hinsichtlich der Resistenz gegen Pleuropneumonie charakterisiert worden (Hoeltig et

al. 2009). Die Kreuzungstiere segregierten deutlich im Hinblick auf ihre Phdnotypen. So konnten 7
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QTL auf den Chromosomen 2, 6, 12, 13, 16, 17 und 18 nachgewiesen und dabei die von Gregersen et
al. (2010) identifizierten Loci bestatigt werden, zumindest was die beteiligten Chromosomen
anbelangt. Die Problematiken der vorhergehenden Studien ergeben sich jedoch aus der stark
eingeschrankten Markerdichte, der Verwendung von F2-Kreuzungstieren und den recht niedrigen
Tierzahlen. Daher sollte mit dem aktuellen Versuch das Ziel verfolgt werden, eine hohere Genauigkeit
der Kartierung von QTL durch Ausbau der Markerdichte und Verkleinerung der Kopplungsgruppen in
wenig verwandten Schweinen einer kommerziellen Schweinepopulation (im Gegensatz zu den F2-
Tieren) zu erreichen. Hierzu wurde dieselbe DL-Population verwendet wie in der Studie von Reiner et
al. (2014a). Wahrend in jener Studie jedoch nur die empfindlichsten DL-Schweine als Founder
eingesetzt wurden, konnte fiir den vorliegenden Versuch die seit der Untersuchung von Hoeltig et al.
(2009) bekannte Segregation des Merkmals innerhalb der DL-Population genutzt werden. Aus
Grinden des Tierschutzes und aufgrund der Kosten fiir das Projekt konnte die Tierzahl nicht
wesentlich gesteigert werden, doch die hohe Markerdichte, die durch Genotyping-by-Sequencing,
d.h. durch genomweite Sequenzierung aller beteiligten Einzeltiere in geringer Abdeckung, erreicht
wurde, und die kurzen Kopplungsgruppen einer seit vielen Generationen im Austausch stehenden
Population versprachen in Kombination mit der bereits erprobten akkuraten Infektion und
Phanotypisierung der Tiere eine Chance darauf, zumindest Gene mit Hauptgencharakter entdecken
zu konnen, sofern diese vorhanden waren. Diese Chance schien nutzungswiirdig, obwohl aufbauend
auf den Vorversuchen mit Kandidatengenen zu rechnen war, die einzeln deutlich weniger als 100 %

der phanotypischen Varianz erklaren wiirden.

5.3 Next-Generation-Sequencing

Zahlreiche Studien belegen, dass von wenigen Ausnahmen abgesehen nicht mit einer monogenen
Kausalitat von Krankheitsresistenzen zu rechnen ist (Mdller et al. 1991; Pooley et al. 2019; Reiner
2009). Dies galt den Vorversuchen entsprechend auch fir die Resistenz des Schweins gegen A.
pleuropneumoniae (Reiner et al. 2014a). Damit musste - unter weitgehendem Ausschluss
unsystematischer Umwelteffekte - eine hohe Genauigkeit der Phanotypen erreicht werden, um auch
Gene mit geringerer atiologischer Valenz kartieren zu kdnnen. Diese Bedingung war aufgrund der
erarbeiteten Methoden zur standardisierten Infektion und exakten und umfangreichen
Phanotypisierung, in deren Zentrum der Respiratory Health Score (RHS) stand (Hoeltig et al. 2009),
erflllt. Damit war gleichzeitig die Forderung nach einem aussagekraftigen Zielparameter, der den
Phanotyp bestmdglich abbildet, erfullt (Bishop et al. 2014). Aus 163 infizierten Tieren konnten tiber

den Respiratory Health Score die jeweils 37 resistentesten und empfindlichsten Tiere ausgewahlt
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werden. Die empfindlichen Tiere waren von allen anderen tiber einen signifikanten und abrupt
verlaufenden Anstieg des RHS von 60 auf 90 deutlich abzugrenzen. Tiere mit den niedrigsten RH-
Scores unterschieden sich hingegen nur wenig von Tieren mit intermedidrem RH-Score. So war es
schwierig, eine Grenze dhnlich wie die am Ubergang zu den empfindlichen Tieren zu ziehen. Nach der
Common-Disease-common- Variant-Hypothese beeinflussen viele hdufig in der Population
vorkommende Allele die Krankheitsresistenz, wodurch es ohne einen ausreichend abgegrenzten
Phanotyp nicht moglich ist, die betreffenden Allele zu identifizieren (Duerr et al. 2006; Sillén et al.
2008). Da also davon ausgegangen werden musste, dass sich die RH-Scores mehr und mehr
verschlechtern wiirden, je mehr Genvarianten einen Beitrag zu dessen Auspragung zeigen wiirden
(nicht zuletzt aufgrund zunehmender Anteile an Mischerbigen), und die Zielsetzung in erster Linie
verfolgte, die wenigen wesentlichsten Kandidatengene zu erarbeiten, wurden nur die extremsten
Schweine mit dem starksten Resistenzgrad als ,resistente” Tiere ausgewahlt. Diese 21 Tiere lagen vor
einem ersten leichten Sprung der RHS-Werte (siehe Abbildung 7 + 11). Ein zweites Problem war, dass
sich aufgrund der hohen Anzahl an eingesetzten Markern (Uber 17 Millionen) und dem sich daraus
ergebenden Problem des multiplen Testens extrem hohe Signifikanzniveaus ergaben (Korrektur der
Wahrscheinlichkeitswerte nach Bonferroni und nach der False-Discovery-Rate [FDR; (Benjamini Y
1995; Johnson et al. 2010)]), die auch im giinstigsten Falle von Genen mit geringeren erklarten

Varianzanteilen nicht mehr erreicht werden kénnen.

Die vorliegende Arbeit konnte die QTL der Arbeitsgruppen Gregersen et al. (2010)und Reiner et. al
(2014a)auf den Chromosomen 2 und 12 bestétigen. Dabei war jedoch die Position des von Reiner et
al. beschriebenen QTL an einer anderen Position auf SSC 2 als die signifikante Region in der hier
vorliegenden Studie. Die zentrale Position des QTL kann auf 145 MB auf SSC 2 geschatzt werden, mit
einer relativ kleinen Breite von ca. 6,6 MB. Das Zentrum der signifikanten Region auf SSC 2 in der
gegenwartigen Studie befand sich an der Position 49,5 MB mit einer Breite von 9 MB. Dabei sollte
aber erwahnt werden, dass diese Region potentiell mehr als ein Kandidatengen beinhalten kénnte
und sich Uber zwei engere Bereiche mit signifikanten SNPs im Bereich um 45 MB und um 54 MB
ersteckte. Besonders in der hier aufgefiihrten Region ist die Annotation in groReren Bereichen
teilweise unvollstdndig, was die Suche nach mdglichen Kandidatengenen erschwerte. Einige SNPs der
45-MB- Region Uberlappten jedoch mit dem SPON-1-Gen, welches nicht zuletzt innerhalb der
Pathogenese von A. pleuropneumoniae als homolog-physiologisches Kandidatengen eine Rolle
spielen konnte.

Der QTL auf SSC 12 (Reiner et al. 2014a) zeigte einen Peak zwischen 5 und 63 MB des Chromosoms
mit einem Konfidenzintervall von ca. 78 MB. Die signifikant assoziierte Region auf SSC 2 der hier
vorliegenden Studie befand sich an der Position 14 MB auf SSC 12 mit einer geringen Breite von 4,7
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kB, welche das PECAM-1-Gen als homolog-physiologisches Kandidatengen einschlieft. Die Studie von
Reiner et. al (2014a) konnte allerdings keine Variante auf SSC 15 kartieren. In der hier vorliegenden
Studie konnte ein grofRe Anzahl von signifikant assoziierten SNPs um die 128 MB-Region auf SSC 15
iber 3,3 MB nachgewiesen werden, wobei speziell Varianten innerhalb der beiden Gene RHBDD und

COL4A4 auffallig wurden, die es in weiteren Studien zu betrachten gilt.

SNPs und vorliegende Kopplungsungleichgewichte fiihrten somit zu Genvarianten auf SSC2, 12 und
15, die signifikant mit den Resistenzphanotypen assoziiert waren. Die meisten dieser Varianten lagen
in Intron-Bereichen oder zwischen unterschiedlichen Genen (Tabelle 12 und 13). Lediglich die
Variante rs339180611 auf SSC15 wurde als eine 3’-UTR-Variante innerhalb der Alphakette des
Kollagen-IV identifiziert. Nach einer Kopplungsanalyse zwischen den nicht-kodierenden Intron- und
intergenetischen Varianten und allen kodierenden Varianten der betroffenen Gene konnten hohe
Kopplungswerte zwischen den genotypisierten Varianten und kodierenden Varianten festgestellt
werden (Abbildung 19 - 21). Kiinftigen Studien bleibt es allerdings vorbehalten, die eigentlich

funktionelle Genvariante innerhalb dieser Kopplungsgruppe zu identifizieren.

Varianten auf SSC 16 und 18 innerhalb der groben QTL-Regionen der Vorstudien traten ebenfalls auf.
Sie waren jedoch lediglich durch singuldre SNPs vertreten; dieser Befund spricht gegen eine

tatsachlich funktionelle Variante in diesem Bereich (Fries, pers. Kommunikation).

5.4 SNPs auf SSC 2

Die assoziierten Varianten auf Chromosom 2 kénnen bis zu 32,9 % der phanotypischen
Gesamtvarianz erklaren. Dabei fillt eine Tendenz zur Uberdominaz in einigen signifikant assoziierten
SNPs auf, da der heterozygote Genotyp einen hoheren RHS-Wert aufweist als beide homozygoten
Genotypen (Tabelle 13). Eine Erklarung fiur dieses Phanomen ware ein sich berdominant
verhaltendes Allel analog dem Dr3/Dr4-Risikogenotyp, der im Bereich der humanen Insulinregulation
aufgedeckt wurde (Smigoc Schweiger et al. 2016), oder die polare Uberdominanz eines SNP zwischen
dem DLK1-Gen (,delta-like homolog” [Drosophila]) und dem MEG3-Gen (,maternally expressed gene
3“), einem nicht-Protein-kodierenden Gen vom Callipyge-Schaf (Cockett et al. 1996; Schulze-Koops et
al. 1992), das eine Hochregulierung der Elterntier-allelspezifischen Gene (,,parent-of-origin“)
verursacht (Bidwell et al. 2014) und somit eine erhohte Muskelmasse innerhalb von Schafen mit
heterozygotem Genotyp zur Folge hat. Andererseits konnte lediglich die Fallzahl, die innerhalb der
heterozygoten Gruppe von rs332803837 recht niedrig ausgefallen war, einen solchen Eindruck

aufgrund eines weniger zuverlassigen Mittelwertes vermitteln.
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Die signifikanten Varianten auf SSC 2 waren hauptsachlich Introns oder intergenetische Varianten,
wobei einige innerhalb des oder in unmittelbarer Nahe zum F-Spondin-Gen lagen. Das F-Spondin-
oder Spondin-1-Gen wird in der Literatur als extrazelluldres Matrixprotein und Adhdsionsmolekdl in
Vertebraten beschrieben, das sich in der Embryonalentwicklung an die Grundplatte anheftet und die
Axon-Entwicklung steuert (Lee et al. 2016). Weiterhin wurde beschrieben, dass SPON-1 die
Ausschittung von Zytokinen wie Interleukin-6 als Entziindungsantwort beeinflusst, speziell in
Verbindung mit der LPS-Bindung an die glatte Muskulatur von Gefden in Mausen (Lee et al. 2016).
Bruun et al. (2012)konnten eine Hochregulation in den Matrixmetalloproteinasen 9 und 12 bezogen
auf Lungeninfektionen von Schweinen nachweisen . Matrixmetalloproteinasen wirken in vielen Fallen
als erste Barriere gegenuber der Infektion mit gramnegativen Bakterien, wobei das F-Spondin an der
Ausschittung der Matrixmetalloproteinase 9 beteiligt sein dirfte (Lee et al. 2016). LPS spielt eine
Schliisselrolle sowohl bei der Pathogenese der Pleuropneumonie als auch fiir die zellulare Abwehr im
Allgemeinen (Cho et al. 2005) und fiir die Schadigung von Endothelien und GefaRen im
Lungengewebe. Sie sind somit ein wichtiger Virulenzfaktor von A. pleuropneumoniae und als solcher
mitverantwortlich fiir die Ausbildung der typischen Lasionen im Lungengewebe insbesondere im
akuten Verlauf (Auger et al. 2009; Chiers et al. 2010)und fiir das Auftreten plétzlicher Todesfalle im
perakuten Verlauf(Gottschalk 2012). Somit kdnnte eine Variante innerhalb des kodierenden
Bereiches des Spondin-1-Gens protektive Auswirkungen auf die LPS-Abwehr-Achse im Rahmen einer
A. pleuropneumoniae-Infektion nehmen. In der vorliegenden Studie konnten zwar nur Intron-
Varianten entdeckt werden. Diese waren jedoch mit der Auspragung des Phanotyps signifikant
assoziiert. Sowohl Intron-Varianten als auch synonyme Varianten kénnen jedoch Effekte auf das
mRNA-Splicing, die mRNA-Stabilitdt, die mRNA-Struktur und das Falten der Proteine haben (Hunt et
al. 2009; Wang et al. 2015). Weitere Studien sind notwendig, um die tatsdchliche Funktion und die

funktionelle Genvariante zu erarbeiten.

5.5 SNPsaufSSC12

Auch bei dem Polymorphismus auf SSC12 (Tabelle 11,12,13) handelt es sich um ist eine Intron-
Variante. Sie liegt im PECAM1 (,platelet and endothelial cell adhesion molecule 1“)-Gen und kann bis
zu 19,9 % der phénotypischen Varianz erklaren. Das Gen gehort zu der Familie der ITBIM (,,ig-
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif“), welche die hamatopoetischen Zellfunktionen, die
Leukozyten-Transmigration, das Gleichgewicht des Immunsystems, die Blutgerinnung tiber
Thrombozyten, die Unterdriickung von Apoptosemechanismen und die vaskuldre Durchlassigkeit

steuern (Liao et al. 1997; Newton et al. 1997; Sun et al. 1996; Xie et al. 1993).In einer Studie von
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Maas et al. (2005) wurden M&use mit einem ausgeknockten PECAM1- Gen mit Lipopolysacchariden
behandelt. Dabei waren die Mause ohne funktionierenden CD31-Rezeptor empfanglicher fir die
Auswirkungen von LPS als die Kontrollgruppe. Lovelace et al. (2013)konnten hingegen zeigen, dass
Mause, denen der CD31- Rezeptor fehlt, resistenter gegeniiber einer Infektion mit Salmonella
typhimurium sind als Wildtyp-M&use mit intaktem PECAM1-Gen. Sie konnten die Funktion von
PECAM1 mit seinem hohen Gehalt an Mannoseresten und N-Acetylglucosaminen als
Adhésionsrezeptor fur Salmonella typhimurium belegen. PECAM1 erscheint also als ein moglicher
Adhasionsfaktor fir gramnegative Bakterien Uber die in der duBeren Zellmembran enthaltenen LPS,
die fiir A. pleuropneumoniae ebenfalls einen wichtigen Faktor - nicht zuletzt bei der Adhésion -

darstellen kdnnten (Bossé et al. 2002a).

5.6 SNPs auf SSC 15

Die SNPs auf SSC15 liegen innerhalb einer Region mit den Genen der Alpha-3- und Alpha-4-Kette des
Kollagen-IV (COL4A3, COL4A4). Die Varianten erklarten bis zu 18,5 % der phdnotypischen Varianz.

Uber 60 Prozent des Bindegewebes im Parenchym der humanen Lunge besteht aus Kollagen (van
Kuppevelt et al. 1995). Dieses spielt bei der Anheftung von pathogenen und kommensalen Bakterien

Uiber spezifische Adhdsine an das Kollagen eine herausragende Rolle.

Kommensalen wie das Bifidobakterium adolensis binden mit Zelloberflachenproteinen an Kollagen-I
und-1V (Mukai et al. 1997). Weiterhin konnten Fimbrien-Adhdasine von Klebsiellen fir die Bindung an
Kollagen und ein Kollagen-Rezeptor auf Staphylococcus-aureus-Stammen nachgewiesen werden, die
aus Patienten mit septischer Arthritis isoliert wurden (Sebghati et al. 1998; Switalski et al. 1993). In
einer Studie von Schulze-Koops et al. (1992) wurde das YadA-Membranprotein von Yersinia als
Mediator fir die Bindung an verschiedene Kollagentypen identifiziert. Ein dem YadA dhnliches
Membranprotein wurde auch aus A. pleuropneumoniae isoliert. Es kdnnte eine dhnliche Funktion
haben und sich damit ebenfalls an der Adhasion beteiligen (Chung et al. 2007). In Studien von
Enriquez-Verdugo et al. (2004) konnte gezeigt werden, dass A. pleuropneumoniae an Kollagen-I, -II, -

Il und -1V Giber ein 60kDa groRes Membranprotein binden kann.

Sowohl die Intron-Variante als auch der Polymorphismus im 3‘-UTR-Bereich des Kollagen-IV-Gens
zeigen eine Kopplung zu Varianten in Splice-Regionen und 5-UTR-Varianten, die in der Lage sind,

Uiber eine Veranderung der Splice-Bereiche eine Verdnderung der mRNA und somit eine Veranderung
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des Transkriptes zu erreichen. Es scheint, dass sich ein GroBteil der Mutationen, die fir die
Ausbildung einer Erkrankung verantwortlich sind, durch verandertes Splicen indirekt auf das
Transkript auswirkt (Lim et al. 2011; Lopez-Bigas et al. 2005). In Verbindung mit 3’-UTR-Varianten
sind genetische Resistenzen gegen Bovine Tuberkulose und Brucella abortus beim Rind innerhalb des
SLC11A1-Gens beschrieben (Borriello et al. 2006; Capparelli et al. 2007; Kadarmideen et al. 2011;
Martinez et al. 2010). Es ist also sowohl 3’-UTR-Varianten als auch 5’-UTR-Varianten moglich, den
Transkriptionsprozess tber strukturelle und funktionelle Veranderung der mRNA sowie der miRNA-

Bindungsstellen zu beeintrachtigen (Chatterjee et al. 2009).

Die entdeckten Varianten auf SSC 15 kénnten somit Teil eines molekularen Mechanismus sein, der
die Fahigkeit von A. pleuropneumoniae vermindert, sich an extrazelluldare Matrixmetalloproteine
anzuheften und seine pathogene Wirkung zu entfalten. Gene, die an der Bildung von Kollagen-
Strukturen beteiligt sind, konnten somit einen interessanten Ansatzpunkt fir weitere
Forschungsarbeiten darstellen, insbesondere bezogen auf die Pathogenese und Resistenz gegeniiber

A. pleuropneumoniae.

5.7 Nutzung der SNPs als Marker

Besonders in Zusammenhang mit den Varianten auf SSC2, 12 und 15 (rs332803837 [Chr.2:45022788],
Chr.12:14645074 und rs339180611 [Chr.15:128476618]), denen potentielle Auswirkungen auf die
Adhasion und/oder den direkten Eingriff in die LPS-Antwort unterstellt werden, ist kiinftig ein Einsatz
in der genomischen Selektion von Zuchtschweinen auf Resistenz gegen Pleuropneumonie denkbar.
Derzeit werden die Marker im Feld auf die entsprechende Eignung hin Gberprift. Die neuen
Selektionschips wurden um die drei genannten Marker erweitert; dennoch ist klar, dass die
resultierende Gesamtresistenz von Schweinen gegen Pleuropneumonie von weiteren Genen und
deren Varianten mitbeeinflusst wird, die wir heute noch nicht kennen. Somit sind auch bei Tieren, die
an den drei ausgewahlten Genorten mehrheitlich giinstige Genvarianten aufweisen, grundsatzlich
hohere Empfindlichkeiten als erwartet moglich. Insbesondere bei Tieren im intermedidren
Resistenzbereich ware eine exakte Einschatzung der Resistenzlage nicht moglich, weil etliche der 27
moglichen Genkombinationen aufgrund der begrenzten Tierzahl nicht realisiert wurden. 16
Genotypen traten mit weniger als 3 Tieren auf, 9 Genotypen kamen tberhaupt nicht vor. Auf diese
Weise kann auch erklart werden, warum andere Gene, deren Existenz erwartet werden muss, nicht
entdeckt wurden. Um die Zahl der Extremtiere zu steigern, hatten jedoch Giberdimensional viele
Schweine infiziert und untersucht werden mussen. Solche Tierzahlen mussten aufgrund von
finanziellen und Tierschutziberlegungen ausgeschlossen werden.
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In die jetzt anstehenden Uberpriifungen der Marker sollten auch andere Rassen einbezogen werden.
Es ist denkbar, dass andere Rassen oder Populationen ihren Resistenzgrad zumindest teilweise tiber
andere Mechanismen und Pathways realisieren. Diese Vermutung war auch ein Grund dafr, sich
zunachst auf eine Rasse zu beschranken, um die Chance darauf zu wahren, Gberhaupt erste Gene mit
Assoziation zur Resistenz gegen Pleuropneumonie zu identifizieren. Zukinftige Studien sollten mit
hoherer Abdeckung arbeiten, um den zufélligen Informationsverlust wichtiger Genvarianten bei
genotypisierten Einzeltieren zu minimieren und deren Entdeckung weniger dem Zufall zu tberlassen.
Durch neue Methoden wie das ,targeted sequencing” (Dilliott et al. 2018) kdnnten die Ergebnisse der
drei Marker an einer gréReren Tierzahl validiert werden. Auch Expressionsstudien konnten zukinftig

mithelfen, die Wirkung der Genvarianten tber die beteiligten Pathways abzusichern.
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5.8 Fazit
In der hier vorliegenden Arbeit konnten potentielle Genmarker bestimmt werden, die signifikant mit
der Resistenz gegen das Bakterium Actinobacillus pleuropneumoniae assoziiert waren und einen

signifikanten Einfluss auf alle erhobenen Parameter hatten.

Allerdings konnten lediglich Intron-Varianten und Varianten innerhalb der nicht translatierten
Bereiche (UTR) des Gens erfasst werden, deren potentielle Funktion bis jetzt nicht ausreichend
geklart ist (Chatterjee et al. 2009) und deren Effekte somit durch eine Kopplung mit den eigentlichen
kodierenden Varianten vermittelt werden konnten. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass
weitere Varianten, die eventuell existieren und innerhalb des kodierenden Bereiches der Gene
liegen, nicht gefunden wurden — z.B. aufgrund des gewahlten Ansatzes der geringen Abdeckung
(Bizon et al. 2014), einer geringen Tieranzahl und des nicht ausreichend annotierten
Referenzgenoms. Die durch die NGS erstellten Polymorphismen stimmten weitgehend mit den Giber
Sanger-Sequenzierung und KASP-Genotypisierung validierten Varianten tberein, es gab dennoch
einige Inkongruenzen, die im Zusammenhang mit anderen Polymorphismen fiir eine mogliche
Resistenz und andere Pathogenitdtsmechanismen von A. pleuropneumoniae verantwortlich sein
konnten. Fehler und Licken innerhalb des aktuellen Genoms (Mai 2017, Sus Scrofa 11.1) (Warr et al.
2019) kénnten ebenfalls der Entdeckung weiterer wichtiger Varianten innerhalb der
Resistenzentwicklung entgegenstehen. Es existieren noch immer Liicken und schlecht abgedeckte
Bereiche, die es uns nicht erlauben einige Polymorphismen identifizieren zu kénnen, wie es im alten
Referenzgenom der Fall war (Sus Scrofa 10.2) (Warr et al. 2015; Warr et al. 2019). Sogar das wohl am
besten und ausfiihrlichsten annotierte und erforschte humane Referenzgenom enthélt noch immer

Liicken und problematische Bereiche, die es zu verbessern gilt (Jain et al. 2018).

Bezogen auf den von uns gewdhlten Ansatz der geringen Sequenziertiefe ergaben sich ebenfalls
Probleme durch die gewahlte Referenzpopulation, die wiedererwartend weniger mit der von uns
gewdhlten Referenzpopulation tibereingestimmt hat als erwartet. Innerhalb einer
Prinzipalkomponentenanalyse und beim anschlieBende Auftragen der ersten und zweiten
Prinzipalkomponente gegeneinander zeigte sich zwischen unseren PL-Deutsche-Landrasse-Tieren
und den DL-Deutsche-Landrasse-Tieren der Referenzpopulation ein erkennbarer Unterschied (siehe

Anhang Abbildung 40).

Dennoch konnte gezeigt werden, dass mit den in dieser Arbeit etablierten SNP-Markern die Resistenz
von Deutsche-Landrasse-Schweinen gegen die porzine Pleuropneumonie erhoht werden kann. Dabei
ist bereits bei einer partiellen Resistenz von erheblichen positiven Auswirkungen auf die weltweite
Schweineproduktion auszugehen. Die Anwendung von partiell resistenten Schweinen kann zu einem

geringeren Infektionsdruck und nachfolgend zu geringeren Kosten und verbessertem Tierschutz
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fihren (Reiner 2009). Nicht zuletzt knnten genetische Resistenzen beziglich der immer
gravierender erscheinenden Lage der Antibiotikaresistenzen ein Teil der Losung fiir eine
tierschutzgerechte Produktion von Schweinen ohne vermehrten Antibiotikaeinsatz darstellen. Dabei
ist eine mogliche Wechselwirkung der Marker mit anderen Krankheitserregern nicht auszuschlieRen

und sollte vor dem Einsatz ausfiihrlich GUberprift werden.

Nachfolgende Studien sollten somit Uber eine erhéhte Abdeckung und eine Fokussierung auf die
bereits etablierten Kandidatengene und Chromosomen die Austestung der Marker in verschiedenen
kommerziellen Populationen zum Ziel haben. Weiterhin muss die genetische Basis, die sich hinter
den Markern und potentiellen Resistenzen verbirgt, beleuchtet werden. Die in dieser Arbeit
angestellten Vermutungen bezogen auf die moéglichen genetischen Auswirkungen mussen durch
weitere Studien validiert werden. Durch eine gezielte Expressionsstudie konnten weitere Hinweise
auf beteiligte und neue Gene aufgezeigt werden, die den nicht durch unsere Marker erklarten Rest

der phanotypischen Varianz erklaren kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Das Bakterium Actinobacillus pleuropneumoniae ist bekannt als eines der wichtigsten
respiratorischen Pathogene in der kommerziellen Schweineproduktion. Durch die Erkrankung kommt
es zu hohen wirtschaftlichen Verlusten aufgrund von akuter oder chronischer Pleuropneumonie, die

in eine verminderte Performance und gesteigerte Mortalitdt miindet.

Eine antibiotische Therapie und Impfungen gewdhrleisten lediglich begrenzten Schutz gegen die
Auswirkungen der Erkrankung, wobei die vermehrte Anwendung von Antibiotika besonders im

Nutztierbereich nicht mehr zu rechtfertigen ist.

Genetisch determinierte Krankheitsresistenz bildet in diesem Zusammenhang eine potentielle
Alternative, um den Verbrauch an Antibiotika zu senken, ohne den Tierschutz und das Wohlbefinden

der betroffenen Tiere zu gefdhrden.

In vorangegangenen Studien konnten mehrere QTL Uber kontrollierte Infektionsstudien innerhalb
einer Kreuzungsrasse zwischen Hampshire- und Deutsche-Landrasse-Tieren entdeckt werden, die bis

zu 30 % der phanotypischen Varianz erklaren konnten.

Aufbauend auf diese Studie war das Ziel dieser Arbeit, die fur die Resistenz gegen die porzine
Pleuropneumonie verantwortlichen Marker (QTN) zu finden. Es wurden dabei 163 Schweine aus
einer flr A. pleuropneumoniae unterschiedlich empfanglichen Deutsche-Landrasse-Population mit

dem A. pleuropneumoniae-Serotyp-7 Uber eine standardisierte Aerosol-Vernebelung infiziert.

Phanotypen wurden daraufhin exakt auf klinischer, pathologischer und mikrobiologischer Basis
definiert. AnschlieRend wurden jeweils 37 der am meisten und am wenigsten betroffenen Tiere tUber
Next-Generation-Sequencing genotypisiert und Assoziationen zwischen Genotyp und Phanotyp Gber

eine genomweite Assoziationsstudie erstellt.

Die genomweite Assoziationsstudie konnte Polymorphismen innerhalb der Deutsche-Landrasse-
Population identifizieren, die auf den Chromosomen 2, 12 und 15 genomweite Signifikanz zum
Phanotyp gezeigt haben. Die Varianten konnten einzeln von 18,5 % bis zu 32,9% der Varianz erklaren.
In Kombination war es den Polymorphismen méglich, 52,8 % der Varianz zu erklaren - bei einem P-
Wert von 1,09e10**. Dabei waren die betroffenen Gene in die Pathogenese der Infektion mit A.

pleuropneumoniae involviert.

Mit der hier vorliegenden Arbeit konnten wir die polygenetische Basis der Resistenz gegen

Pleuropneumonie aufzeigen. Dabei kommen positive Genvarianten innerhalb von kommerziellen
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Schweinepopulationen vor, und es ist moglich, diese durch eine gezielte Ziichtung in
Schweinepopulationen einzubringen. Dennoch missen Folgestudien die Allelfrequenz innerhalb

anderer Populationen nachvollziehen und den genetischen Hintergrund weiter beleuchten.
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7 Summary

The bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae is one of the most important respiratory pathogens in
commercial pig production. Infection with the pathogen results in high economic losses due to acute

and chronic pleuropneumonia and therefore decreased performance and an increased mortality.

Antibiotic therapy and vaccination only result in limited protection against the recuperation from the

disease. Especially in livestock species, the increased usage of antibiotics is not feasible anymore.

Therefore, genetically determined disease resistance could be part of an alternative path to

decreased antibiotic usage in combination with increased animal welfare and consumer acceptance.

Previous studies could discover multiple QTL through controlled infection experiments with a
crossbred Hampshire/Landrace population that could explain up to 30 % of the phenotypic variance.
In this context, the aim of this study was to discover the genetic variants (markers) directly

responsible for disease resistance against porcine pleuropneumonia (QTN).

163 pig from a German Landrace breed, known for its diverse susceptibility to pleuropneumonia,
were used in a controlled aerosol infection experiment with A. pleuropneumonia serotype 7 (AP76).

Resulting phenotypes were defined on clinical, pathological and microbiological basis.

Thirty-seven of the most and least resistant animals, respectively, were genotyped through next
generation sequencing. The associations between genotype and phenotype were calculated through

a genome-wide association study (GWAS).

Genome-wide association study revealed polymorphisms in the Landrace population on
chromosomes 2, 12 and 15 of genome-wide significance with relation to the phenotype. They could
each explain between 18.5 % and 32.9 % of the phenotypic variance. Combined variants could
explain up to 52.8 %, with a p-value of 1.09e107!, and the affected genes were highly involved in the

pathomechanism of the infection with A. pleuropneumoniae.

Therefore, this study could show the polygenetic background of the disease resistance against
pleuropneumonia in swine. Genetic variants with a positive impact on resistance of swine against A.
pleuropneumoniae are part of commercial populations, and it is possible to breed for disease
resistance. Nevertheless, follow up studies for the calculation of allele frequencies in other swine
populations and further illumination of the genetic background of the disease resistance against
pleuropneumonia in swine is necessary to establish resilient quantitative trait nucleotides usable in

the swine industry.
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9 Anhang

9.1 Phéanotypen

Nachfolgend sind die neben dem Respiratory Health-Score (RHS) innerhalb der phanotypisierten
Tiere erhobenen Parameter Klinik, Pathologiescore (Sektion/LLS), Réntgensccore (RoeS),
Sonographiescore (SoS) und Reisolationsscore (RelsoL) gegeniber der Tierzahl abgebildet. AuRerdem
sind jeweils alle 163 phanotypisierten Tiere, 74 sequenzierte Tieren und die 58 Tiere dargestellt, mit

denen die Assoziationsstudie ausgefiihrt wurde.
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9.1.1 Klinik
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Abbildung 22 - Klink-Werte graphisch dargestellt

Die Klink-Werte sind auf der y-Achse gegen die Anzahl der Tiere auf der x-Achse aufgetragen. A zeigt
alle 163 infizierten und phéanotypisierten Tiere, B zeigt alle 74 sequenzierten Tiere und C zeigt die 58
fiir die Assoziationsstudie ausgewdhlten Tiere.
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9.1.2 Sektion - Pathologiescore
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Abbildung 23 - Sektion-Werte graphisch dargestellt

Die Sektions-Werte sind auf der y-Achse gegen die Anzahl der Tiere auf der x-Achse aufgetragen. A
zeigt alle 163 infizierten und phénotypisierten Tiere, B zeigt alle 74 sequenzierten Tiere und C zeigt
die 58 fiir die Assoziationsstudie ausgewahlten Tiere.
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9.1.3 RoeS - Rontgenscore
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Abbildung 24 - RoeS-Werte graphisch dargestellt

Die RoeS-Werte sind auf der y-Achse gegen die Anzahl der Tiere auf der x-Achse aufgetragen. A zeigt
alle 163 infizierten und phanotypisierten Tiere, B zeigt alle 74 sequenzierten Tiere und C zeigt die 58
fiir die Assoziationsstudie ausgewdhlten Tiere.
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9.1.4 SoS - Sonographiescore
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Abbildung 25 - SoS-Werte graphisch dargestellt
Die SoS-Werte sind auf der y-Achse gegen die Anzahl der Tiere auf der x-Achse aufgetragen. A zeigt
alle 163 infizierten und phanotypisierten Tiere, B zeigt alle 74 sequenzierten Tiere und C zeigt die 58

fir die Assoziationsstudie ausgewahlten Tiere.
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9.1.5 Relsol - Reisolationsscore
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Abbildung 26 - RelsoL-Werte graphisch dargestellt
Die RelsoL-Werte sind auf der y-Achse gegen die Anzahl der Tiere auf der x-Achse aufgetragen. A
zeigt alle 163 infizierten und phénotypisierten Tiere, B zeigt alle 74 sequenzierten Tiere und C zeigt

die 58 fir die Assoziationsstudie ausgewahlten Tiere.
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9.2 Abdeckung der einzelnen sequenzierten Tiere

Tabelle 18 - Abdeckung der 74 sequenzierten Tiere

Gesamtzahl Sequenzierte
Tiere der Reads Mapped (%) Duplikate (%) Basen (Gb) Abdeckung
PLO17 96865251 94,41 1,57 11,23 3,87
PLO021 81237190 94,79 1,51 9,51 3,28
PL022 104137611 94,59 1,54 12,16 4,19
PL023 94073054 94,59 1,5 10,99 3,79
PL025 87617643 94,7 1,07 10,3 3,55
PL026 80588262 94,69 1,28 9,44 3,25
PL027 99889023 94,54 1,48 11,66 4,02
PL028 247186685 94,7 1,9 28,82 9,93
PL033 245995332 95,01 1,57 28,87 9,95
PL036 89901020 94,64 1,12 10,58 3,65
PLO37 90651650 95,01 1,34 10,62 3,66
PLO39 115971902 94,88 1,49 13,59 4,68
PL040 117386663 94,62 1,6 13,67 4,71
PLO41 81668877 94,67 1,02 9,59 3,3
PLO48 111158880 94,91 1,6 13,02 4,49
PL049 249706983 94,78 1,73 29,18 10,06
PL050 103959051 95,02 1,46 12,23 4,21
PLO51 91251554 95,1 1,39 10,74 3,7
PL052 235384471 94,64 1,8 27,46 9,46
PL054 116457005 94,73 1,4 13,64 4,7
PL055 97833322 94,43 1,54 11,38 3,92
PL056 82440172 94,86 1,5 9,66 3,33
PL058 113813548 94,54 1,51 13,26 4,57
PL059 95927448 94,69 1,53 11,19 3,86
PL063 84344671 94,87 1,41 9,86 3,4
PLO64 94306867 94,89 1,32 11,07 3,81
PL066 94849281 94,71 1,4 11,08 3,82
PL069 92673483 94,73 1,4 10,82 3,73
PLO70 86297543 94,68 1,22 10,11 3,48
PL101 124123709 94,93 1,54 14,53 5,01
PL103 115957979 94,65 1,6 13,56 4,67
PL104 87261494 94,48 1,5 10,15 3,5
PL106 90804216 94,46 1,5 10,58 3,64
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Tabelle 18 - Abdeckung der 74 sequenzierten Tiere

Gesamtzahl Sequenzierte
Tiere der Reads Mapped (%) Duplikate (%) Basen (Gb) Abdeckung
PL107 85729632 94,63 1,61 10 3,45
PL114 94945862 94,62 1,47 11,12 3,83
PL115 92329139 94,56 1,51 10,77 3,71
PL116 112884891 94,6 1,53 13,14 4,53
PL119 88913444 94,52 1,36 10,4 3,58
PL125 84044184 94,5 1,47 9,78 3,37
PL126 96133190 94,6 1,55 11,21 3,86
PL127 98691897 94,54 1,45 11,52 3,97
PL129 102731854 94,55 1,55 11,97 4,13
PL130 94955201 94,62 1,54 11,05 3,81
PL131 100776407 94,61 1,73 11,74 4,04
PL132 108166791 94,57 1,59 12,6 4,34
PL135 142068550 94,42 1,35 16,61 5,72
PL136 104282253 94,67 1,67 12,22 4,21
PL138 86868421 94,95 0,97 10,25 3,53
PL139 84015164 94,59 1,6 9,82 3,38
PL141 94416363 94,94 1,55 11,07 3,81
PL143 90458978 94,55 1,47 10,56 3,64
PL145 111649110 94,65 1,72 13,01 4,48
PL146 89053294 94,63 1,65 10,4 3,58
PL150 97112889 94,81 1,58 11,37 3,92
PL158 104016171 94,63 1,68 12,13 4,18
PL160 98860354 94,98 1,54 11,61 4
PL162 86179564 94,4 1,58 10,02 3,45
PL163 103955721 94,96 1,55 12,2 4,21
PL164 86755394 94,49 1,44 10,1 3,48
PL165 117124925 94,88 1,55 13,71 4,72
PL172 129223842 94,97 1,59 15,1 52
PL177 122281107 94,62 1,61 14,28 4,92
PL178 114612895 95,06 1,59 13,44 4,63
PL182 114853319 94,73 1,57 13,4 4,62
PL194 110146209 94,71 1,62 12,89 4,44
PL197 110142531 94,68 1,59 12,86 4,43
PL198 111835454 94,66 1,5 13,08 4,51
PL201 114587701 94,67 1,65 13,36 4,6
PL202 114136795 95,01 1,58 13,42 4,63
PL204 109955100 94,72 1,63 12,85 4,43
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Tabelle 18 - Abdeckung der 74 sequenzierten Tiere

Gesamtzahl Sequenzierte
Tiere der Reads Mapped (%) Duplikate (%) Basen (Gb) Abdeckung
PL205 114430571 94,65 1,63 13,35 4,6
PL207 140966078 95,01 1,07 16,64 5,73
PL210 130367129 95,05 1,08 15,41 5,31
PL211 139243012 95,05 1,11 16,41 5,66

Tabelle 18 zeigt die Gesamtzahl der durch das Next-Generation-Sequencing erstellten Reads,
wie viel Prozent dieser Reads an das Referenzgenom angelegt werden konnten (Mapped [%]),
die Anzahl der doppelt vorkommenden Reads (Duplikate [%]), die Gesamtzahl der

sequenzierten Basen und die Abdeckung von jedem der 74 sequenzierten Tiere.
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9.3 Manhattan-Plots
Nachfolgend sind die Manhattan-Plots und Quantile-Quantile-Plots bezogen auf die einzelnen
gemessenen Phanotyp-Parameter aufgefiihrt (logarithmiert), die keine signifikanten Assoziationen

gezeigt haben (Bonferroni- bzw. FDR-BH-korrigierte P-Werte >0,05).

9.3.1 Klinik - Klinikscore

-log10(P)

Chromosome

Abbildung 27 - Manhattan-Plot mit dem quantitativen Phédnotyp Klinik und 37 resistenten

Tieren gegentiber 37 empfindlichen Tieren.

Auf der x-Achse sind die Chromosomen und auf der y-Achse der negative dekadische Logarithmus

des P-Wertes dargestellt.
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Abbildung 28 - Quantile-Quantile-Plot (Q-Q-Plot) des quantitativen Phdnotyps Klinik und des

exakten Fisher-Tests der resistenten und empfindlichen Tiere

Jeweils der erwartete und beobachtete negative dekadische Logarithmus des P-Wertes der einzelnen
Varianten sind gegeneinander aufgetragen. Die genomische Inflation Lambda wird ebenfalls

angezeigt.
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9.3.2 Sektion - Sektionsscore

-log10(P)

Chromosome

Abbildung 29 - Manhattan-Plot mit dem quantitativen Phénotyp Sektion und 37 resistenten

Tieren gegeniiber 37 empfindlichen Tieren.

Auf der x-Achse sind die Chromosomen und auf der y-Achse der negative dekadische Logarithmus

des P-Wertes dargestellt.
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Abbildung 30 - Quantile-Quantile-Plot (Q-Q-Plot) des quantitativen Phénotyps Sektion und

des exakten Fisher-Tests der resistenten und empfindlichen Tiere

Jeweils der erwartete und beobachtete negative dekadische Logarithmus des P-Wertes der einzelnen
Varianten sind gegeneinander aufgetragen. Die genomische Inflation Lambda wird ebenfalls

angezeigt.
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9.3.3 RoeS - Rontgenscore

-log10(P)

©

Chromosome

Abbildung 31 - Manhattan-Plot mit dem quantitativen Phénotyp RoeS(Réntgenscore) und 37

resistenten Tieren gegeniiber 37 empfindlichen Tieren.

Auf der x-Achse sind die Chromosomen und auf der y-Achse der negative dekadische Logarithmus

des P-Wertes dargestellt.
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Abbildung 32 - Quantile-Quantile-Plot (Q-Q-Plot) quantitativen Phdnotyps RoeS und des

exakten Fisher-Tests der resistenten und empfindlichen Tiere.

Jeweils der erwartete und beobachtete negative dekadische Logarithmus des P-Wertes der einzelnen
Varianten sind gegeneinander aufgetragen. Die genomische Inflation Lambda wird ebenfalls

angezeigt.
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9.3.4 SoS - Sonographiescore
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Abbildung 33 - Manhattan-Plot mit dem quantitativen Phénotyp SoS (Sonographiescore) und

37 resistenten Tieren gegenliiber 37 empfindlichen Tieren.

Auf der x-Achse sind die Chromosomen und auf der y-Achse der negative dekadische Logarithmus

des P-Wertes dargestellt.
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Abbildung 34 - Quantile-Quantile-Plot (Q-Q-Plot) des quantitativen Phédnotyps SoS und des

exakten Fisher-Tests der resistenten und empfindlichen Tiere.

Jeweils der erwartete und beobachtete negative dekadische Logarithmus des P-Wertes der einzelnen
Varianten sind gegeneinander aufgetragen. Die genomische Inflation Lambda wird ebenfalls

angezeigt.
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9.3.5 Relsol - Reisolationsscore

-log10(P)

©

Chromosome

Abbildung 35 - Manhattan-Plot mit dem quantitativen Phédnotyp RelsoL (Reisolationsscore)

und 37 resistenten Tieren gegeniiber 37 empfindlichen Tieren.

Auf der x-Achse sind die Chromosomen und auf der y-Achse der negative dekadische Logarithmus

des P-Wertes dargestellt.
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Abbildung 36 - Quantile-Quantile-Plot (Q-Q-Plot) des quantitativen Phdnotyps RelsoL und des

exakten Fisher-Tests der resistenten und empfindlichen Tiere.

Jeweils der erwartete und beobachtete negative dekadische Logarithmus des P-Wertes der einzelnen
Varianten sind gegeneinander aufgetragen. Die genomische Inflation Lambda wird ebenfalls

angezeigt.
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9.4 Verwendete Primer

9.4.1 Sanger-Sequenzierung

Nachfolgend sind die fiir die Sanger-Sequenzierung verwendeten Primer aufgefuhrt.

Tabelle 19 - Primer, die fiir die Varianten verwendet wurden, die mittels Sanger-

Genotypisierung lberpriift wurden.

2_45729907 GAAGCGTCAGTCCTCCAACT CAGCTCTGGGAGTTCCTTTG 55/55
2_48481895 GCACTCAGTGGATGGGGTAT TGCAATGGGAAAAAGGACTC 244 60,1 55/45
12_14641621 GTACTGCAAATGCAGCCAAA AAGAATGCACATTTCTTTTCAAAT 490 59,9 45/25
15_128373275 AGCACTGGAGTTCCCTTGTG TGGTACTAAGCGCCACTGAA 215 60,3 55/50
15_128471464 TGCTTATCAGTAGTGGTGCCTTA | ACCCAGTAGGTTGGGGATCT 499 59,7 43,5/55
15_128656271 AACGCCATAAAATGGAATGC GAAGAGACAAAGACTTGCAAGAGA 240 59,8 40/41,7
2_45022788 CCACTTCAAATCCGTCCCCA AGCTCTCACTTTCTGCCCAC 564 60 55/55
12_14645074 CAGCAACACAGGATCTGAGC GAAATGCAGCATCGATGTAAAA 223 60,1 55/36,4
15_128600706 CTGTCTCCCCAGGATAACCA AAGTTCAGGCTGGCACTTG 249 59,9 55/52,6
15_128656271 AGAGCTTCTTGGTGCCTTCA GAAGAGACAAAGACTTGCAAGAGA 290 60,1 50/41,7
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9.4.2 KASP-Genotypisierung
Nachfolgend sind die Assays fiir die KASP-Genotypisierung aufgefiihrt. Die Bedingungen fir die KASP-
Genotypisierung entsprechen den bereits im Material- und Methoden-Teil aufgefiihrten

Bedingungen, dargestellt in Tabelle 14.

Tabelle 20 - Sequenzen und markierte Allele der Varianten, die mittels KASP-Genotypisierung

tiberpriift wurden.

15128373275 CTGTKGTGCATRTTT[G/T]JATCCCTGACCAGAGA 52,2 47,8 44,2
15_128446992 A G GAAAAGTGGATCCTC[A/G]CTTTCCTTAGGTAAW | 47,8 54,5 59,1
15_128432657 CAC | TGTRTGTGTRTGTGT[/CAC]GTTCACKCAGTCCAA 48,1 50 52,1
15_128476618 A T TCCCAACAAATCCAT[A/TITGTGTAGCATTTGCT 37 37 42,6
15_128474183 C TATGCGGAMTATGAA[C/]JCCCCCCCCSCCAACA 77,8 72,2 52,1
15_128474702 G T GGTTTTGTTTGGTTT[G/T|GTTTCTTTTCTATTT 24,2 21,2 37,9
2_46394508 T C CMTTCAATTCCTCTA[T/CJCTAGCATGCCACTCT 54,5 57,1 52,1
2_46394689 A G CTGCCAYTCACTAGC[A/G]TTTRTGATCTTCACA 48,1 50 42,6
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9.5 Prinzipalkomponentenanalyse der eingesetzten Tiere
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Abbildung 37 - Prinzipalkomponentenanalyse der eingesetzten Tiere

Dargestellt sind hierbei zwei Prinzipalkomponenten von Landrasse-Tieren, die von uns phdnotypisiert
wurden (PL), Landrasse-Tieren, die zur Schatzung (Imputation) der fehlenden Genotypen verwendet
wurden (DL) sowie einer Piétrain-Population (Pl) und einer Hampshire-Population (HP).

148



Anhang

9.6 Python-Skripte

9.6.1 Skript, um aus Dateien im Variant-Call-Format (.vcf) in das Programm Plink einzulesen

import string, os

number = sys.argv[1]

chrs =range(1, 20)

files =[]

for chrin chrs:
file = "chr%s.raw.vcf.gz" % (chr)
files.append(file)

files.append('chrX.raw.vcf.gz')
files.append('chrXY.raw.vcf.gz')

for file in files:
chr = string.split(file, '.") [0]
cmd = "plink --chr-set 19 --vcf %s --keep-allele-order --set-missing-var-ids @_#\
--const-fid --missing-phenotype 9999 --make-bed --out %s" % (file, chr)
print cmd
os.system(cmd)

#tfor file in files:

# chr = string.split(file, '.") [0]

# cmd = "plink --chr-set 19 --bfile %s --keep-allele-order --recode 01 transpose --output-missing-
genotype . --out %s_PleuroRes" % (chr, chr)

# print cmd

# o0s.system(cmd)

ttclean plink files seperated by chromosome
for file in files:
chr = string.split(file, '.") [0]
cmd = "plink --chr-set 19 --bfile %s --allow-no-sex --geno 0.1 --maf 0.01 --hwe 0.0001 --make-bed --
out %s.cleaned" % (chr, chr)
print cmd
os.system(cmd)
cmd = "plink --bfile chrl.cleaned --merge Plink_merge_chr.txt --make-bed --out Plink%s" % (number)
PleuroRes =
print cmd
os.system(cmd)

cmd = "python merge_plink_files.py"

print cmd
os.system(cmd)

cmd = "plink --chr-set 19 --bfile %s --merge merge_plink_all_test.txt --make-bed --out
PleuroRes" %
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9.6.2  Skript um aus Assoziationsdateien (.assoc) erstellt durch das Programm Plink
Manhattanplots zu erstellen

#!/usr/bin/env python

# coding: latin-1

import string

import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

from itertools import cycle
import pandas as pd

import sys

#prefix = sys.argv[1]
#trait = 'BH3'
tfile = "%s.%s.mlma" % (prefix, trait)

file = sys.argv[1]

ps = pd.read_csv(file, delim_whitespace = True)
ps = ps.sort(['CHR', 'BP'])

chrs = set(list(ps['CHR']))

BP_base =0
colors = cycle(['green’, 'orange'])
chr_ticks =[]

bonf = -np.log10(0.05/ps.shape[0])

plt.figure(figsize=(20,10))

#erstellen der x-Achsen makierungen und eines Scatterplots
for chrin chrs:

col = colors.next()
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BPO = ps[ps['CHR'] == chr].BP

BP = ps[ps['CHR'] == chr].BP + BP_base #durchgehende Skalierung fAl%r den Plot
P = -np.log10(ps[ps['CHR'] == chr].P)

chr_tick = ((max(BP) - BP_base)/2) + BP_base

chr_ticks.append(chr_tick)

plt.scatter(BP[P<bonf],P[P<bonf], s=10, marker='D', alpha=1, color=col,
edgecolors="none')#s=40

plt.scatter(BP[P>=bonf],P[P>=bonf], s=10, marker='D',alpha=1, color="red',
edgecolors='none')#s=40

BP_base = max(BP)

print ps[-np.log10(ps.P) >= bonf]

CHRS = ["%s" % int(chr) for chr in list(chrs)[:-1]]

CHRS.append('X')

plt.xticks(chr_ticks, CHRS, rotation=-90)

ax = plt.gca()

ax.axhline(y=bonf, xmin=0, xmax=3, c="red', linewidth=0.5, zorder=0)
ax.axhline(y=-np.log10(1.004e-06), xmin=0, xmax=3, c='green’, linewidth=0.5, zorder=0)
ax.xaxis.set_ticks_position('bottom’')

ax.yaxis.set_ticks_position('left')

ax.tick_params(labelsize =20)

plt.xlabel('Chromosome’, fontsize=24)

plt.ylabel('-log10(P)', fontsize=24)

plt.xlim((0, BP_base))

plt.ylim((0,max(-np.log10(ps['P'])+1)))

#plt.title(trait, fontsize=18)

plt.show(block="False")

151



Anhang

9.6.3  Skript um aus Assoziationsdateien (.assoc) erstellt durch das Programm Plink qg-Plots
zu erstellen

#!/usr/bin/env python

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

import matplotlib

import scipy.stats as stats

import pandas as pd

import sys

#requires rpy!

from rpy2.robjects.packages import importr

r_stats = importr('stats')

prefix = sys.argv[1]
#trait = sys.argv[2]
#assoc_type = sys.argv[3]

file = "%s" % (prefix)

#file = 'fv.FIT.mIma'
#trait = 'FIT'

ps = pd.read_csv(file, delim_whitespace=True)

N = ps.shape|[0]
P =ps['P']
p_median = np.median(P)

P =-np.log10(P)

P.sort_values(inplace=True)
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chi = stats.chi2.ppf(1-p_median,1)
lambda_g = chi/0.456

print lambda_g

x = np.arange(1,N+1,dtype=float)

exp = -np.log10(x/N)

#a = np.arange(1,N+1)

#b = -np.arange(1,N+1)

#b.sort()

#b=-b

#c05 = -np.log10(stats.beta.ppf(.05, a.T, b.T))

#c95 = -np.log10(stats.beta.ppf(.95, a.T, b.T))

05 = [r_stats.qbeta(0.05,i,N-i+1)[0] for i in range(1,N+1)]
€95 = [r_stats.qbeta(0.95,i,N-i+1)[0] for i in range(1,N+1)]
c05 = -np.log10(np.array(c05))

c95 = -np.log10(np.array(c95))

exp = np.array(exp)
exp.sort()
c05.sort()

c95.sort()

xc = np.linspace(min(exp), max(exp), len(c95))
plt.fill_between(exp, c95,c05, facecolor='0.8', edgecolor='white')
plt.scatter(exp,P,color="k')

plt.xlabel('Expected -log10(P)', fontsize=15)

plt.ylabel('Observed -log10(P)', fontsize=15)

ax = plt.gca()
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Anhang

ax.xaxis.set_ticks_position('bottom')
ax.yaxis.set_ticks_position('left')
ax.tick_params(labelsize =15)
plt.xlim((0,max(exp)+0.2))
plt.ylim((0,max(P)+0.2))

if lambda_g > 1.1:

plt.text(0.5, max(P)-(0.1*max(P)), 'lambda (inflation) = %3.2f' % (lambda_g), color="red',
fontsize = 15)

else:

plt.text(0.5, max(P)-(0.1*max(P)), 'lambda (inflation) = %3.2f' % (lambda_g), color="'green’,
fontsize = 15)

#plt.title(trait, fontsize=18)

plt.show()
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