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Fleischqualitét) (eigene Darstellung unter Verwendung der Daten von
PigQTLdb, Internetlink: http://www.animalgenome.org/QTLdb/, Stand:
25.04.2012, (Hu et al., 2005)).

Systematische Darstellung eines Chromosomenpaars, jeweils mit Allel A
bzw. Allel G an einem SNP [A/G], je nach Kombination der
Chromosomen bei bestimmten Individuen kdnnten der Genotyp AA, AG
bzw. GG auftreten (eigene modifizierte Darstellung unter Verwendung
der Abbildung des Chromosoms von www.wikipedia.org).

Darstellung der zwei theoretischen Moglichkeiten fiir das postpartale
Dysgalaktie-Syndrom (PDS): Entweder kann ein SNP genau im Bereich
der kausalen Variante liegen (direkte Assoziation) oder die SNPs
befinden sich im Kopplungsungleichgewicht zum kausalen Gen (nach
ZIEGLER et al. 2010).

Uberblick der Methoden fiir die Korrektur von Stratifikation auf Grund
von Populationsunterschieden bzw. Verwandtschaftsverhdltnissen in
genomweiten Assoziationsstudien (nach AULCHENKO 2010).

Verteilung der SNPs (n=62.163) des Illumina PorcineSNP60 BeadChip
entsprechend der Nomenklatur in Bezug auf die Herkunft des SNPs. Die
einzelnen Abkiirzungen stehen dabei fiir die verschiedenen Labore bzw.
die Herkunftssequenz des SNPs (Quelle: Martien Groenen, [llumina).

Verteilung der SNPs (n=62.163) des Illumina PorcineSNP60 BeadChip
auf die Autosomen (1-18) und Gonosomen (X, Y) beim Schwein zur
Ubersicht der Annotierungen der 62.163 SNPs des Illumina
PorcineSNP60 BeadChip. Die von Illumina verwendete Annotierung
Sscrofa7 enthielt 13.970 SNPs ohne Chromosomenangabe. Spitere
Versionen verbesserten die Annotierung, jedoch traten auch hier fehlende
Annotierungen (NA), uneindeutige Annotierungen (Ambigiuos) und
Annotierungen auf einem einzelnen Contig ohne Chromosomenangabe
(UWGS) auf (http://www.animalgenome.org/repository/pig/).

Schema der Tierauswahl und der Probennahme des geMMA -Projekts.
Probeneingang im Probennahmezeitraum April 2008 bis Juli 2010.

Liniendiagramm zur Darstellung der absoluten Anzahl der beprobten
Sauen (n=1.680) verteilt auf die PDS-Codierung und der davon
ausgewihlten Sauen fiir die Genotypisierung (n=597).

Verteilung der rektalen Korpertemperatur in °C in Bezug zur Diagnose
PDS (n=1.816).
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Posterior-Verteilung der Heritabilitét relativen
Haufigkeit (in %) der Gibbs-Samples.

Plot der individuellen Callrate (ID-call) auf der x-Achse und der
Heterozygotie (y-Achse) aller Proben. Linienspezifische Unterschiede
sind durch die Farbcodierung zu erkennen (schwarz-Landrasse, rot-Large
White, griin-LxLW, blau-LxL_Du, tlirkis-LWXLW_Du).

Scree-Plot der einzelnen Hauptkomponenten sortiert nach der Hohe des
jeweiligen Eigenwertes jeder einzelnen Komponente.

entsprechend der

Plot der ersten und zweiten Hauptkomponente: Die einzelnen Kreise
repriasentieren jeweils die genotypisierten Sauen, die sich entsprechend
der genomischen Verwandtschaftsmatrix clustern. Die Linien sind jeweils
farbcodiert angegeben (schwarz-Landrasse, rot-Large White, griin-
LxLW, blau-LxL._Du, tiirkis-LWXLW_Du).

Einfluss der Anzahl an Hauptkomponenten auf den Inflationsfaktor A

Darstellung des Qantil-Quantil-Plots der Teststatistik mit (links) und ohne
(rechts) Berticksichtigung des Geburtseingriffs als zusitzliche Kovariate
neben den verwendeten ersten 17 Hauptkomponenten.

Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der genomweiten
Assoziationsstudie fiir das Merkmal PDS. Der p-Wert wird als negativ
dekadischer Logarithmus angegeben, die Linie kennzeichnet die
Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze (p<1x107).

Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der genomweiten
Assoziationsstudie fiir das Merkmal PDS bei Beriicksichtigung von 74
Hauptkomponenten. Der p-Wert wird als negativ dekadischer
Logarithmus angegeben, die Linie kennzeichnet die Bonferroni-
korrigierte Signifikanzgrenze (p<1x107°).

Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der GWA-Analyse
innerhalb der einzelnen Reinzuchtsauen der Linie Landrasse und
LargeWhite fiir das Merkmal PDS. Der p-Wert wird als negativ
dekadischer Logarithmus angegeben, die Linie kennzeichnet die
angenommene Signifikanzgrenze (p<1x107).

Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der GWA-Analyse
innerhalb der einzelnen Kreuzungslinien fiir das Merkmal PDS. Der p-
Wert wird als negativ dekadischer Logarithmus angegeben, die Linie
kennzeichnet die angenommene Signifikanzgrenze (p<1x10™).

Vulkanplot zur Darstellung des p-Wertes als negativ dekadischer
Logarithmus und das entsprechende Odds ratio (OR) fiir die jeweiligen
analysierten SNPs. Rot markiert ist der SNP INRA0058958 (OR=0,3, p-
Wert=5,5x10).
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Einleitung

1 Einleitung

Entsprechend der Bundestierdrzteordnung ist es ein Ziel der Tiermedizin, ,,Krankheiten der
Tiere zu verhiiten, zu lindern und zu heilen [sowie] zur Erhaltung und Entwicklung eines
leistungsfdhigen Tierbestandes beizutragen (Bundes-Tierdrzteordnung §1). Krankheiten
werden meist anhand der Symptome beim Tier diagnostiziert und entsprechend behandelt. Bei
bekannter Atiologie ist auf lange Sicht auch eine Bekidmpfung hinsichtlich der Ursachen
moglich. Das genaue Verstindnis der Pathomechanismen ist unabdingbar fiir die
Eliminierung einer Erkrankung und zur Optimierung von Behandlungsansétzen. Mitunter gibt
es noch etliche Erkrankungen beim Tier, bei denen Ursache und Pathomechanismus nur
unzuldnglich bekannt sind. Eine dieser Erkrankungen beim Schwein ist das postpartale
Dysgalaktie-Syndrom (PDS), auch bekannt als Mastitis-Metritis-Agalaktie (MMA)-Syndrom
der Sauen. Gerade im Hinblick auf die {ibliche Medikamentengabe und den damit
einhergehenden Einsatz von Antibiotika zur Behandlung des Syndroms ist eine Aufkldrung
der genetischen Ursache wiinschenswert. Mit diesem Wissen konnen gegebenenfalls gezielt
Sauen geziichtet werden, die weniger anfallig fiir diesen Krankheitskomplex sind.
Eine genetische Pridisposition fiir diese Erkrankung wurde von verschiedenen Autoren
diskutiert und es wurden Heritabiliiten um 0,10 fiir dieses Krankheitsmerkmal geschétzt
(BERG et al., 2001; KRIETER&PRESUHN, 2009; LINGAAS&RONNINGEN, 1991). Detaillierte
genetische Analysen fiir dieses Merkmal sind allerdings kaum in der Literatur zu finden. In
der vorliegenden Arbeit wurde daher die genetische Variation des MMA-Syndroms mithilfe
einer genomweiten Assoziationsstudie untersucht. Ziele dieser Arbeit waren:

» die genaue Phénotypisierung von Sauen post partum mit dem Schwerpunkt Mastitis

= die Heritabilititsschdtzung anhand des verfiigbaren Datenmaterials

* die DNA-Isolierung und Genotypisierung ausgewahlter Sauen

= die genomweite Assoziationsstudie unter Anwendung verschiedener statistischer

Methoden sowie die Identifikation von positionellen Kandidatengenen.

Die vorliegende Arbeit umfasst die — nach Wissen der Autorin — erste ausfiihrliche

Untersuchung der genetischen Variation des postpartalen Dysgalaktie-Syndroms.
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2 Literatur

2.1 Historischer Hintergrund

2.1.1 Uberblick zur Schweinezucht

Zucht und Ziichtung in Form von Domestikation und gezielter Weiterverwendung bestimmter
Tiere fand schon in der Antike statt. Dies betrifft auch das Schwein (Sus scrofa), welches
eines der dltesten Haustiere des Menschen ist (FALKENBERG&HAMMER, 2006a). Verschiedene
Domestikationsorte fiir das Hausschwein sind bekannt (CHEN et al., 2007). Die ilteste
Datierung von archidozoologischen Funden von Hausschweinskeletten geht zuriick auf 7800
v. Chr. und befand sich im Bereich der jetzigen Tiirkei (FALKENBERG&HAMMER, 2006a). Von
einer eigenstindigen Domestikation von Schweinen im siebten Jahrhundert v. Chr. in
Siidostasien und China wird ausgegangen. Weitere lokale Regionen fiir eine Domestizierung
des Schweins und fiir regionale Hausschweingruppen sind in Europa noch bis ins 20.
Jahrhundert n. Chr. anzunehmen (FALKENBERG&HAMMER, 2006a).

Auch wenn die Schweinehaltung wéhrend der Zeit des Mittelalters weitverbreitet und auch
der ,Schweinehirt® ein angesehener Beruf war (FALKENBERG&HAMMER, 2006b), begann die
eigentliche Schweinezucht und die Einfiihrung von bestimmten Rassebezeichnungen erst
Anfang des 19. Jahrhunderts (FALKENBERG&HAMMER, 2007). Die Weidehaltung oder die
Eichelmast in Wildern wurde allmdhlich von der Stallhaltung abgeldst. Im Rahmen der
Industrialisierung und Urbanisierung folgte die Intensivierung der Schweinehaltung, um der
steigenden Nachfrage der Stadtbevolkerung nach Schweinefleisch nachzukommen.

Bis zum Ende des 19. Jahrhunderts wurden Exterieurmerkmale wie Farbe, Typ, Rahmen oder
Beinstellung fiir die Tierbeurteilung und die ziichterische Bewertung verwendet
(FALKENBERG&HAMMER, 2008). Zudem wurden bereits damals der Gesundheitszustand und
die Widerstandskraft oder Krankheitsanfélligkeit bei der Auswahl der Zuchttiere
beriicksichtigt (FALKENBERG&HAMMER, 2008). Der Versuch, ,,seuchen-immune® Schweine
durch Kreuzung mit verschiedenen Rassen oder Wildschweinpopulationen zu ziichten,
scheiterte ~aber meist auf Grund der geringeren Leistung dieser Tiere
(FALKENBERG&HAMMER, 2008).

Das Schwein gilt heute mit tber 960 Millionen Individuen weltweit als eine der

weitverbreitetsten Sdugetierarten auf der Erde (CHEN et al., 2007). Unter den mehr als 541



Literatur — Historischer Hintergrund

Schweinerassen auf allen Kontinenten (CHEN et al., 2007) zdhlen Large White, Landrasse und
Duroc mit zu den wichtigsten und bekanntesten.

Die Rasse Large White (LW) oder auch Edelschwein ist die wohl am hiufigsten registrierte
Rasse in den Industrienationen. Dies gilt insbesondere dann, wenn berlicksichtigt wird, dass
die in den USA und Kanada vorkommenden Yorkshire Schweine direkte Nachkommen von
Large White sind. Der Ursprung dieser Rasse liegt in Yorkshire County, England. Large
White Schweine haben aufrecht stehende Ohren, weifle Haarfarbe, pinke Haut und sind durch
ihre Grofle gekennzeichnet. Sie sind bekannt fiir ihre Schinkenqualitit und den relativ
geringen Fettanteil, und werden weit verbreitet als Kreuzungstier fiir kommerzielle Linien
verwendet. Large White sind robuste Schweine, die auch Klimavariationen oder Variationen
anderer Umweltfaktoren gut vertragen. Large White Sauen sind fiir groe Wiirfe, gute
Milchproduktion und gutes miitterliches Verhalten bekannt (BRIGGS, 1983).

Das als Landrasse (L) bezeichnete Schwein kann verschiedene regionale Herkiinfte haben,
so sind die Urspriinge der Deutschen Landrasse um 1900 in Niedersachsen, Deutschland, zu
finden (ADS 2010). Sein charakteristisches Merkmal sind die herunterhdngenden Ohren.
Zuchtselektion basiert vor allem auf guter Fruchtbarkeit, Milchproduktion und guten
Muttereigenschaften (ADS 2010).

Der Ursprung der Rasse Duroc (Du) ist vor allem in den Ostlichen Vereinigten Staaten zu
finden. Die rotbraunen Schweine stammten vermutlich von der Guinea Kiiste Afrikas. Rote
Schweine (red hogs) wurden aber auch von Columbus und DeSoto nach Amerika gebracht,
sodass deren Ursprung in Spanien und Portugal zu finden ist (BRIGGS, 1983). Durocs haben
mitunter viele Farbvariationen von golden iiber gelb bis zu dunkelrot. Die Rasse Duroc
zeichnet sich durch sehr gute Fleischqualitit, insbesondere durch hoheren intramuskuldren
Fettgehalt, sowie durch gute Wachstumsraten aus. Aufgrund der dunklen Haut und Haarfarbe

wird die Rasse auch fiir die Outdoorhaltung bevorzugt.
2.1.2 Uberblick zur Genetik

Mit Mendels beschriebenen Gesetzen der Vererbung, die fiir einfache Erbkrankheiten noch
immer gelten, begann die eigentliche Genetik oder Vererbungslehre. Die Bezeichnung ,Gen’
wurde dabei um 1900 von Wilhelm Johannsen eingefiihrt (JOHANNSEN, 1913). SchlieBlich
wurde von Watson und Crick, inspiriert durch das Betrachten des Modells von Rosalind
Franklin, die Doppelstrangtheorie der DNA beschrieben (MADDOX, 2002; OLBY, 1994). Das
steigende Interesse an Genetik spiegelte sich in der umfangreichen Entwicklung der

Genforschung wider. So wurde 1983 von Kary Mullis die Polymerasekettenreaktion (PCR)
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etabliert, die bis heute die wichtigste Analysemethode in der Molekulargenetik darstellt
(GELDERMANN, 2005). Seit diesem Zeitpunkt folgten in rasanter Entwicklung immer neue
Technologien zum Verstédndnis genetischer Variation und Pradisposition. Mit der Entdeckung
der so genannten DNA-Marker wie Restriktionsfragmentlingen-Polymorphismen,
Mikrosatelliten oder Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (single nucleotid polymorphisms =
SNPs, gesprochen: snips) war die Grundlage fiir zahlreiche Kandidatengenstudien,
Kopplungsstudien und schlielich genomweite Assoziationsstudien geschaffen. Weltweit
wurden in Kopplungsstudien unter Nutzung von Mikrosatelliten zahlreiche genomische
Lokalisationen mit Einfluss auf wichtige, meist wirtschaftlich relevante, quantitative
Merkmale bei landwirtschaftlichen Nutztieren identifiziert (SCHWERIN, 2004). Diese Genorte,
die sich zunéchst iiber bis zu 20 cM (ca. 20 Mbp) erstrecken konnen und erst in einer
sogenannten Feinkartierung ndher bis auf 10cM eingegrenzt werden, werden als Quantitative
Trait Loci (QTL) bezeichnet (SCHWERIN, 2004). Ziel der QTL-Studien innerhalb der
Nutztierwissenschaften ist zum einen die ziichterische Verbesserung bestimmter Merkmale
mittels Marker-gestiitzter Zuchtwertschitzung, zum anderen die Identifikation von kausalen
Varianten (SCHWERIN, 2004). Ein Beispiel fiir eine Kandidatengen-Lokalisation beim
Schwein ist die Identifikation der Mutation im alpha (1,2)-Fucosyltransferase-Gen (FUT-1),
welches eng gekoppelt mit dem Escherichia coli-F18-Rezeptorlocus (ECF18R) vorliegt und
die Resistenz gegen die als Odemkrankheit bekannte Colienterotoximie durch Escherichia
coli F18 beeinflusst (MEIERINK et al., 1997; MEUERINK et al., 2000; VOGELI et al., 1996).
Vereinzelt sind genetische Marker fiir eine Marker-gestiitzte Selektion in Einsatz gekommen,
wie im Rahmen des Programms PICmarq™ der Marker DR2 fiir Krankheitsresistenz gegen
Odemkrankheit bei der PIC Deutschland (PIC Deutschland GmbH, 2004).

Innerhalb weniger Jahre wurden zahlreiche QTL fiir das Schwein publiziert und in einer
Datenbank (PIGQTLDB) gelistet (HU et al., 2005). Der rasante Anstieg an identifizierten QTL
wird vor allem im Jahr 2008 deutlich, in dem — nach aktuellem Stand der Datenbank — 1.828
QTL publiziert wurden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Entwicklung der zeitlichen Verdffentlichungen und darin
publizierter QTL beim Schwein (eigene Darstellung unter Verwendung der Daten von
PigQTLdb, Internetlink: http://www.animalgenome.org/QTLdb/, Stand: 25.04.2012, (Hu et al.,
2005)).

Der Schwerpunkt in den QTL-Studien wurde insbesondere auf wirtschaftlich bedeutende
Merkmale wie Fleischqualitét gelegt (Abbildung 2). Insgesamt 640 QTL wurden im Bereich
Gesundheit publiziert, davon 107 QTL zur Krankheitsresistenz (PigQTLdb, Stand:
25.04.2012, (Hu et al., 2005)).
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Abbildung 2: Die Anzahl identifizierter und publizierter QTL beim Schwein verteilt auf
Merkmalsklassen (Gesundheit, Reproduktion, Exterieur, Produktion, Fleischqualitit) (eigene
Darstellung  unter  Verwendung der Daten von  PigQTLdb, Internetlink:
http://www.animalgenome.org/QTLdb/, Stand: 25.04.2012, (HU et al., 2005)).
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2.1.3 Historischer Riickblick zur Bezeichnung des postpartalen Dysgalaktie-Syndroms

Seit Mitte des 20. Jahrhunderts — im Zusammenhang mit der Intensivierung der
Schweinehaltung — gibt es zahlreiche Verdffentlichungen, die das postpartale Krankheitsbild
der Sau, welches sich am Gesduge und am Uterus manifestiert, unter unterschiedlichen
Bezeichnungen zusammenfassen und ihm mogliche Atiologien zuschreiben. Eine Auswahl
der wichtigsten und bekanntesten Bezeichnungen fiir diesen Krankheitskomplex ist Tabelle 1
zu entnehmen.

Tabelle 1: Auflistung der hiufigsten und bekanntesten Bezeichnungen fiir das puerperale
Krankheitsgeschehen bei der Sau.

Bezeichnung Literaturquelle
Agalaktie der Sau Agalactia toxaemica RINGARP, 1960
Agalactia complex PENNY, 1970
Agalactia post partum HERMANSSON et al.,, 1978a;

HERMANSSON et al., 1978b

komplexes Syndrom mit Mastitis-Metritis-Agalaktie (MMA) ELMORE&MARTIN, 1986;
Begleiterkrankungen  wie GOONERATNE et al., 1982;
Metritis, Vaginitis, ggf. SMITH, 1965;
Cystitis THARP&AMSTUTZ, 1958

Swine Urogenital Disease (SUGD) BILKEI et al., 1994b
puerperale Septikimie puerperale Septikdmie und Toxdmie (pST) BOSTEDT et al, 1998;

HEINRITZI&HAGN, 1999

puerperales Fieber farrowing fever HALGAARD, 1983

coliforme Mastitis coliforme Mastitis (CM) BERTSCHINGER, 1999;
GERJETS&KEMPER, 2009;
HELMBOLDT et al., 1953;
JONES, 1979

Hypo-/Dysgalaktie Lactation Failure (LF) ELMORE&MARTIN, 1986;

MARTIN&ELMORE, 1981

Postpartum Dysgalactia syndrome (PDS, KLOPFENSTEIN et al.,, 2006;
PPDS) PAPADOPOULOS et al., 2010

periparturient Hypogalactia syndrom (PHS) SMITH et al., 1992

Die Tendenz zur Verwendung von PDS, in einigen Publikationen auch als PPDS abgekiirzt,
ist vor allem in englischsprachiger Literatur zu erkennen (KAHN et al., 2008; KLOPFENSTEIN
et al., 2006; PAPADOPOULOS et al., 2010). Insbesondere in deutschsprachigen Lédndern und

hier vor allem in der Praxis wird weiterhin sehr hidufig die Bezeichnung MMA verwendet
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(Hoy, 2003; KEMPER, 2010; LARSEN&THORUP, 2006). In einzelnen wissenschaftlichen
Veroffentlichungen wurde das Krankheitsbild auch als puerperale Septikdmie und Toxémie
bezeichnet (BOSTEDT et al., 1998; HEINRITZI&HAGN, 1999). Diese Bezeichnung hat sich aber,
wie die meisten anderen Versuche der Neueinfiihrung priziserer Begriffe, weder in der
europdischen noch in der internationalen Literatur durchgesetzt. In Anlehnung an die
Beteiligung von coliformen Bakterien und in Analogie zum Rind wurde von einigen Autoren
der Begriff der coliformen Mastitis (CM) beim Schwein verwendet (BERTSCHINGER et al.,
1990; HELMBOLDT et al., 1953; WEGMANN, 1985). Andere Bezeichnungen entstanden durch
unterschiedliche Betonung der Krankheitsauspragung (Agalaktiesyndrom vs. Postpartales
Hypogalaktiesyndrom). Umstritten ist, inwieweit diese einzelnen Bezeichnungen wirklich
Synonyme fiir ein Krankheitsbild sind, oder ob es sich dabei auch um verschiedene

Pathomechanismen (siehe Kapitel 2.2.3) handelt.
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2.2 Das postpartale Dysgalaktie-Syndrom

2.2.1 Krankheitsbild

Das postpartale Dysgalaktie-Syndrom (PDS) ist eine der wichtigsten peri- und postpartalen
Erkrankungen, die sowohl die Sau als auch die neugeborenen Ferkel beeintrichtigt. Es
existieren unterschiedliche klinische Auspridgungen und Manifestationen, die auch zu den
verschiedenen Krankheitsbezeichnungen fiithrten. In der ,klassischen’ Form wurden die
Entziindung der Milchleiste (Mastitis), die einhergeht mit einem Versiegen der Milchleistung
(Agalaktie), und die Entziindung der Gebarmutter (Metritis) beschrieben (THARP&AMSTUTZ,
1958). Fast gleichzeitig mit der Einfithrung des Namens wurde auch die nicht zutreffende
Beschreibung diskutiert (MARTIN&ELMORE, 1981; SMITH, 1965). So handelt es sich in den
seltensten Féllen um ein vollstdndiges Versiegen (=Agalaktie), sondern meist nur um eine
Verminderung des Milchflusses (Hypogalaktie) oder eine gestorte Milchabgabe
(Dysgalaktie). Des Weiteren liegt eher eine Endometritis (Entziindung der
Gebidrmutterschleimhaut) als eine Metritis (Entziindung der Gebarmutter mit Metrium) vor.
Als Leitsymptom wurde vor allem die Mastitis und die gestorte Milchproduktion
(=Dysgalaktie) beschrieben (BERTSCHINGER et al., 1990; KLOPFENSTEIN et al., 2006). Das
Krankheitsbild geht zudem meistens mit einer Korpertemperaturerh6hung iiber 39,5°C und
einem gestorten Allgemeinbefinden der Sau einher (FRANEK&BILKEI, 2005; FURNISS, 1987;
HALGAARD, 1983; KING et al., 1972; RINGARP, 1960). Erkrankte Sauen zeigen Inappetenz,
Obstipation oder Koprostase, in Einzelfdllen kommt es zu erhohter Atem- bzw. Herzfrequenz
und ZNS-Depressionen (BOSTEDT et al., 1998; HEINRITZI et al., 2006; RINGARP, 1960).
Gelegentlich kann pathologischer Vaginalausfluss beobachtet werden, der auf eine puerperale
Endometritis hinweist (BOSTEDT et al., 1998; HEINRITZI et al., 2006; RINGARP, 1960). Das
Gesduge kann klinische Verdnderungen einer akuten bis subakuten, katarrhalisch-eitrigen bis
nekrotisierenden Mastitis mit Rotung, Wirme, Schwellung und Schmerzhaftigkeit zeigen
(KLOPFENSTEIN et al., 2006). Die Sauen liegen hdufiger in Brust-Bauchlage, um ein Saugen
der Ferkel am schmerzhaften Gesduge zu verhindern (HEINRITZI et al., 2006; HERMANSSON et
al., 1978b). Die Ferkel zeigen auf Grund der fehlenden Milchaufnahme deutlich ihren
Hunger, indem sie sich unruhig in der Ndhe des Muttertieres authalten und vergeblich
Saugversuche starten. Diese typischen Verhaltensreaktionen dienen aufmerksamen
Landwirten neben der Temperaturerh6hung bei der Sau post partum als wichtige Hilfsmittel

zur Fritherkennung auffalliger Sauen.
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Die in der Literatur angegebene Prdvalenz fiir diesen Krankheitskomplex schwankt zwischen
15 bis 20% je nach Merkmalsdefinition (Tabelle 2). In Problembestinden wird die Privalenz
mit bis zu 80 oder gar 100% angegeben (GLOCK, 1983; MARTIN et al., 1974;
WALDMANN&WENDT, 2004). Bislang ist nicht bekannt, wie viele Betriebe in Deutschland
derzeitig von PDS betroffen sind. Mittels einer aktuellen Umfrage (2007) anhand eines
Fragebogens an konventionelle Schweine-haltende Betriebe und deren Tierdrzte in Belgien
gaben 37 von 110 Betrieben (34%) an, eine PDS-Problematik zu haben (PAPADOPOULOS et
al., 2010). In diesen betroffenen Betrieben schwankte die von Betriebsleiter oder Tierarzt
geschitzte betriebsspezifische Pravalenz zwischen 1 und 15% (PAPADOPOULOS et al., 2010).
In einer Befragung von 6kologisch wirtschaftenden Betrieben in Deutschland wurde PDS als
immer wieder oder als vereinzelt auftretend benannt und 18% der 0©kologischen
Ferkelerzeuger gaben an, homdopathische Mittel als PDS-Prophylaxe zu verwenden
(LANDBAU, 2004).

Auch wenn die hochgradig klinischen Félle durch rechtzeitiges Erkennen und schneller
Therapie in heutigen Schweinebetrieben eher selten sind, kommt es gerade durch die
geringgradig  klinischen oder subklinischen Formen zu Leistungseinbulen und
Saugferkelverlusten. Verbunden mit der unzureichenden Versorgung mit Kolostrum, das als
Immunglobulin- und Energielieferant fiir die neugeborenen Ferkel lebensnotwendig ist, kann
es vor allem in den ersten Lebenstagen zu Durchfall, Untererndhrung,
Wachstumsverzogerung und erhohter Krankheitsanfilligkeit (,,Kiimmern®) der Ferkel
kommen. Je nach Schwere konnen aullerdem bei schwicheren Ferkeln Hypoglykdmie und der
Tod durch Verhungern oder durch Erdriicken die Folge sein (HEINRITZI et al., 2006). Neben
diesen genannten unmittelbaren Folgen fithren auch Spétfolgen wie Konzeptionsstorungen in

den Folgewiirfen zu wirtschaftlichen Einbulen (Hoy, 2006).
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Tabelle 2: Ubersicht der Angaben zur Privalenz bzw. Inzidenz von PDS.

Préavalenz

3,7% in Bezug auf alle
Abferkelungen aller
Betriebe

5,5% (kleine Betriebe)
bis 10,3% (grof3e
Betriebe) bezogen auf
Betriebe

6,9% (1,1%-37,2%)
in Bezug auf alle
Abferkelungen

13,1% (bezogen auf
alle Betriebe)

19,8% (bezogen auf
betroffene Betriebe =
Innerherdpriavalenz)

16,5 — 18,5% in Bezug
auf alle
Abferkelungen aller
Betriebe

25% in einem Betrieb

38,4% in einem
Betrieb

1-15% in betroffenen
Betrieben [geschitzte
Angabe]

PDS-
Charakteristik

Agalactia
toxaemica

Umfrage
mittels
Fragebogen an
Betriebsleiter

klinische
Beurteilung
durch
Tierdrzte

Aufzeichnung
der
Behandlung
durch
Betriebsleiter

Aufzeichnung
Behandlung ab
39,4°C durch
eine Person

Umfrage zu
PDS mittels
Fragebogen
(Landwirt mit
Tierarzt)

Rasse

Schwedische
Landrasse

keine
Angabe

Norwegische
Landrasse
(NL) ’
Kreuzung
NL x
Yorkshire

Dénische
Landrasse,

Yorkshire

Deutsche
Landrasse

verschiedene

10

Betriebsinformationen

klinische Fille in 238
von 700 (34%)
Betrieben, Schweden

kleine und grof3e
Betriebe, Schweden

1 Jahr, 31 Betriebe,
16.405 Geburten,
Illinois, USA

50.4% (277 von 550)
der Sauenbetricbe mit
Agalaktie betroffen,
27.656 Geburten,
Missouri, USA

70 Betriebe, Norwegen

1 Betrieb, 12.031
Sauen, Ddnemark

1 Betrieb, 544 Sauen,
Deutschland

34% (37/110) der
Betriebe mit PDS
betroffen, Belgien

Quelle

RINGARP, 1960

BACKSTROM,
1973

BACKSTROM et
al., 1984

THRELFALL&MA
RTIN, 1973

LINGAAS&RONNI
NGEN, 1991

BERG et al., 2001

KRIETER&PRESU
HN, 2009

PAPADOPOULOS
etal., 2010
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2.2.2 Einfluss- und Risikofaktoren

Da es sich um eine komplexe multifaktorielle Erkrankung handelt, wird die Diagnose und
klinische Bewertung durch zahlreiche urséchliche oder mit-beeinflussende Faktoren
erschwert. Bisher sind bereits zahlreiche solcher Faktoren beschrieben worden, deren Einfluss
zum Teil kontrovers diskutiert wird.

Prinzipiell erkranken Sauen jeden Alters, dennoch beobachteten einige Autoren bei Jungsauen
eine erhohte Anfilligkeit, die u.a. auf den geringeren immunologischen Schutz von Jungsauen
zuriickgefithrt wird (BOSTEDT et al., 1998; GERJETS et al., 201la; Hoy, 2002;
KRIETER&PRESUHN, 2009). Andere Autoren betonten, dass vermehrt Sauen der zweiten und
dritten Paritidt betroffen sind, und diese in stirkerem Malle Mastitis und vor allem
Endometritis zeigten (HERMANSSON et al., 1978b; RINGARP, 1960). Die Autoren
BAER&BILKEI (2005) beobachteten verstirkt pathologisch verdnderte Mammae bei Altsauen.
Waihrend PLONAIT&BICKHART (1997) ebenfalls vermehrt PDS bei mehrgebédrenden und vor
allem libergewichtigen Sauen feststellten, lag nach HEINRITZI&HAGN (1999) kein Einfluss der
Wurfzahl auf die Erkrankungshédufigkeit vor. Das Durchschnittsalter der an PDS erkrankten
Sauen lag in einer Studie bei drei Jahren (HEINRITZI&HAGN, 1999).

In der Milch von erkrankten Tieren wurden zahlreiche bakterielle Erreger nachgewiesen,
denen man eine ursdchliche Rolle in der Auslosung einer galaktogen induzierten Mastitis
zuspricht (AWAD MASALMEH et al., 1990; BERTSCHINGER et al., 1990; Ross et al., 1981;
Ross et al, 1975). In der Milch wurden Rein- und Mischkulturen verschiedener
Bakterienarten (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, alpha-hdmolysierende Streptococcus spp.) isoliert (AWAD
MASALMEH et al., 1990; BERTSCHINGER et al., 1990; HIRSCH et al., 2003; RINGARP, 1960;
Ross et al., 1981; Ross et al., 1975). In Endometriumabstrichen wurden jedoch vor allem
Monokulturen von coliformen Keimen festgestellt (BILKEI et al., 1994b; HIRSCH et al., 2003).
Als bedeutende Risikofaktoren kommen weiterhin alle Faktoren in Betracht, die zum einen
den peripartalen Stress der Sau erhdhen, und zum anderen die Bakterienvermehrung und eine
Endotoxdmie beglinstigen. Ein Rohfasermangel im Futter kann zu einer reduzierten
Darmperistaltik und einer verlangerten Darmpassage fithren, die wiederum die intensive
Vermehrung von Bakterien in Magen-Darm-Inhalt und eine verstirkte Freisetzung von

Endotoxinen aus gramnegativen Bakterien fordern (REINER et al., 2009).
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In wvielen Féllen finden sich beim Postpartalen Dysgalaktie-Syndrom neben den
Hauptbefunden Mastitis und Metritis auch weitere klinische Befunde, wie u.a. Ciystitis,
Vaginitis oder Obstipation (BILKEI et al., 1994a; BILKEI et al., 1994b). Insbesondere die
Obstipation  fiilhrt zur Dysbiose der natiirlichen Darmflora. Die iibermiBige
Bakterienvermehrung kann schlieBlich zur Translokation der Bakterien bzw. zur Freisetzung
von bakteriellem Endotoxin in die Blutbahn fiihren (REINER et al., 2009).

Einer der wichtigsten Risikofaktoren ist das Geburtsmanagement und der Geburtsverlauf.
Eine verlingerte Geburtsdauer von mehr als vier Stunden geht sehr hédufig mit einem
verzogerten Schluss der Zervix und als weitere Folge des erleichterten Einwanderns von
Keimen {iber die gedffnete Zervix mit einer Endometritis puerperalis einher. Der
Zusammenhang zwischen erhohter Trachtigkeitsdauer (AWAD MASALMEH et al., 1990;
RINGARP, 1960) sowie verzdgerter Geburtsdauer (BOSTEDT et al., 1998; RINGARP, 1960;
ScHULZ et al., 1983) und dem Auftreten von PDS ist mehrfach beschrieben.
Zahlreiche Faktoren konnen sich wiederum negativ auf die Geburtsdauer auswirken. So
zeigen Sauen in bewegungsarmen Abferkelstinden im Vergleich zu in Gruppenhaltung
gehaltenen Sauen vermehrt Geburtsstockungen, und die Geburtsdauer ist erhdht (Hoy, 2003).
Aber auch die Fiitterung mit rohfaserarmer Didt oder eine zu rasche Umstellung des
energiedrmeren, ballaststoffreichen Futters wéhrend der Trichtigkeit auf energiereiches
Laktationsfutter fithrt sowohl zu verlingerten Darmpassagen als auch zu Obstipation und
kann die Geburtsdauer erh6hen (WENDT, 2000).

Kontrovers diskutiert wird auch die Frage, inwieweit ein Zusammenhang zwischen
WurfgroBe und PDS-Erkrankungshédufigkeit vorliegt. HEINRITZI&KHAGN (1999) stellten
keinen Einfluss fest, wihrend PLONAIT&BICKHART (1997) in steigender Wurfgrofle eine
Pridisposition flir PDS sahen.

Weitere mogliche Einflussfaktoren wie Mykotoxine sind mitunter nur in einzelnen Studien
wissenschaftlich tiberpriift wurden. So konnte u.a. mit steigendem Ergotoxin-Gehalt um 1,5%
im Futter ein Riickgang der Milchproduktion post partum beobachtet werden (KOPINSKI et
al., 2007). Als mogliche Ursache wird eine Hemmung der Prolaktinsekretion duch Ergotoxin

angenommen (KOPINSKI et al., 2007; MARTINEAU et al., 2012).
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2.2.3 Pathogenese und Pathomechanismen

Die genaue Pathogenese von PDS ist auf Grund des komplexen und multifaktoriellen
Zusammenhangs zwar vielfaltig diskutiert, bislang aber noch nicht vollstindig geklart.
Entsprechend folgender Unterscheidung der Krankheitsbilder (I-IV) werden die mdglichen

Pathomechanismen erldutert:

I. Komplexes Syndrom mit Begleiterkrankungen wie Metritis bzw. Endometritis,
Vaginitis, ggf. Cystitis und Obstipation

Es kommt zu einer hdmatogenen Infektion genitalen oder enteralen Ursprungs, die in der
Folge zu einer septikdmischen Puerperalerkrankung fiihrt. Als eine Hauptursache werden
Endotoxine von gramnegativen Bakterien, insbesondere von Escherichia coli, beschrieben
(PEISAK&TARASIUK, 1989; SMITH& WAGNER, 1984, 1985). Die als Lipopolysaccharide (LPS)
bezeichneten Zellwandbestandteile der gramnegativen Bakterien fithren zu einer Kaskade von
Immunreaktionen, die schlieBlich alle Zeichen der Entziindung verursachen (Fieber, Rotung,
Schmerz). Die bakteriellen Endotoxine konnen entweder aus dem Uterus durch z.B. eine
Endometritis puerperalis, oder aus der Milchdriise oder dem Darm, bedingt durch ein
tiberschiefendes Bakterienwachstum als Folge von Obstipation, stammen und eine
Endotoxidmie verursachen (REINER et al., 2009). Welche von diesen drei mdglichen Quellen
die Hauptquelle von bakteriellen Endotoxinen ist, ist bisher nicht sicher bekannt. Durch
sowohl parenterale als auch intramammaére Applikation von Escherichia coli-Endotoxin

konnte ein gestortes Allgemeinbefinden mit Fieber induziert werden (ELMORE et al., 1978) .

I1. Puerperales Fieber

Zahlreiche Autoren haben das Auftreten von erhohten Temperaturen bzw. Fieber nach der
Geburt beschrieben, welches mit klinischen Befunden der Dysgalaktie einhergeht
(HALGAARD, 1983; RINGARP, 1960). Eine klinische Mastitis mit priméren
Gesdugeverdnderungen ist meistens nicht diagnostizierbar (HALGAARD, 1983). Fraglich ist,
ob betroffene Sauen unter subklinischer Mastitis leiden, oder ob tatséchlich keine Entziindung
vorliegt. Aufschluss dariiber konnten Untersuchungen mit Bestimmung anderer
Entziindungsparameter geben. Fiir die bovine subklinische Mastitis ist die Zellzahl eine der
bedeutendsten Kennzahlen: ein Zellgehalt von bis zu 100.000 Zellen/ml wird als
physiologisch bezeichnet (WIESNER et al., 2000), bei einem deutlichen Anstieg auf iiber
100.000 Zellen/ml bis zu 400.000 Zellen/ml ohne weitere Befunde besteht ein Verdacht auf
subklinische Mastitis (DVG-LEITLINIEN, 2012). Beim Schwein gilt nach Literaturangaben die
Zellzahl als physiologisch erhoht, da auch bei unauffilligen Sauen Werte zwischen 500.000
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Zellen/'ml und 3 Millionen Zellen/ml gemessen werden (PERSSON et al.,, 1996;
SCHOLLENBERGER et al., 1986; VARADIN&FILIPOVIC, 1975). Die Griinde fiir die signifikant
erhohte physiologische Zellzahl im Vergleich zu anderen Sdugetieren sind nicht bekannt.
Moglicherweise liegen subklinische Mastitiden bei Sauen viel haufiger vor, als bisher in
Literatur oder Praxis beschrieben, so dass die ,physiologisch’ erhohte Zellzahl auch bei der
Sau eine Art reaktiver Entziindungsmechanismus darstellt. Eine genaue Differenzierung der
Zellen zwischen epithelialen Zellen oder Entziindungszellen wie neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen ist wiinschenswert. Weitere mogliche Entziindungsparameter wie Akut-
Phase-Proteine oder proinflammatorische Zytokine sind ebenfalls mit einem peri- bzw.
puerperalen Anstieg bei sonst klinisch unauffalligen Sauen beschrieben, der meist auf den mit
der Geburt einhergehenden Stress fiir den Organismus zuriickgefiihrt wird (DUNKELBERG,
2006; SORRELLS et al., 2007; VERHEYEN et al., 2007).

I11. Infektios bedingte Mastitis

Hierbei kommt es durch eine galaktogene Infektion durch coliforme Bakterien oder auch
andere Mastitis-assoziierte Erreger wie Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae
oder Staphylococcus (Staph.) aureus zu einer Entziindung der Milchdriise (AWAD MASALMEH
et al., 1990; BERTSCHINGER et al., 1990; KEMPER&GERJETS, 2009). Endogene Pyrogene in
der Milchdriise verursachen Fieber, und die Endotoxine unterdriicken die Freisetzung von
Prolaktin aus der Hirnanhangsdriise, vermindern die Schilddriisenproduktion und erhéhen die
Kortisol-Konzentration im Blut (ELMORE et al., 1978; SMITH&WAGNER, 1985). Diese
Verdnderungen beeintrachtigen wiederum die Kolostrum- bzw. Milchproduktion und

Milchsekretion.

IV. Nicht-infektios bedingte Hypo-/Dysgalaktie (primiire hormonelle Storung)

Die Kolostrum- oder Milchejektion wird durch ein komplexes Hormongleichgewicht
gesteuert und aufrechterhalten. Differenziert werden sollte zwischen einer primdren und
sekundéren hormonellen Stérung. Die hypophysére Insuffizienz tritt dabei meist unabhingig
von der Korpertemperatur bzw. Fieber auf. Verschiedene Autoren diskutieren eine hormonell
bedingte PDS-Pridisposition im Zusammenhang mit einer Uterusatonie (HILDENBRAND,
1984; RINGARP, 1960). Einige Autoren beschreiben einen Zusammenhang mit dem Fette-
Sauen-Syndrom (HILDENBRAND, 1984; MARTINEAU et al., 2012). Die Verfettung der Sau
kann zur Wehenschwéche fiihren, die verzogerte und verlédngerte Geburten bedingt und damit

das PDS-Risiko erhoht. In dlteren  Literaturquellen = werden  partielle
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Hypophysenvorderlappeninsuffizienz und postpartale Hypophyseninsuffizienz in Erwédgung

gezogen (HILDENBRAND, 1984).
2.2.4 Prophylaxe und Therapie

Durch regelméBige Kontrolle der rektalen Korpertemperatur post partum und des Verhaltens
der Sau, sowie einer Kontrolle der Ferkel und des Saugverhaltens, werden friihzeitig erste
Anzeichen einer PDS-Problematik erkannt. Da bei den meisten groeren Schweinezucht- und
Vermehrungsbetrieben mitunter auch pro- und metaphylaktische Maflnahmen durchgefiihrt
werden, sind die in alter Literatur beschriebenen schwerwiegenden Fille heute meist selten
zu beobachten. So wird in vielen Betrieben bereits bei Anzeichen einer Temperatur ab 39.5°C
eine Behandlung eingeleitet.

Fir eine Therapie der an PDS erkrankten Sau wird eine kombinierte Gabe von
Entziindungshemmern und Antibiotika, und ggf. Oxytocin, angeraten (AURICH, 2002;
NIEMANN&SCHMELZ, 2008; STRAW et al., 2000). Die Nicht-steroidalen Antiphlogistika
(NSAIDs) haben eine antiphlogistische (entziindungshemmende), analgetische
(schmerzlindernde) und antipyretische (fiebersenkende) Wirkung und fithren meist sehr
schnell zu einem besseren Allgemeinbefinden der Sau (RATHMANN, 2008). Als Antibiotika
werden alle mit Breitbandspektrum gegen sowohl gramnegative als auch grampositive
Bakterien empfohlen (HEINRITZI&HAGN, 1999; KOBERA, 2000; LOHR et al., 2004;
MARKOWSKA-DANIEL&KOLODZIEICZYK, 2001; SCHONING&PLONAIT, 1990; SCUKA et al.,
2006; STRAW et al., 2000). Im Hinblick auf sich ausbreitende Antibiotikaresistenzen ist eine
gezielte Antibiotikatherapie nach genauer Erreger- und Resistenzbestimmung wiinschenswert,
aber bislang aus praktischen Griinden oft nicht realisierbar. Oxytocin und Prostaglandine sind
als unterstiitzende Therapie bei verzogerten oder verldngerten Geburten empfohlen, sofern
kein Verdacht auf Geburtsprobleme vorliegt, der ein manuelles Eingreifen erforderlich macht
(AURICH, 2002). Auch zur Behandlung von puerperalen Endometritiden werden Oxytocin und
Prostaglandine angeraten (AURICH, 2002). Zur Anregung der Laktation ist Oxytocin bedingt
durch die sehr kurzfristige Wirkung nur in Einzelfdllen empfehlenswert (5-10 1E/Sau, 4-5x
taglich, 2-3 h Intervall) (AURICH, 2002). Das bis zu 5-6 Stunden ldnger wirkende Carbetocin
(Praparatename: Depotocin) kann als Alternative angewandt werden. Wenn die betroffene
Muttersau nicht schnell genug erfolgreich therapiert wird, kann eine Versorgung der Ferkel
mit Kolostrum- oder Milchersatz erforderlich sein. Je nach Betriebsgrofle ist auch ein
Umsetzen der Ferkel angebracht. Eine zeitnahe Diagnose und Therapie verringert das Risiko

von Ferkelverlusten, sodass eine betriebliche Kontrolle der rektalen Temperatur post partum
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als Friihkriterium empfohlen wird (FURNISS, 1987). Die Vorteile einer schnellen
Medikamentengabe nach Fritherkennungsmethoden wie Temperaturmessung gehen einher
mit dem gestiegenen Risiko fiir den erhohten Einsatz von Antibiotika bei falsch-positiven
Tieren.

Eine Aufklarung der genetischen Ursache von PDS zur Senkung der Inzidenz ist daher nicht
nur aus Griinden der Tiergesundheit und des Tierschutzes wiinschenswert, vielmehr kann

durch gezielte Zucht und Selektion auch der Medikamenteneinsatz reduziert werden.
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2.3 Genetik und PDS

2.3.1 Das Schweinegenom

Dieses Unterkapitel bietet einen kurzen, libersichtlichen und anschaulichen Einblick in das
genetische Grundlagenwissen, das fiir das Verstidndnis der vorliegenden Arbeit unumgénglich
ist. Fiir detaillierte und ausfiihrliche Erlduterungen sei allerdings auf umfangreiche
Lehrbiicher (FALCONER, 1984; GELDERMANN, 2005) und weitere wissenschaftliche
Literaturquellen verwiesen (COOPER&SHENDURE, 2011; MANOLIO, 2010;
PEARSON&MANOLIO, 2008).

Das Schweinegenom hat 38 Chromosomen, bestehend aus 18 homologen Autosomenpaaren
und einem Gonosomenpaar (X, Y). Der einfach haploide Chromosomensatz beim Schwein
besteht aus etwa 2,7 x 10° Basenpaaren (bp) DNA und umfasst eine genetische Distanz von
etwa 2,3 Morgan (GELDERMANN, 2005).

Zur Untersuchung und Kartierung von Genomen bedient man sich so genannter genetischer
Marker. Ein genetischer Marker ist ein Gen oder ein DNA-Abschnitt mit bekannter
Lokalisation im Genom, der in seiner Basenabfolge polymorph ist (GELDERMANN, 2005).
Innerhalb der Marker oder Loci kann man zwischen Typ I-Loci und Typ II-Loci
unterscheiden: Typ I-Loci befinden sich innerhalb funktioneller Gensequenzen, und Typ II-
Loci sind in DNA-Regionen lokalisiert, deren primér funktionelle Bedeutung nicht bekannt ist
(GELDERMANN, 2005). Beispiele fiir genetische Marker sind Restriktionsfragmentldngen-
Polymorphismen, Mikrosatelliten und Einzel-Nukleotid-Polymorphismen. Einzel-Nukleotid-
Polymorphismen (SNPs) sind Einzelbasenaustausche, die iiber das gesamte Genom
unregelméBig verteilt sind (etwa alle 200bp ein SNP). Fiir Hochdurchsatztechnologien und
die Chipentwicklung werden SNPs ausgewihlt, die nahezu regelméBig liber das Genom
verteilt sind (etwa alle 40 kb ein SNP). Dabei werden codierende und nicht codierende SNPs
in Abhéngigkeit davon unterschieden, ob sich der SNP innerhalb eines Gens oder auB3erhalb
codierender Regionen befindet. Befindet sich der SNP in einer codierenden Region, kann
dieser zu einer verdnderten Aminosdurenabfolge in der Translation fithren (nicht-synonym)
oder auf Grund der Redundanz des genetischen Codes keine Verdnderung bewirken
(synonym). Kommt es zu einer verdnderten Aminosdureabfolge, kann diese wiederum das
Protein entweder nicht beeintrdachtigen, oder aber dessen Funktion verdndern (missense) oder

zu vollstandigem Funktionsverlust fithren (nonsense).
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Ein SNP des kommerziellen Illumina BeadChips (Illumina, www.illumina.com) besteht aus
mindestens 121 Basen, wobei die mittlere Base den jeweiligen Polymorphismus darstellt.
Theoretisch konnten alle vier Basen (Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin) an dieser Position
vorkommen, sodass ein SNP vier Allele besitzen wiirde. Da aber die Wahrscheinlichkeit sehr
gering ist, dass gerade an einer Mutationsstelle auch noch eine weitere Mutation stattfindet,
sind die meisten SNPs biallelisch. Vereinzelt werden in der Humangenetik triallelische SNPs
beschrieben (CHUNG et al., 2010). Beziiglich des Auftretens eines Polymorphismus wird
zwischen Transition und Transversion unterschieden. Wahrend es bei der Transition zu einem
Austausch innerhalb Purinbasen (Adenin = A, Guanin = G) bzw. Pyrimidinbasen (Cytosin =
C, Thymin = T) kommt, wird bei der Transversion eine Pyrimidinbase durch eine Purinbase
oder umgekehrt getauscht (Beispiele: A mit C, A mit T, C mit G, C mit T). Obwohl es bei
Transversionen dreimal mehr Mutationsmdglichkeiten gibt, sind Transitionen doppelt so
hiufig wie Transversionen, sodass zwei Drittel aller SNPs meist C/T oder A/G Allele
besitzen. Unter Annahme eines biallelischen SNPs [A/G] kann ein Tier jeweils den
homozygoten Genotyp AA bzw. GG oder den heterozygoten Genotyp AG besitzen
(Abbildung 3).

' | Telomer GeﬂOtyp
/| Centromer AA
AG
GG

Allel G

SNP [A/G]

g%c.,é—‘ MO T T oo —~—
'%;_——————*TAACACGGTGTTGTCCTTGAG TAACACGGTGCTGTCCTTGAG ——nu "

T ATTGTGCCACAACAGGAACTC  ATTGTGCCACGACAGGAACTC———
L S

Abbildung 3: Systematische Darstellung eines Chromosomenpaars, jeweils mit Allel A bzw.
Allel G an einem SNP [A/G], je nach Kombination der Chromosomen bei bestimmten
Individuen kénnten der Genotyp AA, AG bzw. GG auftreten (eigene modifizierte Darstellung
unter Verwendung der Abbildung des Chromosoms von www.wikipedia.org).
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2.3.2 Erblichkeit von PDS

Schon 1960 postulierte RINGARP (1960), dass PDS zu einem gewissen Ausmal} eine erbliche
Pridisposition aufweist. Zwar wurde bis dato nie die Vererbung untersucht, doch wiirden
bestimmte Beobachtungen hinweisend sein (RINGARP, 1960). Der Autor zitiert mehrere
Literaturquellen, die Unterschiede in der Inzidenz und Prévalenz bei verschiedenen Rassen
und Zuchtlinien beobachteten und bestétigt dies durch seine eigene Beobachtung, dass in
einem Schweinebetrieb mit zwei nichtverwandten Zuchtlinien ein Unterschied in der Inzidenz
von PDS festzustellen war (RINGARP, 1960). Dies zeigt, dass trotz gleicher
Umweltbedingungen wie Haltung, Fiitterung und Hygiene eine genetische Pridisposition
vorliegen kann. So wurde eine hohere Krankheitsanfilligkeit fiir PDS in Sauenfamilien
gefunden, die generell eher eine Uterusatonie, Milchfieber und Koprostasis zeigten, und
moglicherweise eine konstitutionelle (anlagebedingte) Schwiche hinsichtlich Dysfunktion
endokriner Organe aufwiesen (BAUER-WAHLWIES, 1956). In weiteren élteren Literaturquellen
wird auf die starke Inzucht und die Zuchtselektion auf Frohwiichsigkeit verwiesen, die zu
moglichen endokrinen Stérungen fithren konne (BAUER-WAHLWIES, 1956; HEIDRICH, 1954;
NOBLE, 1972; WILz, 1956). Andere konnten bei stressempfindlichen Linien eine hohere
Krankheitsanfilligkeit erkennen (MARTIN&MCDOWELL, 1975).

Auch HILDENBRAND (1984) fasst unter den nichtinfektiosen Ursachen fiir PDS die Ansichten
zahlreicher Autoren hinsichtlich der Rassendisposition zusammen. Wihrend einige die
Erkrankung bei allen Sauenrassen beobachten konnten, verweisen andere auf bestimmte
Rassen wie Large White, Large Black, Berkshire, Wessex und Yorkshire (HILDENBRAND,
1984). Im Vergleich zu einheimischen afrikanischen Rassen erkrankten Pietrain, Large White
und Landrasse hiufiger laut einer Studie in Zaire (VERHULST&MUSERU, 1973). Ein weiterer
Hinweis auf die Moglichkeit der Vererbung ist die Beobachtung, dass hdufiger Nachkommen
von Sauen erkranken, die selbst schon einmal erkrankt waren (SCHNELL et al., 1977). Ein
signifikant hoheres Risiko fiir puerperales Fieber konnte HALGAARD (1983) bei Large White
Sauen in seiner Studie mit Rein- und Kreuzungstieren der Rassen Large White, Danische
Landrasse, Hampshire und Duroc feststellen.

Neben der zum Teil auch subjektiv beeinflussbaren deskriptiven Beschreibung der Erblichkeit
oder Rassendisposition existieren auch klar messbare Grofen zur Beschreibung der
Erblichkeit. Ein wichtiger genetischer Parameter ist der Erblichkeitsgrad, die sogenannte
Heritabilitdt (h?). Dieses MaB3 dient der Quantifizierung der additiv genetischen Varianz (c,?)

an der phinotypischen Gesamtvarianz (c,*) (FALCONER, 1984). Die o,> setzt sich zusammen
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aus der genetischen Varianz (c,*) und der Umweltvarianz (c,*). Die o,> beinhaltet sowohl die
c,* als auch die nicht-additiv genetischen Varianzen wie die Dominanzvarianz (64*>) und die

Epistasievarianz (c¢,”) (FALCONER, 1984).

Gleichung 1: Berechnung der Heritabilitét (h?).
h* =06,/ 6,>=06.>/ (0" + 6,°) =0,°/ (02°> + 64° + Gep” + G°)

Das Maf der h? ist keine Konstante, sondern ist jeweils merkmals- und populationsspezifisch.
Sie kann Werte zwischen 0 (keine Erblichkeit) und 1 (vollstandig erblich) annehmen. Je nach
Hohe der h? unterscheidet man gering erbliche (h? < 0,25), mittlere erbliche (0,25 < h? <0,5)
und stark erbliche (h>>0,5) Merkmale (MIELENZ&SCHULER, 2002).

Die h? wurde in verschiedenen Studien fiir das Merkmal PDS geschitzt (BERG et al., 2001;
KRIETER&PRESUHN, 2009; LINGAAS&RONNINGEN, 1991). Da bei diesen Studien der
Phinotyp ,PDS‘ zum Teil unterschiedlich klassifiziert wurde, konnen die geschétzten h? nur
bedingt miteinander verglichen werden (Tabelle 3). So wurden in Norwegen unter
Berticksichtigung der klinischen Beurteilung durch Tierdrzte eine Heritabilitét fiir PDS bis zu
0,2 berechnet, wihrend niedrigere h? in Dédnemark geschitzt wurden, wenn die durchgefiihrte
Behandlung als Phanotyp verwendet wurde (BERG et al., 2001; LINGAAS&RONNINGEN, 1991).
Die aufgezeichnete Behandlung diente auch in einer Studie an Schweinen der Deutschen
Landrasse als Hilfsmerkmal, in der eine Heritabilitit von 0,13 geschitzt wurde

(KRIETER&PRESUHN, 2009).
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Tabelle 3: Literaturiiberblick zu Heritabilitdtsschitzungen fiir den Merkmalskomplex PDS.

LINGAAS&RONNINGEN, BERG etal., 2001 KRIETER&PRESUHN,

1991 2009
Heritabilitét 0,1-0,2 0,02 - 0,06 0,13
Rassen Norwegische Landrasse Dénische Deutsche Landrasse
(NL), Kreuzung NL x Landrasse,
Yorkshire Yorkshire
Tierzahl 70 Betriebe 12.031 Sauen 544 Sauen
(14.502 (2.597
Reinzucht- und Reinzuchtwiirfe)
Kreuzungswiirfe)
Phinotyp-beurteilung klinische Beurteilung ~ Aufzeichnung der Aufzeichnung
,PDS* durch Tierérzte Behandlung durch Behandlung ab
Betriebsleiter 39,4 °C durch eine
Person
Prévalenz bezogen auf 16,5 -18,5 % 25% 38,4%

Gesamtzahl der Tiere

Das Merkmal PDS gehort mit einer h? von durchschnittlich 0,10 (0,02-0,20) zu den gering
erblichen Merkmalen und ist mit anderen Reproduktionsmerkmalen bei der Sau wie
Geburtsdauer (0,10) und Geburtseingriff (0,05) vergleichbar (BERG et al., 2001; CANARIO et
al., 2006). Dass eine ziichterische Bearbeitung trotz niedriger h*> mdglich und sinnvoll ist,

zeigen u.a. Studien zur Mastitis-Anfalligkeit beim Rind von HERINGSTAD et al. (2000; 2003).
2.3.3 Genomweite Assoziationsstudien

Eine Assoziationsstudie untersucht als solches, ob zwei Eigenschaften hdufiger zusammen
auftreten, als zufallig zu erwarten wire. Genetische Assoziationsstudien haben das Ziel,
herauszufinden, ob und welche genetische Varianten (Genotyp) mit einem gewihlten
Phanotyp héaufiger auftreten als zufdllig zu erwarten wire. Eine statistisch signifikante
Assoziation sagt dabei aber noch nichts {iber eine mogliche Kausalitit aus. Die Frage nach der
Kausalitdt muss in weiteren funktionellen Untersuchungen geklirt werden.

Genomweite Assoziationsstudien (GWA-Studien) sind mit der Entwicklung von
Hochdurchsatztechnologien zur Genotypisierung von genomweit verteilten SNPs realisiert
worden (FAN et al., 2003). Sie haben das Ziel, eine genomweite Assoziation eines SNPs zu

einem bestimmten Phinotyp zu detektieren (PEARSON&MANOLIO, 2008). Rein theoretisch
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sind mit den GWA-Studien sowohl direkte Assoziationen, bei dem sich der SNP im Bereich
eines kausalen Gens befindet, als auch und insbesondere indirekte Assoziationen zu finden.
Der assoziierte SNP befindet sich dabei im Kopplungsungleichgewicht mit dem eigentlich
krankheitsverursachenden Genort, der fiir die Merkmalsauspragung verantwortlich ist

(Abbildung 4).

Direkte Assoziation Indirekte Assoziation

SNP

SNP

A 4

PDS

Kopplungs- Kausale

Marker

ungleichgewicht Beziehung

(Kausale genetische Variante)

Kausale genetische Variante (z.B. Gen)

Abbildung 4: Darstellung der zwei theoretischen Moglichkeiten fiir das postpartale
Dysgalaktie-Syndrom (PDS): Entweder kann ein SNP genau im Bereich der kausalen
Variante liegen (direkte Assoziation) oder die SNPs befinden sich im
Kopplungsungleichgewicht zum kausalen Gen (nach ZIEGLER et al. 2010).

Im Rahmen von GWA-Studien kénnen sowohl mogliche kausale genetische Varianten oder
Gene, als auch funktionelle Pathomechanismen und Funktionswege identifiziert werden

(HUNTER et al., 2008).

Je nach Merkmalsklasse der Phénotypen wird zwischen quantitativen Merkmalen (z.B.
Wachstumsleistung, Milchleistung) und qualitativen Merkmalen unterschieden. Zu letzteren
zdhlen insbesondere die bindren Merkmale mit jeweils zwei Ausprigungen wie im Falle
dieser Studie die bestimmte Krankheitsauspragung PDS (0O=gesund bzw. PDS-negativ,
I=krank bzw. PDS-positiv). Das dafiir optimale Design entspricht einer Fall-Kontroll-Studie
(Case-Control), bei der moglichst in Bezug zu anderen Faktoren vergleichbare Tiere gewahlt
werden, die sich jeweils nur in der Krankheitsausprigung unterscheiden.

Verschiedene statistische Methoden und Programme sind verfligbar, um die grof3e
Datenmenge auszuwerten und die Interpretation der Ergebnisse zu erleichtern. Der chi-
Quadrat-Test (y?), der Fisher-Exakt-Test und der Armitage-Trend-Test gehoren dabei zu den
wichtigsten Hypothesentests. Die Nullhypothese (Hyp) nimmt an, dass die Allelfrequenzen
eines bestimmten SNPs bei gesunden und erkrankten Tieren gleich sind (Tabelle 4). Die
Alternativhypothese (Ha) stellt im Gegensatz dazu die Behauptung auf, dass es

Allelfrequenzunterschiede zwischen gesunden und kranken Tieren gibt (chi*-Test, Fisher-
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Exakt-Test). Entsprechend der jeweiligen Annahme oder Ablehnung von Hy bzw. Hy kommt
es entweder zu einer korrekten Entscheidung oder aber zum Auftreten des Fehlers 1. Art oder
des Fehlers 2. Art. Dieser Entscheidungsbaum ist mit Beispielen in Bezug auf eine

genomweite Assoziation zu einem SNP in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Darstellung der Hypothesen und des Entscheidungsbaums mithilfe der Vierfelder-
Tafel.

Annahme H, Annahme Hp

kein SNP mit Assoziation SNP gefunden mit

gefunden Assoziation
Ho ist kein korrekte Entscheidung (1- o)  Fehler 1. Art =«
korrekt ursdchliches falsch positive Ergebnisse
Gen
vorhanden
Ha ist es gibt  Fehler 2.Art=f korrekte Entscheidung
korrekt ein/mehrere . . _
mit PDS falsch-negative Ergebnisse Power (1 - B)
assoziierte
Gene

Werden anstelle der Allelfrequenzen die Genotypfrequenzen betrachtet, kann u.a. mittels des
Armitage-Trend-Tests auf das Vorliegen eines Trends bzw. einer Tendenz getestet werden.
Die entsprechende Hy, dass die PDS-erkrankten Tiere gleichméBig auf die Genotypen verteilt
sind, wiirde gegen die Ha, dass die Genotypenverteilung zwischen kranken und gesunden
Tieren einem ,,Trend“ bzw. einer Tendenz unterliegen, getestet werden.

Nachteil dieser Methoden (chi-Quadrat-Test (y?), Fisher-Exakt-Test, Armitage-Trend-Test) ist
die zunichst unzureichende Korrektur von Stratifikationseffekten. Als Stratifikation werden
systematische Allelfrequenzunterschiede zwischen erkrankten und gesunden Tieren
bezeichnet, die auf Grund von Populations- bzw. Linienunterschieden, Familien- oder
Verwandtschaftsverhiltnissen entstehen (YU et al., 2008). Der Quantil-Quantil (QQ) Plot oder
chi>-chi>-Plot wird verwendet, um das Ausmall der Verzerrung durch Vergleich der
beobachteten Assoziation mit den zu erwarteten Assoziationen bei Hy einzuschitzen
(PEARSON&MANOLIO, 2008). Der Inflationsfaktor A quantifiziert dabei den Grad der

Abweichung, und ein Wert von 1 <A < 1,1 ist annehmbar.

23



Literatur — Genetik und PDS

Stratifikation ist vor allem ein Problem bei populationsbasierten Case-Control-Studien, bei
denen nicht von vornherein die Verwandtschaftsverhdltnisse bekannt sind
(PEARSON&MANOLIO, 2008). In einer familienbasierten Case-Control Studie wird durch die
aufeinander abgestimmten Halb- oder Vollgeschwisterpaare diese Verzerrung minimiert
(BENYAMIN et al., 2009; VISSCHER et al., 2008). Dennoch kann eine Korrektur hinsichtlich
Familien- oder Linien vonndten sein.

Mittels logistischer Regression kann eine Korrektur mit fixen Effekten wie Linie, Betrieb
oder Familien-ID durchgefiihrt werden und eignet sich fiir eine grobe Verbesserung der
Stratifikation durch Storeffekte. Weitere Korrekturmoglichkeiten sind die Genomische
Kontrolle (GC), die strukturierte Assoziation (SA), gemischte Modelle (MM), Kombinationen
der beiden letztgenannten, sowie eine Hauptkomponenten-korrigierte Assoziationsanalyse
(PCA) (AULCHENKO, 2010). Wihrend GC und insbesondere SA vor allem Populations- bzw.
Linienunterschiede berlicksichtigt, wird das Verwandtschaftsverhéltnis am besten durch MM

korrigiert (Abbildung 5).

Strukturierte
Assoziation

analyse
(PCA)

Genomische
Kontrolle

(GO)

gemischte
Modelle
(MM)

Populationsunterschiede

\4

Verwandtschaftsgrad

Abbildung 5: Uberblick der Methoden fiir die Korrektur von Stratifikation auf Grund von
Populationsunterschieden bzw. Verwandtschaftsverhéltnissen in genomweiten
Assoziationsstudien (nach AULCHENKO 2010).
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Die Hauptkomponentenanalyse oder PCA ist besonders fiir die Korrektur von Daten optimal,
bei denen sowohl verschiedene Linien als auch die Familien- bzw.
Verwandtschaftsbeziechungen zu berilicksichtigen sind. Die genomische oder die
pedigreebasierte ~ Verwandtschaftsmatrix ~ wird ~ verwendet, = um  entsprechende
Hauptkomponenten zu definieren, die die Variation der Populations- bzw. Familien- oder
Verwandtschaftsstruktur widerspiegeln (PATTERSON et al., 2006; PRICE et al., 2006). Die
Anzahl der fiir die Korrektur zu verwendenden Hauptkomponenten wird durch Bestimmung
der Eigenwerte fiir jede Hauptkomponente und unter Verwendung des Kaiserkriteriums, des

Scree-Kriteriums oder des Jollifee-Kriteriums festgelegt (BACKHAUS et al., 2008).

Im Bereich der Humangenetik sind sehr informative Reviews publiziert (CANTOR et al., 2010;
MANOLIO, 2010; MCCARTHY et al., 2008; PEARSON&MANOLIO, 2008). Zahlreiche GWA-
Studien und verschiedene assoziierte genetische Varianten wurden zu bestimmten
Erkrankungen beim Menschen detektiert und in Form eines Online-Kataloges
zusammengestellt (www.genome.gov/GWAStudies (HINDORFF et al., 2011; HINDORFF et al.,
2009)).

Im Bereich der Tierwissenschaften sind Hochdurchsatz-Genotypisierungs-Chips fiir Rind

(BovineSNP50), Schaf (OvineSNP50), Schwein (PorcineSNP60 BeadChip) und Pferd

(EquineSNP50 BeadChip) seit den letzten Jahren verfligbar (www.illumina.com), sodass

mittlerweile auch einige GWA-Studien im Bereich der Veterindrmedizin bzw. Tierzucht
publiziert worden sind (GODDARD&HAYES, 2009; LYKKJEN et al., 2010; MINOzZI et al.,
2010).

Der Illumina BeadChip ,,PorcineSNP60* fiir die Genotypisierung beim Schwein wurde dabei
von einem Konsortium koordiniert (RAMOS et al., 2009). Insgesamt 62.163 SNPs wurden aus
verschiedenen Arbeitsgruppen und Laboratorien zusammengestellt (Abbildung 6), um einen

vielseitigen und informativen SNP-Chip iiber alle Schweinechromosomen hinweg zu erhalten.
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Abbildung 6: Verteilung der SNPs (n=62.163) des Illumina PorcineSNP60 BeadChip
entsprechend der Nomenklatur in Bezug auf die Herkunft des SNPs. Die einzelnen
Abkiirzungen stehen dabei fiir die verschiedenen Labore bzw. die Herkunftssequenz des SNPs
(Quelle: Martien Groenen, [llumina).

Da zum Zeitpunkt der Freigabe des porcinen Chips die Sequenzierung des Schweinegenoms
noch nicht abgeschlossen war, existierten 13.970 SNPs auf dem BeadChip, die nach
Genombild 7 des Schweinegenoms (=Sscrofa7) nicht annotiert werden konnten.

Die Fertigstellung der Genomsequenzierung des Schweinegenombildes (=Sscrofal() durch
das Konsortium (,Swine Genome Sequencing Consortium’ (SGSC)) und die Freigabe durch
das ,,Genome Analysis Centre* am 20.09.2010 ermoglichte u.a. eine neue Annotierung der
SNPs des BeadChips von Illumina. Die Annotierung wurde Offentlich bereitgestellt
(http://www.animalgenome.org/repository/pig/). Vor allem die bis dato 13.970 nicht-
annotierten SNPs konnten teilweise neu-annotiert werden (Abbildung 7). Bislang ist aber
weiterhin fiir 3.671 SNPs die genaue Chromosomenlokalisation nicht sicher bekannt. Auch

die aktuellste Version (=Sscrofal0.2) verbesserte nur in Einzelfdllen die Annotierung.
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Abbildung 7: Verteilung der SNPs (n=62.163) des Illumina PorcineSNP60 BeadChip auf die
Autosomen (1-18) und Gonosomen (X, Y) beim Schwein zur Ubersicht der Annotierungen
der 62.163 SNPs des Illumina PorcineSNP60 BeadChip. Die von Illumina verwendete
Annotierung Sscrofa7 enthielt 13.970 SNPs ohne Chromosomenangabe. Spdtere Versionen
verbesserten die Annotierung, jedoch traten auch hier fehlende Annotierungen (NA),
uneindeutige Annotierungen (Ambigiuos) und Annotierungen auf einem einzelnen Contig
ohne Chromosomenangabe (Uwgs) auf (http://www.animalgenome.org/repository/pig/).

Bei 2.069 SNPs kam es durch die neue Genomsequenzierung auch zu unterschiedlichen
Chromosomenlokalisationen, d.h. nach Annotierung auf Sscrofa7 (ILLUMINA INC.) wiirde sich
z.B. SNP ASGA0022047 auf SSC4 (108.005.714 bp) befinden, nach neuer Annotierung auf
SscrofalO ist dieser SNP aber auf SSC3 (120.903.688 bp) lokalisiert. In 1.663 Fillen sind
ehemals lokalisierte SNPs, z.B. INRAO0058958 (SSCI15, 131.684.198 bp) in neuer

Annotierung nicht mehr eindeutig im Schweinegenom lokalisierbar.
2.3.4 Kandidatengene

Es wird zwischen positionellen und funktionellen Kandidatengenen unterschieden, je
nachdem ob entsprechend einer Positionsbestimmung durch Kopplungs- oder
Assoziationsanalysen ein Gen in Betracht gezogen wird (positionelles Kandidatengen) oder
ob auf Grund funktioneller Beschreibung eine Bedeutung dieses Gens hypothetisiert wird
(funktionelles Kandidatengen). Potenzielle funktionelle Kandidatengene, die im
Zusammenhang mit anderen Merkmalen wie Fruchtbarkeit oder Krankheitsresistenz in

friiheren Kopplungsstudien bei verschiedenen Tierspezies oder im Rahmen von
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Kandidatengenanalysen speziesiibergreifend beschrieben wurden, und die ebenso im

Zusammenhang mit PDS stehen konnten, sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Auflistung erwidhnenswerter potenziell funktioneller Kandidatengene fiir das
Merkmal PDS.

Kandidatengen Spezies Funktion Quelle
spezifische Resistenz gegeniiber Escherichia coli
Fucosyltransferase =~ FUTI1 Schwein Odemkrankheit MEUERINK et  al.
(1997)
F4acR Schwein Rezeptor fiir Escherichia PYTHON et al. (2002)
coli F4
Transmembranes MUCI13  Schwein Enterotoxischer ZHANG et al. (2008)
Mucin Escherichia coli (ETEC)

F4ab/ac-Rezeptor
allgemeine Resistenz — Pathomechanismus

Toll-like-Rezeptor ~ TLR4 Mensch  Transmembranrezeptor =~ MEDZHITOV et al.
(1997)
unspezifisches
Immunsystem
Gesauge/Fruchtbarkeit

Estrogenrezeptor ESR Schwein Einfluss auf ROTHSCHILD (1996)
Fruchtbarkeit

Oxytocin OXT Schwein hormonelle Steuerung LEE et al. (2001)
Geburt und Milchejektion

Prolaktin PRL Schwein Milchejektion VINCENT et  al

(1998), MARTINEAU
etal. (2012)

Prolaktinrezeptor PRLR Schwein Wurfgrofle OMELKA et al. (2008)
Retinol-binding RBP4 Schwein Bedeutung fiir MESSER et al. (1996)
protein Fruchtbarkeit

Sonstiges

Ryanodinrezeptor I RYRI Schwein Maligne Hyperthermie Fuilt et al. (1991);
LEE et al. (2002)

NRAMP1 Schwein resistenzsteigernd SUN et al. (1998)
gegeniiber Salmonellosen

Ein wichtiges Beispiel ist das porcine MUCI13 Gen, welches mit der Empfanglichkeit fiir
Escherichia coli F4ab/ac assoziiert ist (ZHANG et al., 2008). Weitere potenticlle Gene sind das
FUT! Gen, und andere im Zusammenhang mit Coli-Durchfall oder Odemkrankheit
identifizierte genetische Varianten. Die Anfilligkeit fiir die Odemkrankheit wurde
zuriickgefiihrt auf eine Mutation im alpha(1,2)-Fucosyltransferase-Gen (FUT1) (MEIJERINK et

al., 1997; MEDERINK et al., 2000), welches eng gekoppelt mit dem E .coli-F18-Rezeptorlocus
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(ECF18R) vorliegt. Da ECF18R erst ab dem 20. Lebenstag exprimiert wird, treten keine
Erkrankungen bei jiingeren Ferkeln auf.

Ein weiteres funktionelles Kandidatengen ist das Prolaktin- oder das Prolaktinrezeptor-Gen,
da Prolaktin selbst eine wichtige Schliisselrolle in der Initiation und insbesondere in der
Aufrechterhaltung der Milchabgabe in der Laktationszeit beim Schwein darstellt (MARTINEAU
et al., 2012). Ein Zusammenhang zwischen den verschiedenen Prolaktinrezeptorgenotypen
und der Wurfgrofle (insgesamt geborene, lebendgeborene und abgesetzte Ferkel) wurde in
einer Studie mit sechs slowakischen Betrieben beobachtet (OMELKA et al., 2008).

Inwieweit diese Gene bzw. Genombereiche fiir die puerperale Erkrankung PDS eine Rolle

spielen, soll in dieser Studie mit erdrtert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

Die Probennahme erfolgte auf sechs Nukleus- bzw. Vermehrungsbetrieben der Pig Industry
Company (PIC) Deutschland GmbH im Zeitraum von April 2008 bis Juli 2010. Der Vorteil
dieser engen Betriebsauswahl ist in dem weitestgehend einheitlichen Fiitterungs- und
Haltungsmanagement zu sehen. Fiir die genetischen Untersuchungen waren zudem
Abstammungsdaten der Tiere notwendig, die mithilfe der langjdhrigen Zuchtdokumentation
der PIC gegeben waren. Fiir die Vergleichbarkeit war auch die einheitliche Verwendung
bestimmter PIC-Linien iiber die Betriebe hinweg von Vorteil. Bedingt durch die Verwendung
von Reinzuchtlinien (Landrasse (L), Large White (LW)) in den Nukleusbetrieben (B, D, F)
und durch die Verwendung von F1-Kreuzungsauen (LXLW, LxL Duroc, LWxLW_Duroc) in
den Vermehrungsbetrieben (A, C, E) war aber eine betriebsspezifische Liniennutzung nicht zu
vermeiden.

Hinsichtlich des Gesundheitsstatus waren alle ausgewdéhlten Betriebe negativ getestet auf
Salmonellen, Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Dysenterie und Rhinitis atrophicans.
Insgesamt drei Bestinde (A, D, F) waren frei vom Virus des porcinen reproduktiven und
respiratorischen Syndroms (PRRS) getestet, in den entsprechend anderen drei Betrieben
wurde gegen PRRS geimpft. Des Weiteren erfolgte auf allen Betrieben eine Schutzimpfung
gegen Parvovirus und porcines Circovirus (PCV-2).

Die Studie wurde als anzeigepflichtiger Tierversuch beim Niedersdchsischen Landesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit nach Benehmensherstellung mit den
Genehmigungsbehorden der Bundesldnder Sachsen-Anhalt, Mecklenburg-Vorpommern und
Brandenburg zur Kenntnis genommen (Aktenzeichen 33.9-42502-05-09A600).

Beziiglich des Abferkelmanagements existierten tiiber alle Betriebe hinweg &hnliche
Produktionsabldufe. Alle Sauen wurden in diesen Betrieben am 110. Tréachtigkeitstag in die
gereinigten Abferkelbuchten eingestallt. In den meisten Betrieben erfolgte im Einzelfall
mittels Prostaglandin-F2alpha-Analoga die Geburtseinleitung bzw. Partussynchronisation ab
einer Trachtigkeitsdauer > 114 Tage. Geburtseingriffe erfolgten nur in besonderen Féllen bei
Geburtsstockungen oder verzogerten Geburten. Die Notwendigkeit der Geburtseinleitung und

der Durchfiihrung eines Geburtseingriffes wurden auf der Sauenkarte dokumentiert.
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Die Probennahme erfolgte je nach Abferkelrhythmus der Betriebe wochentlich (A, F) oder
zweiwochentlich (B, D, E). Die Betriebsleiter oder Betriebstierdrzte iibernahmen nach
eingehender Einweisung die Probennahme bei erkrankten und gesunden Tieren nach einem

vorher definierten Probenschema (Abbildung 8).

12-48 h post partum gesunde Halb- bzw.

- Vollgeschwistersau in
Fieber: T >39.5°C :
s gleicher Abferkelgruppe

+ klinische Untersuchung Korpertemperatur
Gesauge Gesiduge
Ferkel Ferkel
PDS-positiv (PDS+) PDS-negativ (PDS-)

Abbildung 8: Schema der Tierauswahl und der Probennahme des geMMA-Projekts.

Die Sauen galten als PDS-positiv, wenn bei ihnen bis 48 h nach der Geburt Temperaturen
iiber 39,5°C und klinische Anzeichen fiir PDS bzw. krankheitstypische Verhaltensweisen bei
den Sauen oder bei den Ferkeln auftraten. In Einzelfdllen zeigten Sauen klinische
Verianderungen ohne eine rektale Temperaturerhohung, diese Sauen sind ebenfalls als PDS-
positiv beprobt worden. Aus tierschutzrechtlichen, ethischen und betriebspraktischen Griinden
erfolgte eine unverziigliche Behandlung der Sauen mit erhohter Temperatur und reduziertem
Allgemeinbefinden nach betriebsspezifischem Vorgehen. Es wurde nicht abgewartet, bis
diese Sauen eine ausgeprdgte klinische Mastitis entwickelten. Wenn es zu deutlichen
Anzeichen einer mittel- bis hochgradigen klinischen Mastitis kam, oder Ferkel deutlich
betroffen waren, wurde dies extra notiert (MAM+, FERKEL+). Als Kontrollsauen wurden in
der jeweiligen Abferkelwoche klinisch unauffillige Sauen, nach Moglichkeit gesunde Halb-
oder Vollgeschwistersauen zu den jeweils PDS-positiv beprobten Sauen, ausgewihlt und als

PDS-negativ beprobt. Die Korpertemperatur sowie Verdnderungen des Gesduges und/oder der
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Ferkel wurden auch bei den Kontrollsauen erfasst. Zusitzliche Informationen zu den
einzelnen Sauen hinsichtlich der Durchfithrung von Geburtseinleitung und Geburtseingriff,
Hinweisen zu Behandlungen oder Auffélligkeiten aber auch die Angabe der lebend geborenen
Ferkel (IgF) notierten die Betriebsleiter auf dem Probenbegleitzettel (Anhang 1). Weitere
Ferkelkennzahlen wie die Anzahl totgeborener Ferkel (tgF), mumifiziert geborener Ferkel
(mgF) und abgesetzter Ferkel (agF) wurden mithilfe der Datenbank der PIC Deutschland
GmbH in der Auswertung berticksichtigt.

Es wurden von jeder beprobten Sau jeweils eine Milchprobe zur bakteriologischen
Untersuchung (GERJETS, 2011; GERJETS et al., 2010; GERJETS et al., 2011b) und eine
Gewebeprobe (Ohrstanze) genommen. Die bakteriologische Untersuchung erfolgte wie von
GERJETS (2011) beschrieben. Die bakteriologischen Ergebnisse wurden im Hinblick auf eine
mogliche pathogen-spezifische genetische Resistenz analysiert. Hierfiir wurden entsprechende
Bakterienprofile sowohl auf Proben- als auch auf Sauenebene erstellt. Die Gewebeproben
wurden gekiihlt bei +4°C zum Institut fiir Tierzucht und Tierhaltung der Christian-Albrechts-
Universitit nach Kiel versandt, an dem das Projekt bis zum Wechsel nach Halle im Jahr 2011
durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurden die Gewebeproben bei -20°C gelagert. Weitere
Daten hinsichtlich Rasse bzw. Linienzugehorigkeit, wurfspezifische und allgemeine
Leistungsdaten sowie die Abstammungsdaten der beprobten Tiere wurden von der PIC

Deutschland GmbH regelméaBig zur Verfiigung gestellt.

Uber einen Zeitraum von 28 Monaten (April 2008 bis Juli 2010) sind insgesamt 2.012 Proben
eingegangen (Abbildung 9). Aus verschiedenen betriebsinternen Griinden kam es zum
Ausscheiden von einzelnen Betrieben aus dem Projekt (B, C). Ein einzelner Betrieb (E) hatte
nach Anwendung homdoopathischer Prophylaxe nach eigenen Angaben keine
Erkrankungsfille mehr. Die Mehrzahl der Proben stammen daher von Betrieb A (n=1.001),
Betrieb D (n=600) und Betrieb F (n=334).
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Abbildung 9: Probeneingang im Probennahmezeitraum April 2008 bis Juli 2010.

Von den insgesamt 2.012 eingesandten Proben konnten fiinf Einsendungen wegen fehlender
Informationen nicht ausgewertet werden. Bei weiteren sechs Beprobungen wurden Sauen
innerhalb einer Abferkelwoche zunichst als PDS-negativ beprobt und dann einige Stunden
spater als PDS-positiv erkannt und nochmals beprobt. Die zundchst als ,PDS-
negativ’ eingesandten Proben wurden in die abschlieBende Auswertung nicht einbezogen
(Tabelle 6). Die restlichen 2.001 Proben setzen sich zusammen aus 1.028 Proben von PDS-
positiven Tieren und 973 Proben gesunder Tiere, die entsprechend verteilt von sechs
Betrieben stammten.

Bei 233 Proben von PDS-positiven Tieren wurde das Gesduge als mittel- bis hochgradig
betroffen gekennzeichnet. In 50 klinischen Fillen waren auch die Ferkel aufféllig. Bei 1.816

Beprobungen ist die rektale Korpertemperatur erfasst.

Zudem wurden von der PIC Sperma von zehn Vaterebern der beprobten Sauen und DNA-

Proben von weiteren elf Vaterebern fiir Abstammunsganalysen bereitgestellt.
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Tabelle 6: Ubersicht der iiber den Zeitraum von 28 Monaten insgesamt eingegangenen
Proben (n=2.012) unter Beriicksichtigung der Probenebene sowie der Einzeltierebene.

2.012 Proben insgesamt

-5 5 Proben ohne Probenbegleitzettel
-6 6 Fehlbeprobungen oder ohne eindeutige
Identifizierung
2.001 auswertbare Proben
1.028 Proben von PDS-positiver Tiere 233  Proben mit mittel- bis

hochgradig betroffenem Gesduge
(MAM+)

50 Proben, bei denen die Ferkel
deutlich betroffen waren

(FERKEL+)

973 Proben von PDS-negativen Tieren

-321 Mehrfachbeprobungen
221 Doppelbeprobungen
41 Dreifachbeprobungen
6 Vierfachbeprobung

1.680 beprobte Sauen

3.2 Beteiligte Laboratorien

Die praktischen Arbeiten zur DNA-Isolierung und die Kontrolle der DNA-Qualitit sowie die
Vorbereitung der DNA-Proben fiir die Genotypisierung fanden im Labor des Instituts fiir
Tierzucht und Tierhaltung in Kiel statt.

Die Genotypisierung der 624 DNA-Proben mit dem PorcineSNP60 BeadChip von Illumina
(Illumina Inc., San Diego, CA, USA) wurde von der Arbeitsgruppe bei Herrn Dr. Peter

Lichtner am Institut fiir Humangenetik, Helmholtz Zentrum Miinchen in Neuherberg
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durchgefiihrt. Im Rahmen eines Forschungsbesuchs wurde die Prozessierung der Proben

begleitet.

3.3 Gerite

Folgende Geréte wurden fiir die vorliegende Arbeit am Institut fiir Tierzucht und Tierhaltung
verwendet:

- Spectrophotometer Nanodrop ND-1000, peqLab Biotechnologie GmbH

- Robotron TECAN Genesis RSP 150

- PCR-Gerit PTC-200 BIOZYM

- Gelkammer ComPhor Mt Maxi BIOplastics BV

- Electrophoresis PowerSupply EPS200 Pharmacia Biotech

- UV-Gerit von BIO-RAD

- Zentrifugen, Vortexer, Kiihlschrank, Tiefkiihlschrank, Hybridofen, Warme-Alublock
- Brutschrank (36-38°C) Function line, Heraeus Instruments

- Etikettendrucker BRADY BP-1344

- Personal Computer (PC) Dell, Intel® Core™2 Duo CPU, 4GB (RAM)

3.4 Verbrauchsmaterial

Die Verbrauchsmaterialien sind im Anhang 2 aufgelistet.

3.5 Computerprogramme

Fiir die Datenaufbereitung und die statistische Auswertung wurden folgende Programme
verwendet:

Microsoft Excel (MS Office Paket)

SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)

GenomeStudio Version 2010.3 (Illumina Inc., San Diego, CA, USA)

Tinn-R (www.sciviews.org/Tinn-R/)

R (www.r-project.org)

GenABEL (AULCHENKO et al., 2007)

Plink (PURCELL et al., 2007)

Haploview (BARRETT et al., 2005)
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3.6 Internetressourcen

Folgende Internetressourcen kamen im Rahmen der Dissertation zur Anwendung;:

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/documents/ FTP-Server zum herunterladen BLAST

www.animalgenome.org/repository/pig/ Bereitstellung der SNP-Annotierung des

PorcinenSNP60 BeadChip von Martien

Groenen auf Sscrofal(.2

www.ensembl.org Abfrage des Schweinegenoms, Suche nach
funktionellen und positionellen
Kandidatengenen

www.genome.gov/GWAStudies offizielle Seite mit Ubersicht der beim

Menschen vero6ffentlichten  genomweiten
Assoziationsstudien (Katalogsuche)

(HINDORFF et al., 2011)

www.animalgenome.org/cgi- Chromosomenlokalisation beim Schwein mit
bin/gbrowse/ssc/ annotierten Genen, QTLs, SNPs (Gbrowse)
www.animalgenome.org/cgi- QTL-Datenbank fiir das Schwein (PigQTL-
bin/QTLdb/SS/index database) (HU et al., 2010; HU et al., 2005)
www.kegg.com molekulare Pathomechanismen, Signalwege

und physiologische Netzwerke

www.isiknowledge.com Literatursuche

www.google.com / www.wikipedia.org / allgemeine Glossar-Suchseiten

www.genome.gov/Glossary /

http://www.ansi.okstate.edu/breeds/swine/

3.7 Methoden

3.7.1 Phinotypisierung

Sauen wurden als phéanotypisch PDS-positiv (PDS+) bezeichnet, wenn sie mindestens einmal
entsprechend der klinischen Gesichtspunkte Fieber, Gesdugeentziindung oder Dysgalaktie-
Anzeichen bei den Ferkeln als betroffen beprobt wurden. Als negative Kontrollsauen (PDS-)

wurden Sauen derselben Abferkelgruppen ausgewéhlt, die im Rahmen der Untersuchung auf
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den Betrieben innerhalb des Probenzeitraums von zwei Jahren keine klinischen Zeichen fiir
PDS gezeigt haben. Durch die fortlaufende Probennahme iiber zwei Jahre kam es zum
Auftreten von Doppel- und Mehrfachbeprobungen. Es konnte also vorkommen, dass eine als
PDS-negativ beprobte Sau spdter in einer folgenden Abferkelung selbst als PDS-positiv
beprobt wurde. Diese Sau ging als PDS-positives Tier in die Auswertung ein. Entsprechend
des klinischen Befundes (1=PDS+, 0=PDS-) und der entsprechenden Anzahl an Beprobungen
wurde der Phénotyp codiert: Eine dreimal als PDS-positiv beprobte Sau (,,111) hat im
Vergleich zu einer einmalig als PDS-positiv beprobten Sau eine hohere Aussagekraft. Daher
erfolgte die Auswahl der Sauen fiir die Genotypisierung nicht nur nach der Analyse der
Abstammung, sondern vor allem nach der Beurteilung der Phinotypen (Abbildung 10). Eine
Auswahl der Sauen zur Genotypisierung fand statt, da aus Kostengriinden nur eine begrenzte
Zahl an Tieren mittels PorcineSNP60 BeadChip genotypisiert werden konnte. Die weiteren
beprobten Tiere sollten erst nach der genomweiten Studie im Rahmen von Wiederholungs-
und Bestdtigungsstudien genotypisiert werden. Um trotz beschrinkter Tierzahl moglichst
aussagekriftige Ergebnisse zu erzielen, wurde das Hauptaugenmerk bei der Auswahl vor
allem auf die Phénotypisierung gelegt. Hierbei wurden die Sauen mit eineindeutigem
Phinotyp bevorzugt wie z.B. mehrfach beprobte Sauen, sowie Sauen mit deutlicher Klinik
hinsichtlich Temperaturangabe und Gesdugeentziindung. Die Abstammungsdaten wurden
hinzugezogen, um entsprechend gesunde Halbgeschwistersauen zu den phéinotypisch

erkrankten Sauen zahlenméBig bestmoglich iibereinstimmend auszuwéhlen.
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Abbildung 10: Liniendiagramm zur Darstellung der absoluten Anzahl der beprobten Sauen
(n=1.680) verteilt auf die PDS-Codierung und der davon ausgewihlten Sauen fiir die
Genotypisierung (n=597).

Die Auswertung der Phédnotypen und die Zusammenstellung der Doppelbeprobungen

erfolgten mit SAS (SAS 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) unter Verwendung der
Proceduren FREQ, LOGISTIC, MEANS, CORR und GLIMMIX.

3.7.2 Heritabilititsschitzung

Die Varianzkomponentenschitzung wurde mithilfe eines Schwellenwertmodells berechnet
(Gleichung 2).

Gleichung 2: Schwellenwertmodell zur Schiatzung der Varianzkomponenten fiir PDS.

Aijia = Linie; + Saison; + Wurfy + Sau; + ejjiq

mit Ajju ... Schwellenwert der Anfilligkeit fiir PDS (betroffen = 1, gesund = 0)
Linie; ... fixer Effekt der Linie (i=1, ..., 6)

Saison; ... fixer Effekt der Saison j =1, ..., 4)

Wurf ... zufilliger Effekt der Wurfnummer (k=1, ..., 11)

Say, ... tierindividueller Effekt der Sau (1=1, ..., 1.680)

eijl ... Resteffekt

Mit dem FORTRAN Programm LMMG TH, der Schwellenwertversion von LMMG
(REINSCH, 1996) wurde die posterior-Verteilung der tierindividuellen Varianz und der

permanenten Umweltvarianz unter Anwendung eines Gibbs sampling Algorithmus geschétzt
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(REINSCH, 1996). Der Gibbs Sampler lief in fiinf Millionen wiederholten Runden. Die erste
eine Million Wiederholungen wurde verworfen. Die letzten 100.000 Iterationen wurden fiir
die Varianzkomponentenschitzung verwendet. Datenkontrolle und statistische Auswertung
der Varianzkomponenten und der Heritabilitit erfolgte unter Nutzung der Statistiksoftware

SAS (SAS 9.2, Institute Inc., Cary, NC, USA).
3.7.3 DNA-Isolierung

Bis zu Beginn der DNA-Isolierung wurden alle entnommenen Ohrstanzen tiefgefroren. Mit
der DNA-Extraktion aus Ohrstanzgewebe wurde im Februar 2009 begonnen. Die DNA-
Isolierung erfolgte mittels eines Ethanol-Extraktionsverfahrens aus Blut, Gewebe und Sperma

(MILLER et al., 1988).

Hierzu wurde zundchst das Ohrstanzgewebe (5-25 mg) mit 5ul Proteinase K, 20ul Natrium-
Sodiumdodecylsulfat (SDS) und 300ul Kalium-Puffer bei 56°C im Hybridofen fiir 2 h
verdaut. Nach dem Abkiihlen wurden die Proben mit 200ul Ammoniumacetat versetzt und
auf Eis gestellt. Die Ausfillung erfolgte mit 500ul Isopropanol und 300ul Ethanol. Die
gefillte DNA wurde in TRIS-EDTA-Puffer geldst. Die entsprechende DNA-Konzentration
wurde mittels Nanodrop (ND-1000) gemessen und anschlieBend fiir die Aufbewahrung
tiefgefroren. Aus den zur Verfiigung gestellten zehn Eberspermaproben wurde ebenfalls DNA
isoliert. Von weiteren elf Ebern wurde die DNA von der PIC zugeschickt.

Alle fiir die Genotypisierung vorgesehenen DNA-Proben wurden verdiinnt auf 70 ng/pl auf
eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Qualitdt der DNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR) und Gelbild der genomischen DNA iiberpriift (Anhang 3). Fiir die PCR wurden zwei
am Labor etablierte schweinespezifischen Primerpaare (IGF2-Ex7 und KVL5231) ausgewihlt
und zusammen mit 3pl DNA und Wasser, Puffer, Magnesiumchlorid und Nukleotiden sowie
Tag-Polymerase im Gesamtvolumen von 10 pl angesetzt und mittels Auftragen auf ein
2%iges Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die Qualitdtskontrolle der
genomischen DNA wurden jeweils 10ul DNA auf ein 0,8%iges Agarose-Gel aufgetragen und
elektrophoretisch getrennt. Optimalerweise sollte bei der genomischen DNA vor allem
hochmolekulare DNA vorhanden sein, die sich als deutliche Bande bei groBer als 5.000bp im
UV-Licht erkennen ldsst. Schlechte DNA-Qualitit zeigte sich anhand von Schmierbanden
von 4.000 bis zu 100 bp. Solche Proben wurden in Einzelfillen (wie z.B. die zur Verfiigung
gestellten DNA-Proben von der PIC) trotzdem genotypisiert, zeigten dann aber mitunter

niedrigere Callrates.
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3.7.4 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte unter Verwendung des PorcineSNP60 BeadChip von Illumina
(ILLUMINA INC., 2010). Mit einem Chip sind jeweils 12 DNA-Proben zu genotypisieren.
Entsprechend der Angabe von Illumina wird mit diesem Chip eine représentative Auswahl
von insgesamt 62.163 SNP auf allen 18 Autosomen und den Chromosomen X, Y
genotypisiert (ILLUMINA INC., 2010).

Es wurden 624 DNA-Proben (597 Sauen, 20 Eber, 7 Standards) genotypisiert. Die auf jeder
prozessierten Platte fiir 96 Proben aufgetragenen Standardproben (7 Standardeber-Proben, 2
Standardsauen-Proben) dienten der Qualitdtssicherung und -kontrolle. Die Genotypen der
Standardtiere wurden auf 100% Ubereinstimmung (,Reproducibility’) und auf Abweichungen
hinsichtlich  erfolgreich  genotypisierter ~Marker {berpriift. Zum Zwecke von
Abstammungskontrollen und zusdtzlichen Kopplungsanalysen erfolgte die Genotypisierung
von 20 Vaterebern.

Insgesamt sind 322 PDS+ und 275 PDS- Sauen aus 76 viterlichen Halbgeschwisterfamilien
genotypisiert worden. Die Verteilung entsprechend der PIC-Linien und Betriebe ist in Tabelle
7 ersichtlich.

Die Auswertung der Genotypen erfolgte mittels der Software GenomeStudio der Firma

Illumina (Version 2010.3, Illumina Inc., San Diego, CA, USA).
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Tabelle 7: Ubersicht der genotypisierten Sauen (n=597) entsprechend verteilt nach Linie
(Landrasse, Large White und entsprechende Kreuzungssauen) und Betrieb (A, B, C, D, E, F)
jeweils unter Angabe des Erkrankungsstatus (PDS+/ PDS-).

Betrieb
Linie A B C D E F Insgesamt
Landrasse (L) 0/0 0/0 0/0 18/14 372 1/0 22/16
Large White (LW) 9/4 0/0 0/1 12/6 12/11  0/0 33/22
LxLW 36/36 5/5 0/0 3/2 0/0 2/2 46/45
L x L Duroc 0/0 0/0 0/0 39/37  0/0 30/35 69/72
LW x LW_Duroc 147/114  0/0 0/0 3/5 0/0 0/0 150/119
sonstige 0/0 0/0 0/0 1/0 0/0 1/1 2/1
Insgesamt 192/154 5/5 0/1 76/64 15/13  34/38 322/275

3.7.5 Qualitatskontrolle

Zu den wichtigsten Qualitétskriterien der Genotypisierung gehort die tierindividuelle Callrate
(ID-call) und die Callrate des SNP (SNP-call). Die ID-call gibt an, wie viele der jeweiligen
SNP-Beads (Kiigelchen) des Chips bei einer DNA-Probe gelesen werden konnten. Sie sollte
im Optimalfall tiber 98% liegen. Eine zu niedrige ID-call ist meist bedingt durch
ungeniigende DNA-Qualitdt oder durch Prozessionsfehler bei der Genotypisierung. Mit
sinkender ID-call erhoht sich die Risiko-Wahrscheinlichkeit fiir ~ fehlerhafte
Genotypisierungen von SNPs. Die SNP-call ist ein MaB fiir die erfolgreiche Typisierung eines
SNPs bei allen genotypisierten Proben. Weitere Qualititskriterien sind die Allelfrequenz des
selteneren Allels (MAF) und ob sich der entsprechende SNP im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (HWE) befindet.

Folgende Qualitétskriterien wurden ausgewéhlt und mit dem kompletten Datensatz (fixalle)

verglichen:
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(1) fixauto: eine ID-call von mindestens 95%, eine SNP-call von mindestens 90%, eine
MAF von mindestens 5% und ein p-Wert von mindestens 10 fiir die Erfiillung des
HWE wurden verwendet. Insgesamt 585 Sauen, jeweils 314 PDS+ und 271 PDS-, und
49.740 SNPs erfiillten diese Kriterien und wurden fiir die weitere statistische
Auswertung verwendet.

(2) fixrare: alle Kriterien von (1), aber mit einer Allelfrequenz des selteneren Allels von
mindestens 1%. Die ausgewihlten Tiere entsprechen der Version (1), die Anzahl der
SNPs erhoht sich auf 52.553 (Tabelle 8). Mittels dieser Kriterien sollten insbesondere
seltenere genetische Varianten einbezogen werden.

(3) fixstrict: wihrend im Vergleich zu (2) die MAF von mindestens 1% beibehalten
wurde, wurden alle anderen Kriterien stringenter. Eine ID-call von mindestens 99%,
eine SNP-call von mindestens 99%, und ein p-Wert von mindestens 0.01 fiir die
Erfiillung des HWE, sollten eine moglichst gute Absicherung bieten gegen mogliche
Genotypisierungsfehler, die die statistische Auswertung beeinflussen konnten. Summa
summarum erfiillten 583 Sauen, jeweils 313 MMA-positive und 270 MMA-negative,
und 40.277 SNPs diese sehr stringenten Kriterien.

Tabelle 8: Vergleichende Ubersicht der zugrunde liegenden Qualititskriterien und die
entsprechende Anzahl der Tiere und der autosomalen SNPs.

fixauto fixrare fixstrict
SNP-call 0,9 0,9 0,99
ID-call 0,95 0,95 0,99
MAF 0,05 0,01 0,01
HWE (p-Wert) 1x10° 1x 107 0,01
Marker 49.740 52.553 40.277
Sauen (PDS+/PDS-) 585 (314/271) 585 (314/271) 583 (313/270)
mittlere
Heterozygotie (sd) 0,391 (0,028) 0,374 (0,027) 0,363 (0,022)

Die Heterozygotie wurde ebenso wie die allgemeinen Allelfrequenzen linienspezifisch und im

Gesamten ausgewertet.
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3.7.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung unter Zuhilfenahme der oben genannten Computerprogramme
beinhaltete neben deskriptiver Statistik unter anderem den chi*-Test (y?), den Fisher-Exact-
Test und den Cochran-Mantel-Haenszel-Test. Vergleichend wurde mittels logistischer
Regression der Einfluss des Genotyps auf das Merkmal PDS bestimmt. Eine Korrektur ist mit
fixen Effekten wie Linie, Betrieb oder Familien-ID mdglich. Der Einfluss dieser Effekte auf
das Ergebnis und auf den Inflationsfaktor wurde iiberpriift und gegeneinander abgewogen.
Der Armitage-Trend-Test unter Nutzung der Korrektur mittels Hauptkomponenten wurde als
Methode der Wahl fiir diese Arbeit verwendet. Die Hauptkomponentenanalyse basierte auf
der genomischen Verwandtschaftsmatrix, um entsprechend die Populations- und
Verwandtschaftsstruktur ~ der genotypisierten Sauen zu  Kkorrigieren. Die
Hauptkomponentenanalyse ist flir die Korrektur der in dieser Arbeit vorliegenden Daten
optimal, um sowohl die verschiedenen Linien als auch die Familienbeziehungen
einzubeziehen. Mittels Kaiserkriterium wurde die Anzahl der zu verwendenden
Hauptkomponenten bestimmt. Es wurden die 17 ersten Hauptkomponenten als zusétzliche
Kovariable in der Auswertung beriicksichtigt. Die Hinzunahme der Geburtshilfe (ja/nein) als
fixer Effekt wurde vergleichend beurteilt.

Um dem multiplen Testen gerecht zu werden, wurde das allgemeine Signifikanzniveau von

0.05 unter Anwendung der Bonferroni-Korrektur adjustiert.
3.7.7 Kandidatengensuche

Die Kandidatengensuche basierte auf den Angaben zur Lokalisation bzw. Annotierung der
SNPs auf dem Schweinegenom. Hierbei wurde sowohl die Illumina-Version auf Grundlage
der Genomversion 7 des Schweinegenoms (Sscrofa7) als auch die von MARTIEN GROENEN
offentlich zugédngliche Annotierung nach dem aktuellen Genombild (Sscrofal0 und
Sscrofal0.2) verwendet (GROENEN 2012).

Eine weitere Moglichkeit ist das Verwenden der SNP-Sequenzinformation fiir ein
eigenstindiges Mappen (z.B. BLAST — Basic Local Alignment Search Tool) gegen
vorhandene Genomsequenzen (Sus scrofa version 9 oder 10). Dies wurde im Besonderen bei
den nicht oder unsicher annotierten SNPs durchgefiihrt. Die SNP-Sequenzen wurden auch auf
anderen Genomen wie Mensch, Rind oder anderen Spezies per BLAST gesucht, um

homologe Bereiche oder Gene zu identifizieren.
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4 Ergebnisse

4.1 Phénotypisierung

4.1.1 Auswertung der eingegangenen Proben

Uber einen Zeitraum von 28 Monaten sind 2.012 Proben eingegangen, von denen 2.001 —
jeweils 1.028 Proben von PDS-positiven Tieren und 973 Proben von PDS-negativen Tieren —
fiir die Auswertung genutzt wurden. Bei 1.816 Beprobungen wurde eine genaue Angabe der
rektalen Korpertemperatur erfasst. Im Mittel lag die Temperatur bei PDS-positiven Tieren
(n=971) bei 39,8°C mit einer Standardabweichung von 0,5 (Min-Max: 38,3-41,6°C). Die
Rektaltemperaturen bei PDS-negativ beprobten Sauen reichten von 36,4°C bis 39,8°C und
zeigten im Mittelwert eine Temperatur von 38.7°C (sd=0,4).
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Abbildung 11: Verteilung der rektalen Korpertemperatur in °C in Bezug zur Diagnose PDS
(n=1.816).

Wihrend 15 Sauen eine rektale Korpertemperatur iiber 39.5°C hatten, aber keine klinischen
Anzeichen fiir PDS zeigten, gab es im Gegenzug 289 PDS-positive Sauen, welche zwar keine
deutliche Temperaturerhohung (T<39.5°C: n=157, T=39.5°C: n=132), dafiir aber eindeutige
klinische Verdnderungen insbesondere des Gesduges zeigten (Abbildung 11).

Hinsichtlich des Wurfes zeigten primipare PDS-negative Sauen durchschnittlich eine rektale
Korpertemperatur von 38,9°C (n=108, sd=0,4) und unterschieden sich signifikant (t-test,
p<0.01) von pluriparen Sauen mit im Mittel 38,7°C (n=737, sd=0,4). Bei PDS-positiven
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Tieren war der Unterschied zwischen Jungsauen (39,8°C, n=177) und Altsauen (39,7°C,
n=794) nicht signifikant.

Die insgesamt 1.028 Proben von PDS-positiven Tieren und 973 Proben von PDS-negativen
Tieren wurden fiir die genetische Analyse auf individueller Sauenebene betrachtet und
entsprechen insgesamt 1.680 -teils wiederholt- beprobten Sauen. Diese 1.680 beprobten
Sauen konnen entsprechend der Beprobungshéufigkeit und des entsprechenden PDS-Status in

13 Gruppen eingeteilt werden (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht und Einteilung der beprobten Sauen (n=1.680) anhand des
Erkrankungsstatus.

Codierung_1 (,,Code*)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
PDS- 0000  000. 00. O. 0001 001. OL. 1. 0or1. o11. 11. O111 111. 1111
Status
Anzahl 2 9 56 693 - 18 8 719 2 9 83 2 5 -
(n)

0 (PDS-negativ) 1x PDS-positiv 2x PDS-positiv  3x PDS-positiv
Summe 760 819 94 7

Uber den Zeitraum der Probennahme von iiber zwei Jahren wurden insgesamt 268 Sauen
mehrfach beprobt. So sind 222 Sauen doppelt, 41 Sauen dreimal und 6 Sauen viermal beprobt
worden. Die mehrfach beprobten Sauen (n=268) lassen sich zunidchst in drei Gruppen

einteilen (Tabelle 10):

(A)  Sauen, die im Beprobungszeitraum post partum klinisch unauffillig waren (n=67)
(B)  Sauen, die einmal als PDS+ erkannt wurden (n=100)

(C)  Sauen, die wiederholt als PDS+ erkannt wurden (n=101).

Insgesamt stehen 760 PDS-negative Sauen und 920 PDS-positive Sauen fiir die weitere

genetische Analyse zur Verfiigung.
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Tabelle 10: Einteilung der mehrfach beprobten Sauen (n=268) nach PDS-Status.

Gruppe PDS-Status Aussagekraft Anzahl
A 0-0 nie PDS gesunde, unaufillige ++ 67
Sau
B 0-1 I1x PDS+ PDS+ Sau + 100
C 1-1 > 2x PDS+ PDS++ Sau ++++ 101

4.1.2 Linienspezifische Auswertung der Parameter

Folgende Merkmale bzw. Parameter wurden linienspezifisch ausgewertet, um eventuelle
linienspezifische Merkmalscharakteristika fiir die weitere Auswertung zu finden: die rektale
Korpertemperatur, der Anteil der mittel- bis hochgradig betroffenen Gesduge (MAM+), die
Ferkelkennzahlen lebendgeborene Ferkel (IgF), totgeborene Ferkel (tgF), mumifiziert
geborene Ferkel (mgF) und abgesetzte Ferkel (agF).

Deutlich wird, dass die als PDS+ beprobten Reinzuchtsauen der Landrasse im Vergleich zu
Sauen der Linie Large White tendenziell hohere mittlere Temperaturen zeigten (Tabelle 11).
Die mittlere Korpertemperatur bei gesunden Sauen der Landrasse war im Durchschnitt mit

38,8 °C tendenziell niedriger als beim Edelschwein mit 38,9°C.

Tabelle 11: Ubersicht des Auftretens von linienspezifischer PDS-Charakteristik im Hinblick
auf rektale Korpertemperatur, hochgradige Betroffenheit des Gesduges (MAM+) und
Ferkelauffilligkeiten der Beprobungen (n=2.001), absolute Tierzahlen.

PDS+/ MAM+ (% Fer rektale Korpertemperatur in °C
PDS- Anteil an kel  Angabe des Mittelwerts (n; Standardabweichung; Min-Max)
PDS+) + PDS+ PDS-
Linie
L 106/67 20 (18,9%) 11 39,83 (106; 0,30; 39,5-40,7) 38,78 (60; 0,40; 37,9-39,5)
LW 116/85 26 (22,4%) 5 39,80 (111;0,54; 38,5-41,4) 38,87 (78; 0,33; 38,3-39,7)

LxLW 107/97 40 (37.4%) 8 39,61 (84;0,52;38,3-41,1) 38,66 (64; 0,35; 37,5-39,3)
LxL Du 260287  34(13,0%) 13 39,86 (259;0,35; 38,8-41,3) 38,71 (264; 0,46; 36,4-39,5)
LI{V“_]]))(u 381/404 105 (27.6%) 9 39,66 (354;0,53; 38,3-41,6) 38,72 (348; 0,30; 37,7-39.8)
Sonstige 58/33 8 (13,8%) 4 39,80 (57;0,34;39,2-41,2) 38,78 (31; 0,65; 36,6-39.,4)

Insgesamt ~ 1028/973 233 (22,7%) 50 39,75 (971;0,47; 38,3-41,6) 38,73 (845; 0,39; 36,4-39,8)
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Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen PDS-positiven und PDS-negativen
Beprobungen in der Anzahl lebendgeborener Ferkel (Tabelle 11). Tendenziell zeigte sich
allerdings, dass PDS-positive Sauen der Landrasse im Mittelwert ca. 0.5 mehr
lebendgeborene Ferkel aufwiesen. Sauen mit PDS im Puerperalstadium wiesen tendenziell
weniger abgesetzte Ferkel auf (Tabelle 12). Dieser Unterschied war vor allem bei der

Kreuzung LXLW und LWXLW_Du auffillig.

Tabelle 12: Ubersicht der linienspezifischen PDS-Charakteristik in Bezug zu den Parametern
lebendgeborene Ferkel und abgesetzte Ferkel (n=2.001).

PDS+/ lebend geborene Ferkel (1gF) abgesetzte Ferkel (agF)
Mittelwert (Standardabweichung; Mittelwert (Standardabweichung; Min-
PDS- .
Min-Max) Max)
Linie PDS+ PDS- PDS+ PDS-
L 106/67 12,6 (3,1; 4-21) 12,1 (3,5; 4-19) 10,3 (3,2; 0-20) 10,4 (2,4; 0-21)
LW 116/85 12,2 (3,1; 3-21) 12,4 (3,3; 5-21) 10,4 (2,1; 0-14) 10,5 (2,6; 0-17)
LxLW 107/97 12,1 (3,3; 3-19) 12,1 (3,1; 4-19) 9,9 (1,3; 6-13) 10,4 (1,2; 6-13)
LxL Du 260/287 12,0 (3,0; 1-19) 11,8 (3,0; 2-19) 10,2 (2,2; 0-17) 10,3 (2,2; 0-18)
LW x LW Du 381/404 12,1 (3,2; 1-20) 12,1 (2,8;2-19) 10,5 (1,8; 0-18) 10,9 (1,2; 4-20)
Sonstige 58/33 12,1 (3,4; 4-18) 12,4 (3,3; 6-19) 11,4 (1,7; 6-15) 11,4 (1,3;9-13)
Insgesamt 1.028/973 12,2 (3,1; 1-21) 12,0 (3,0; 2-21) 10,4 (2,1; 0-20) 10,6 (1,8; 0-21)

Im Hinblick auf die Anzahl totgeborener Ferkel (tgF) wurden signifikant mehr totgeborene
Ferkel bei PDS-auffilligen Sauen festgestellt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Ubersicht der linienspezifischen PDS-Charakteristik in Bezug zur Anzahl
totgeborener und mumifiziert geborener Ferkel (n=2.001).

PDS+/PDS- totgeborene Ferkel mumifiziert geborene Ferkel
Mittelwert (Standardabweichung; Min-  Mittelwert (Standardabweichung; Min-
Max) Max)
Linie PDS+ PDS- PDS+ PDS-
L 106/67 1,3 (1,6; 0-7) 0,8 (1,2; 0-5) 0,03 (0,2; 0-1) 0
LW 116/85 0,9 (1,2; 0-6) 0,7 (1,0; 0-4) 0,09 (0,4; 0-3) 0,05 (0,2; 0-1)
LxLW 107/97 1,6 (2,0; 0-12) 1,2 (1,3; 0-5) 0,30 (0,6; 0-3) 0,30 (0,6; 0-2)
LxL Du 260/287 1,1 (1,7; 0-13) 1,0 (1,4; 0-8) 0,17 (0,5; 0-3) 0,12 (0,4; 0-2)
LW x 381/404 1,4 (2,0; 0-21) 1,1 (1,4; 0-7) 0,28 (0,6; 0-4) 0,20 (0,5; 0-3)
LW Du

Sonstige 58/33 0,9 (1,5; 0-9) 0,4 (0,7; 0-3) 0,10 (0,4; 0-2) 0,03 (0,2; 0-1)
Insgesamt 1.028/973 1,3 (1,8; 0-21) 1,0 (1,3; 0-8) 0,19 (0,5; 0-4) 0,15 (0,5; 0-3)
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4.1.3 Einflussfaktoren Geburtseinleitung und Geburtseingriff

Zwischen Geburtseingriff und dem Auftreten einer postpartalen Dysgalaktie bestand ein
signifikanter Zusammenhang (p<0,0001). Sauen, bei denen ein Geburtseingriff vonnéten war,
hatten ein nahezu zweifach erhohtes Risiko an PDS zu erkranken (OR=1,76 (95% KI 1,42-
2,19), p<0,0001).

Geburtseinleitung und PDS-Auftreten standen nicht direkt miteinander im Zusammenhang
(p=0,9086), nur ein indirekter Zusammenhang iiber das Merkmal Geburtseingriff war
gegeben. Sauen, bei denen die Geburt eingeleitet wurde, hatten ein zweifach hoheres Risiko,
dass bei ihnen auch ein Geburtseingriff stattfand (OR=2,04 (95% KI 1,63-2,55), p<0,0001).
Wihrend 84,7% der Sauen, die keine Geburtseinleitung bendtigten, auch keine Geburtshilfe
brauchten, wurden bei jeweils 26,9% der Sauen, deren Geburt eingeleitet wurde,

geburtshilfliche Maflnahmen ergriffen (p<0,0001).
4.1.4 Bakterienprofile

Die insgesamt mehr als 7.045 isolierten Bakterien aus den Milchproben (n= 1998) gehoéren zu
iber 30 wichtigen Bakterienspezies (KEMPER et al.,2012). Von diesen wurden im Rahmen der
genetischen Untersuchung zur pathogen-spezifischen Resistenz vor allem der Schwerpunkt
auf bislang beschriebene gesduge-pathogene Spezies wie Escherichia coli (EC), sowie auf die
insbesondere als euterpathogen bekannten Spezies wie Staphylococcus aureus (StA) und
Streptococcus dysgalactia und agalactia (STREP) gelegt. In nur 0,5% der Proben wurden die
genannten Pathogene in Kombination gefunden. Mit 57,1% trat am hiufigsten der Befund mit
Escherichia coli auf (Tabelle 14). Unter Beriicksichtigung der gesamten Gruppe der
coliformen Erreger mit u.a. Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter spp. und
Enterobacter spp. (COLIFORM) zusammen mit EC, verdnderten sich die entsprechenden
Werte auf Grund der relativ niedrigen Prévalenz dieser Spezies nur geringfiigig (Anhang 4).
Deutlich wird in dieser Kombinationsbetrachtung, dass zwar die Kombinationen in signifikant
verschiedenen Héaufigkeiten auftraten, jedoch aber die Unterschiede zwischen PDS-positiv

oder PDS-negativ beprobten Tieren nicht signifikant verschieden sind.
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Tabelle 14: Auswertung der wichtigen Bakterienspezies Escherichia coli (EC),
Staphylococcus aureus (StA) und der Streptococci agalactiae bzw. dysgalactiae (STREP) in
Kombinationsbetrachtung unter Beriicksichtigung des PDS-Status. Es werden jeweils die
absoluten Haufigkeiten und in Klammern die Reihenprozente angegeben.

PDS+ PDS-
kein EC, StA oder 236 (23,0%) 173 (17,8%) 409 (20,5%)
STREP
EC+StA+STREP 6 (0,6%) 4 (0,4%) 10 (0,5%)
nur STREP 34 (3,3%) 24 (2,5%) 58 (2,9%)
STREP + StA 7(0,7%) 2 (0,2%) 9 (0,4%)
nur StA 27 (2,6%) 15 (1,5%) 42 (2,1%)
StA + EC 19 (1,9%) 14 (1,5%) 33 (1,6%)
nur EC 571 (55,6%) 569 (58,5%) 1.140 (57,1%)
STREP + EC 126 (12,3%) 171 (17,6%) 297 (14,9%)
gesamt 1.026 (100.0%) 972 (100,0%) 1.998 (100%)

Fiir die genetische Untersuchung war sowohl eine Auswertung auf Sauenebene als auch eine
Einteilung in verschiedene phénotypische Klassifizierungen notwendig. Hierbei wurden die
Sauen jeweils in die moglichen vier Kategorien unterschieden: Sauen mit klinischem PDS-
Befund und entsprechendem positiven bakteriologischen Befund (PDS+/Bak+), Sauen mit
klinischem PDS-Befund aber mit — fiir den jeweiligen Erreger — negativem bakteriologischen
Befund (PDS+/Bak-) sowie jeweils aus klinischer Sicht PDS-negative Sauen mit (PDS-
/Bak+) bzw. ohne positivem bakteriologischen Befund (PDS-/Bak-). Mehrfach beprobte
Sauen wurden entsprechend ihres positiven PDS-Befundes und des positiven
bakteriologischen Befundes eingeteilt. Zum Beispiel wiirde eine Sau, die zweimal als PDS+
beprobt wurde, einmal mit EC-positivem Befund und einmal ohne EC-positivem Befund, als
PDS+/EC+ — Sau in die Auswertung einflieBen. Die eingeteilte Klassifizierung ist am

Beispiel von EC in der Tabelle 15 ersichtlich.
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Tabelle 15: Einteilung auf Sauenebene je nach Befund der klinischen bzw. der
bakteriologischen Untersuchung am Beispiel von Escherichia coli (EC). Die Angabe der
Sauen erfolgt fiir alle beprobten Sauen (ngemm.=1.680) und fiir die Auswahl der
genotypisiserten Sauen (Ngeno=597).

Klinik bakteriologischer Ngemma Ngeno
Befund
PDS-negative Sau ohne EC - - 153 48
PDS-negative Sau mit EC - + 607 227
PDS-positive Sau ohne EC + - 212 67
PDS-positive Sau mit EC + + 708 255
Insgesamt 1.680 597

Zusitzlich wurde auf Probenebene die jeweilig gemessene Rektaltemperatur bei PDS+/EC+
im Vergleich zu PDS+/EC- getestet. Dabei zeigten als PDS-positiv beprobte Sauen mit EC-
positiven Befund keine signifikant verschiedene Korpertemperatur zu PDS+/EC+ -beprobten

Tieren.

Andere Bakterienspezies wie Enterococcus spp. oder Aerococcus viridans, aber auch weitere
Spezies der Familie Staphylococcaceae oder Streptococcaceae wurden auf Grund der
niedrigen Prdvalenzen und der geringen zu erwartenden Power nicht fiir die pathogen-

spezifische Auswertung verwendet.
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4.2 Heritabilitat

Es wurde eine additiv genetische Varianz von 0,10 geschitzt. Die entsprechende Heritabilitit

fiir das Merkmal PDS betrug 0,09 mit einer Standardabweichung von 0,03 (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Posterior-Verteilung der Heritabilitit entsprechend der relativen Haufigkeit
(in %) der Gibbs-Samples.
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4.3 Genotypisierung

4.3.1 Genotypisierungsergebnisse

Die Auswertung der Standardproben ergab eine durchschnittlich 99,0%ige Ubereinstimmung.
Anhand des Vergleichs der Ubereinstimmungen und der Unterschiede der Standardtiere (Eber
bzw. Sauen) wurde aber auch ersichtlich, dass bis zu einem gewissen Prozentsatz Fehler in
der Genotypisierung zu erwarten sind. So konnten einzelne SNPs mitunter nicht bei allen
Standardtieren bestimmt werden.

Fiir einzelne SNPs wie DRGA0002444, ALGA0070158, ASGA0000928 und H3GA0051802
wurden unterschiedliche Genotypen von einem Tier erzielt. Anhand der Call-plots wird
ersichtlich, dass es sich hierbei um nicht gut-,gecallte* (=bestimmbare) SNPs handelt
(Anhang 5). Unter Anwendung von Qualitétskriterien wie z.B. einer Callrate von 95% fiir die
SNPs werden diese fiir die statistische Auswertung ausgeschlossen. Zum Vergleich werden
im Anhang 6 die Signalintensitétsplots einer Auswahl an SNPs mit Callrates entsprechend der

Qualititskriterien dargestellt.

4.3.2 Qualititskontrolle der Genotypisierungsergebnisse

Insgesamt 34,4% (21.384) aller SNPs wurden zu 100% bei allen Tieren genotypisiert. Bei
3,6% (2.268) der SNPs wurden bei keinem Tier Genotypen ermittelt. Die tierindividuellen
Callrates (ID-call) lagen bei den 624 DNA-Proben zwischen 0,779 und 0,999
(Mittelwert=0,991, Median=0,994, sd=0,021). Bezogen auf die SNP-call lag die mittlere
Callrate bei 0,954 (sd=0,191).

Der Homozygotiegrad bzw. die Heterozygotie unterschied sich zwischen den einzelnen PIC-
Linien. So wurden signifikante Unterschiede bei der Heterozygotie zwischen den reinrassigen

(L, LW) und den Kreuzungssauen festgestellt (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Linienspezifische Heterozygotie (Mittelwert, Min-Max, Standardabweichung,
Varianz, n), verschiedene Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p<0,001)

[Welch t-test].

Heterozygotie Mittelwert Min-Max
Landrasse (L) 0,344" 0,295-0,376
Large White (LW) 0,325 0,288-0,402
LxLW 0,407¢ 0,378-0,430
L x L Duroc 0,403 0,355-0,424
LW x LW_Duroc 0,399¢ 0,338-0,429
Sonstige 0,405 0,397-0,411
Gesamt (mit Ebern) 0,390 0,288-0,430

Standardabweichung Varianz

0,018
0,019
0,010
0,009
0,014
0,007
0,029

0,0003
0,0004
0,0001
9x107
0,0002
5x107
0,001

n

38
49
91
140
268
3
607

Anhand des grafischen Plots des Heterozygotiegrades und der individuellen Callrate konnen

gegebenenfalls Abweichungen und Verunreinigungen erkannt werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Plot der individuellen Callrate (ID-call) auf der x-Achse und der
Heterozygotie (y-Achse) aller Proben. Linienspezifische Unterschiede sind durch die
Farbcodierung zu erkennen (schwarz-Landrasse, rot-Large White, griin-LxLW, blau-LxL Du,

tiirkis-LWXLW_Du).
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Linienspezifische Unterschiede sind auch in der Allelfrequenz zu finden: Bei nur 27.328
SNPs ist das seltenere Allel in allen fiinf Linien {ibereinstimmend. Bei vielen SNPs existieren
dagegen unterschiedliche seltenere Allele, so ist z.B. SNP1 (A/G) mit Allel A bei Rassel das
seltenere Allel, wihrend bei Rasse2 das Allel G das seltenere ist. Die Unterschiede in Minor
Allel/ Major Allel sind fiir jede einzelne Linie in der folgenden Tabelle 17 ersichtlich.

Tabelle 17: Linienspezifische Unterschiede in Minor Allel/ Major Allel. Die entsprechenden

Zahlen stellen die Anzahl der SNPs mit gegensitzlicher Allelausrichtung dar. Mit steigender
Anzahl erhoht sich die genetische Distanz zwischen den Populationen.

L LW LxLW LxL_Du LWxLW_Du
L -- 21.342 12.999 13.324 18.748
LW -- 11.566 18.874 10.959
LxLW - 11.353 8.577
LxL_Du -- 12.574

LWxLW_Du --

In den linienspezifischen Unterschieden zwischen Minor/Major Allel spiegelt sich ebenso der
Verwandtschaftsgrad wider. Wahrend zwischen L und LW die grofite Differenz besteht
(21.342), ist zwischen der Kreuzung LxLW und LWXLW Du die geringste Differenz zu
finden (8.577).

4.4 Genomweite Assoziationsstudie

4.4.1 Linieniibergreifende genomweite Assoziationsstudie

4.4.1.1 Vergleich der Qualititskriterien

Die Anwendung von Qualitdtskriterien ermoglicht durch die gezielte Berilicksichtigung von
qualitativ selektierten SNPs und Proben zur weiteren statistischen Auswertung eine Reduktion
der falsch-positiven Ergebnisse. Die Gefahr von falsch-negativen Ergebnissen kann dazu im
Verhiltnis ansteigen. Mittels dieses Vergleichs wird aber deutlich, dass nur vereinzelte SNPs
unter den signifikanten Ergebnissen vorliegen, die entsprechende Qualititskriterien nicht
erfiillen (ASGA0041945, ALGA0015469). Insgesamt 15 von 20 (75%) erfiillen sogar die sehr

stringenten Kriterien von fixstrict (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Vergleichende Ubersicht der SNPs mit den signifikantesten Ergebnissen (Angabe
des p-Wertes des Chi-Quadrat-Tests) unter Verwendung des jeweiligen Datensatzes (fixalle,
fixauto, fixrare und fixstrict). Die Positionsangabe (SSC, bp) erfolgt unter Verwendung des
alten Assembly (Sscrofa?7).

Position in Angabe des p-Wertes

Name des SNPs SSC bp fixalle fixauto fixrare fixstrict
INRAO0058958 (15) (59401864) 1,38E-06 1,72E-06 1,72E-06 1,69E-06
CASI0009856 1 275694098  4,59E-06 6,86E-06 6,86E-06 --
ALGA0069809 13 44275725  9,34E-06 1,26E-05 1,26E-05 1,58E-05
ASGA0057450 13 48771191 1,09E-05 1,41E-05 1,41E-05 1,37E-05

MARCO0064126 13 45091378 1,54E-05 2,89E-05 2,89E-05 3,65E-05
ALGA0094182 17 33423003  9,39E-05 2,93E-05 2,93E-05 2,79E-05
ASGA0041945 9 21175824  2,63E-05 -- -- --
ALGAO0105374 8 39786973  2,77E-05 4,39E-05 4,39E-05 4,29E-05
ALGA0015457 2 123164729  5,10E-05 4,63E-05 4,63E-05 --
ALGA0025824 4 75272674  5,94E-05 3,00E-05 3,00E-05 3,03E-05
ALGA0015469 2 123185443  6,14E-05 -- -- --
DRGA0002473 1 275720770  6,40E-05 7,55E-05 7,55E-05 0,00011913
ALGAO0121156 13 85950918  6,67E-05 5,65E-05 5,65E-05 5,54E-05
H3GA0007487 2 122474326  8,80E-05 2,46E-05 2,46E-05 --
ASGA0042057 9 24153991  9,39E-05 0,00016264 0,00016264 0,0001182
ALGAO0015393 2 121918697 9,68E-05 4,93E-05 4,93E-05 --
ALGAO0105013 1 275978672 0,00010458 0,00015502 0,00015502 0,00024033
ALGA0069815 13 44261413 0,00012225 0,0001578 0,0001578 0,00019777

MARCO0036679 2 122138830 0,00012529 4,51E-05 4,51E-05 --
ALGA0008212 1 236285366 0,00012751 0,00023984 0,00023984 0,00023258

MARCO0018567 15 100523327 0,00015799 9,41E-05 9,41E-05 9,13E-05
ASGA0098646 9 20278988 0,00019682  5,60E-05 5,60E-05 5,08E-05

Fiir die weitere Analyse wurden die Qualitdtskriterien und der entsprechende Datensatz von

Lfixauto’ verwendet.

4.4.1.2 Vergleich der fixen Effekte in der logistischen Regression

Die Auswahl der fixen Effekte hat einen bedeutenden Einfluss auf den Inflationsfaktor A und
damit auch auf die Ergebnisse der genomweiten Assoziation. Ohne Korrektur lag der
Inflationsfaktor bei 1,313 und wies damit auf systematische Allelfrequenzunterschiede
aufgrund von anderen Faktoren hin. Mogliche Faktoren sind Linien- und/oder
Familienunterschiede, aber ebenso konnen weitere Effekte wie Betriebs- oder Wurfeffekt fiir
eine Stratifikationskorrektur einbezogen werden (Tabelle 19). Unter Beriicksichtigung des
Rasseeffektes (i=1,...,6) wird der Inflationsfaktor auf 1,117 reduziert, bei Verwendung der

einzelnen Familien (i=1,...,76) als Effekt minimiert sich der Inflationsfaktor auf 1,031.
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Tabelle 19: Ubersicht der fixen Effekte und deren Einfluss auf die Teststatistik der
logistischen Regression und den Inflationsfaktor A.

nur PDS Linien Betrieb Geburtseingriff
A=1,313 A=1,117 A=1,180 A=1,220
Wurf Linien + Betrieb Linien + Betriecb + Linien +
Geburtseingriff Geburtseingriff
A=1,306 A=1,121 A=1,071 A=1,068
Familie Familie + Temperatur Temperatur +
Geburtseingriff Familie
A=1,031 2=0,988 A=1,172 A=1,023
7 ¥ e ¥ - f“"‘

2| % %
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4.4.1.3 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse wurde auf Basis der genomischen Verwandtschaftmatrix der
nach Qualititskontrolle zur Verfiigung stehenden 585 genotypisierten Sauen durchgefiihrt.
Fiir die einzelnen Hauptkomponenten kann der entsprechende Eigenwert angegeben werden.
Die Hauptkomponenten werden nach Hohe dieses Wertes sortiert im entsprechenden Scree-

Plot abgebildet (Abbildung 14).
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Eigenwert
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|

0 100 200 300 400 500 600

Hauptkomponenten

Abbildung 14: Scree-Plot der einzelnen Hauptkomponenten sortiert nach der Hohe des
jeweiligen Eigenwertes jeder einzelnen Komponente.

Deutlich wird, dass die ersten beiden Hauptkomponenten jeweils mit den Eigenwerten von
11,7 und 5,7 eine groBe Rolle spielen und jeweils 15,7% bzw. 7,6% der gesamten Varianz
erkléren.

Im entsprechenden Plot dieser beiden ersten Hauptkomponenten gegeneinander lisst sich eine
deutliche Clusterbildung der Sauen erkennen (Abbildung 15). Die entsprechenden Cluster

gehen dabei auf die jeweilige Linienzugehorigkeit zuriick und kénnen farbcodiert wie in der
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entsprechenden Abbildung dargestellt werden. Wihrend die erste Hauptkomponente vor
allem die genomische Distanz zwischen den Hauptlinien Landrasse (L) und Large White
(LW) widerspiegelt, stellt die zweite Hauptkomponente die Distanz zwischen den

Reinzuchtlinien und den Kreuzungslinien insbesondere mit Duroc-Anteil dar.
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Abbildung 15: Plot der ersten und zweiten Hauptkomponente: Die einzelnen Kreise
reprisentieren jeweils die genotypisierten Sauen, die sich entsprechend der genomischen
Verwandtschaftsmatrix clustern. Die Linien sind jeweils farbcodiert angegeben (schwarz-
Landrasse, rot-Large White, griin-LxLW, blau-LxL Du, tiirkis-LWXLW_Du).
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4.4.1.4 Einfluss der Anzahl an Hauptkomponenten

Die Anzahl der Hauptkomponenten, die fiir die Korrektur verwendet werden, beeinflusst
vergleichbar mit den fixen Effekten die Teststatistik (Abbildung 16). Um korrekte Ergebnisse
zu erzielen, ist daher eine genaue Begriindung fiir die gewihlte Anzahl unabdingbar. Als
Auswahlkriteritum wurde das Kaiserkriterium angewandt, sodass die ersten 17
Hauptkomponenten ausgewidhlt werden. Anhand Abbildung 16 wird deutlich, dass unter

Verwendung dieser 17 Hauptkomponenten der Inflationsfaktor am ehesten 1,0 erreicht.

1.6 -

1.2 1

0.6 -

Inflationsfaktor
(e}
oo

0.4 -

v

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 40 60 80 100
Anzahl an Hauptkomponenten als Kovariable

Abbildung 16: Einfluss der Anzahl an Hauptkomponenten auf den Inflationsfaktor A.

Wird der Geburtseingriff als zusitzliche Kovariate zu den 17 Hauptkomponenten zur
Korrektur des Phédnotyps PDS verwendet, betrdgt A=1,0003. Ohne Beriicksichtigung des
Geburtseingriffs ist A minimal erhoht auf 1,0080. Die x*-y*>-Plots sind in Abbildung 17
vergleichend dargestellt.
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mit Geburtseingriff ohne Geburtseingriff

A=1,0003 A=1,0080

Beobachtungswert
Beobachtungswert

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Erwartungswert Erwartungswert

Abbildung 17: Darstellung des ¥* - y>-Plots der Teststatistik mit (linke Abbildung) und ohne
(rechte Abbildung) Beriicksichtigung des Geburtseingriffs als zusdtzliche Kovariate neben
den verwendeten ersten 17 Hauptkomponenten.

4.4.1.5 Ergebnisse der genomweiten Assoziationsstudie
Die Ergebnisse der genomweiten Assoziation fiir alle Rassen unter Nutzung der 17
Hauptkomponenten und der Korrektur mit oder ohne Geburtseingriff sind fiir das Merkmal

PDS als Manhattanplot in Abbildung 18 dargestellt.
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(I) Korrektur mit 17 Hauptkomponenten und Geburtseingriff
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(I Korrektur mit 17 Hauptkomponenten ohne Geburtseingriff
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Abbildung 18:  Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der genomweiten
Assoziationsstudie fiir das Merkmal PDS. Der p-Wert wird als negativ dekadischer
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Logarithmus angegeben, die Linie kennzeichnet die Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze
(p<1x107°).

Unter Anwendung der sehr strikten Bonferroni-Korrektur wird bei (I) (Abbildung 18) nur ein
einzelner genomweit signifikanter SNP ALGA0094182 auf Chromosom (SSC) 17 lokalisiert,
und bei (II) wird der einzelne SNP INRA0058958 auf SSC15 genomweit signifikant. Dieser
SNP ist aber nicht mit Sicherheit annotiert und wird bis jetzt nur unter Vorbehalt auf SSC15
lokalisiert. Eine mit PDS moderat signifikant assoziierte chromosomale Region wird auf
SSC13 offensichtlich. Weitere einzeln assoziierte SNPs sind auf SSC1, SSC4, SSC9, SSC12
erkennbar. Es wird deutlich, dass ALGA0094182, INRA0058958 und ASGA0057450 tiber

alle Methoden hinweg zu den signifikantesten Assoziationen zahlen (Tabelle 20).

Tabelle 20: Auswahl der assoziierten SNPs mit genomweiter und moderater Signifikanz
unter Angabe der p-Werte der entsprechenden Assoziationstests (chi-Quadrat, Armitage-
Trend-test (egscore) mit bzw. ohne Geburtseingriff (gebeing) als Kovariate und unter
Korrektur mit 17 Hauptkomponenten). Die Chromosomenlokalisation ist in Basenpaaren (bp)
auf den jeweiligen porcinen Chromosomen (SSC) nach Illumina bei SNP INRA0058958 bzw.
nach GROENEN (2012) angegeben.

SNP SSC bp p-Wert p-Wert p-Wert
chi- egscore egscore
Quadrat - Sﬁfﬁggﬁl e1 n7ten) (17 Hauptkomponenten)
INRA0058958  (15) (131°684°198) 1,72x10°  251x10° 9,78 x 107
ASGA0057450 13 48°771°’191 1,41x10°  123x10° 6,89 x 10°°
ALGA0094182 17  33°423°003 293x10°  9,48x 107 2,45x10°
ASGA0070346 15  117°040°683 381x10*  2,77x 10" 7,66 x 107
ALGA0069927 13 48°797°943  0,01996 1,57 x 107 1,19x 10™
ALGA0025824 4 75°272°674  3,00x 107 0,0021 0,0017

Werden vergleichsweise die 74 Hauptkomponenten zur Korrektur genutzt, kommt es zur
deutlichen Assoziation auf dem porcinen Chromosom 17 mit wiederum ALGA0094182 als
dem signifikantesten SNP (Abbildung 19). Schwach signifikant zeigten sich in diesem Fall
die Region auf SSC13 und SSC15.
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(I) Korrektur mit 74 Hauptkomponenten und Geburtseingriff

legyale)

porcine Chromosomen von 1 bis 18

(II) Korrektur mit 74 Hauptkomponenten ohne Geburtseingriff

logiole)

porcine Chromasomen ven 1 bis 18

Abbildung 19:  Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der genomweiten
Assoziationsstudie fiir das Merkmal PDS bei Beriicksichtigung von 74 Hauptkomponenten.
Der p-Wert wird als negativ dekadischer Logarithmus angegeben, die Linie kennzeichnet die
Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze (p<1x107).
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4.4.2 Pathogen-spezifische Resistenz

Hinsichtlich der Auswertung zur pathogen-spezifischen Resistenz wurden keine neuen
signifikanten Assoziationen gefunden. Lediglich die gefundenen Assoziationen auf SSC13,

SSC15 und SSC17 wurden bestétigt.

4.4.3 Linienspezifische Auswertung

Es wurden signifikante Allelfrequenzunterschiede zwischen den Linien festgestellt. Es ist
denkbar, dass es nur in einer bestimmten Linie zur Assoziation mit dem Merkmal PDS
kommt, die nicht iiber alle Linien hinweg detektiert werden kann. Daher wurden auch
genomweite Assoziationsstudien innerhalb einer Linie durchgefiihrt. Unter Annahme einer
Bonferroni-korrigierten Signifikanzgrenze wurden aber genomweit keine signifikanten
Assoziationen detektiert. Nur unter Annahme einer moderaten Signifikanzgrenze von
p<0,0001 wurden bei den Reinzuchtsauen der Landrasse signifikant assoziierte chromosomale
Bereiche auf SSC2, SSC4 und SSC6 deutlich (Abbildung 20).

Innerhalb der Kreuzungssauen wurden bei der Kreuzung L LW moderat signifikant
assoziierte Bereiche auf SSC5 und SSC10, bei der Kreuzung L Du moderat signifikante
Bereiche auf SSC12, SSC13 und SSC16, und bei der Kreuzung LW_Du auf SSC2, SSC6 und
SSC17 gefunden (Abbildung 21).
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(1) Landrasse (Geburtseingriff, 2 Hauptkomponenten)
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Abbildung 20: Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der GWA-Analyse innerhalb
der einzelnen Reinzuchtsauen der Linie Landrasse und LargeWhite fiir das Merkmal PDS.
Der p-Wert wird als negativ dekadischer Logarithmus angegeben, die Linie kennzeichnet die
angenommene Signifikanzgrenze (p<1x107).
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(3) Landrasse x LargeWhite (Geburtseingriff, 8§ Hauptkomponenten)
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Abbildung 21: Manhattanplot zur Darstellung der Ergebnisse der GWA-Analyse innerhalb
der einzelnen Kreuzungslinien fiir das Merkmal PDS. Der p-Wert wird als negativ
dekadischer Logarithmus angegeben, die Linie

kennzeichnet die angenommene
Signifikanzgrenze (p<1x107).
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4.4.4 Lokalisierte Regionen im Detail

Die folgenden genomischen Regionen sind fiir eine weitere bioinformatische und funktionelle
Auswertung ausgewidhlt worden (Tabelle 21).
Tabelle 21: Ubersicht der ausgewihlten SNPs und der chromosomalen Lokalisation

(Chromosom, genaue Lokalisation in bp) nach Sscrofa7, Sscrofa9, Sscrofal0 und
Sscrofal0.2.

SNP Ilumina- Sscrofa9 Sscrofal0 neu Sscrofal(.2
Position (www.ensembl.org (www.animalge (www.ensembl.o
Chromosom ) nome.org) rg)
e build 7 = ENSEMBL *2 ENSEMBL
Scrofa7 release 59, release 67, Mai
November 2010 *' 2012
ASGA0057450 SSC13 SSC13 SSC13 SSC13
30,973,030 38585736  to 48,771,131 50,206,691
38.585.856 to 48,771,251
INRA0058958 SSC15 -- -- --
131,684,198
ALGA0094182 SSC17 SSC17 SSC17 SSC17
26,439,736 30,112,511 to 33,422,943 to 32,884,855
30,112,631 33,423,063

*! Die DNA-Sequenz stammt von der Assembly, welche vom Wellcome Trust Sanger Institut
als Sscrofas im Januar 2008 verdffentlicht wurde
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scrofa).

*? Datenbank: Sscrofal0_all.fa; veroffentlicht am 24. September 2010; BLASTN 2.2.23

Wihrend sich bei den SNPs ASGA0057450 und ALGAO0094182 lediglich die genaue
Positionsangabe in Basenpaaren (bp) dndert, kann der SNP INRA0058958 nach den neuesten
Sequenzierergebnissen des Genoms keiner sicheren Position zugeordnet werden. Lediglich
die Lokalisierung auf einem nicht annotierbaren DNA-Stiick mit der Bezeichnung Scaffold
JHI118531.1: 6,457-115,137 ist bekannt (www.ensembl.org, ENSEMBL release 67, Mai
2012, Zugriff am 21.05.2012).
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4.4.4.1 Chromosom 13 (SSC13)

Auf SSCI3 wurde iiber alle Rassen hinweg ein moderat genomweit signifikanter
chromosomaler Bereich um ASGA0057450 (rs81445278, dbSNP136) lokalisiert. Die
Allelfrequenz des selteneren Allels A ist nahezu iiber alle Linien hinweg vergleichbar, jeweils
mit der hochsten Allefrequenz von 0,39 bei der Landrasse. Tendenziell zeigten iiber alle
Rassen hinweg Sauen mit dem hédufigeren Allel C in der homozygoten Form eine Anfalligkeit
fiir PDS. Linienspezifisch betrachtet, ist dieser Zusammenhang aber nur innerhalb der
Kreuzungslinien L x L Duroc bzw. LW x LW_Duroc signifikant (Tabelle 22).

Tabelle 22: Genotypenverteilung in den jeweiligen Rassen fir den SNP
»ASGA0057450° (n=594, SNP call=0.995): Absolute Verteilung der Tiere auf die

entsprechenden Genotypen AA, AC bzw. CC. Die Allelfrequenz des selteneren Allels (MAF)
und der p-Wert (Fisher-Exakt-Test) sind linienspezifisch angegeben.

ASGA0057450 MAF AA AC CcC p-Wert
(SSC13) (Fisher-Exakt-
Test)
Landrasse 0,3947 PDS+ 3 8 11 0,1567
PDS- 3 10 3
Large White 0,283 PDS+ 1 15 15 0,2767
PDS- 3 7 12
Lx LW 0,2802 PDS+ 1 17 28 0,06863
PDS- 4 24 17
LxL Du 0,2 PDS+ 0 18 50 0,005566
PDS- 2 34 36
LW x LW _Du 0,2007 PDS+ 3 42 105 0,01552
PDS- 11 38 70
Sonstige - PDS+ 0 1 1 1
PDS- 0 1 0
ilgrsliessglglt PDS+ 8 101 210 4,59 x 10
PDS- 23 114 138

Der SNP ASGAO0057450 ist dabei im Intronbereich innerhalb des Gens PRICKLE2
(ENSSSCG00000011495) gelegen. In diesem Chromosomenbereich sind des Weiteren
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diverse reproduktionsspezifische QTLs beschrieben, u.a. sowohl ein QTL fiir nicht
funktionsfahige Zitzen (,,Nonfunctional nipples QTL 7479%) als auch QTLs fiir die Anzahl
der Gelbkorper bzw. das Eintrittsalter in die Pubertit (BIDANEL et al., 2008; JONAS et al.,
2008).

4.4.4.2 Chromosom 15 (SSC15)

Der SNP INRAO0058958 ist iiber alle Rassen hinweg mit dem Merkmal PDS assoziiert,
deutlich signifikant vor allem innerhalb der Kreuzungslinien LxLW und LxL DU (Tabelle
23).

Tabelle 23: Genotypenverteilung in den jeweiligen Rassen fiir den SNP
»~INRAO0058958“ (n=595, SNP_call=0.997): Absolute Verteilung der Tiere auf die

entsprechenden Genotypen AA, AC bzw. CC. Die Allelfrequenz des selteneren Allels (MAF)
und der p-Wert sind rassespezifisch angegeben.

INRAO0058958 MAF AA AC CC p-Wert
(Fisher-
Exakt-Test)
Landrasse 0,1184 PDS+ 0 4 18 0,4497
PDS- 0 5 11
Large White 0,0278 PDS+ 0 1 32 0,553
PDS- 0 2 19
LxLW 0,1044 PDS+ 0 3 43 0,005043
PDS- 2 12 31
LxL Du 0,1929 PDS+ 1 16 51 0,02575
PDS- 3 30 39
LW x LW Du 0,0242 PDS+ 0 4 146 0,08546
PDS- 0 110
Sonstige - PDS+ 0 1 1 1
PDS- 0 1 0
insgesamt PDS+ 1 29 291 5,546 x 10°°
(n=395) PDS- 5 59 210

Die besondere Bedeutung dieses SNPs ist nicht nur bedingt durch den signifikanten p-Wert:
Auch auf Grund des Chancenverhéltnisses (OR) von 0,3 hat dieser SNP und die

entsprechende Genomregion einen bedeutenden Einfluss auf PDS. So erhoht sich das Risiko
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an PDS zu erkranken um das Dreifache, wenn Sauen Triger des Alles A sind. In der
grafischen Darstellung der jeweiligen ORs und der dazugehorigen p-Werte von den
analysierten SNPs (Vulkanplot) ist erkennbar, dass INRA0058958 den sowohl kleinsten p-
Wert als auch das kleinste Odds Ratio besitzt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Vulkanplot zur Darstellung des p-Wertes als negativ dekadischer Logarithmus
und das entsprechende Odds ratio (OR) fiir die jeweiligen analysierten SNPs. Rot markiert ist
der SNP INRA0058958 (OR=0,3, p-Wert=5,5x10).

Nach dem Chromosomenbild 7 (Sscrofa7) ist dieser SNP auf SSC15 lokalisiert. Unter
Annahme der ungefdhren Position nach Chromosomenbild Sscrofa7 befindet sich dieser SNP
u.a. in einer QTL-Region fiir die Hohe der Korpertemperatur beim Schwein (REINER et al.,
2007). Weitere QTLs in dieser Region sind sowohl ein QTL fiir nicht funktionsfdhige Zitzen
(,,Nonfunctional nipples QTL 7468) (JONAS et al., 2008), QTLs fiir die Anzahl der
Gelbkorper (RATHIE et al., 1997; ROHRER et al., 1999; WILKIE et al., 1999) als auch ein QTL
fiir die Trachtigkeitsdauer (WILKIE et al., 1999). Nach den neuen Ergebnissen des

Chromosomenbilds 10 (Sscrofal0.2) ist dieser allerdings nicht sicher annotierbar, d.h. die
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genaue Lokalisation im Schweinegenom muss durch weitere Sequenzier- und
Nachfolgearbeiten kontrolliert werden. Die Lokalisation auf dem nicht annotierbaren DNA-
Stiick  (=Contig)  wird als  Scaffold JHI118531.1:6,457-112,137  angegeben
(www.ensembl.org). Anhand der Sequenzabgleiche mit anderen Spezies ist aber eine

Identifikation des Gens Neuropilin-2 (NRP2, ENSSSCG00000026383) moglich.

4.4.4.3 Chromosom 17 (SSC17)

Genomweit signifikante SNPs wurden auf SSCI17 identifiziert, mit ALGA0094182 als

chromosomweit signifikanteste assoziierte Variante (Tabelle 24).

Tabelle 24: Genotypenverteilung in den jeweiligen Rassen fiir den SNP
»~ALGA0094182% (n=596, SNP call=0.998): Absolute Verteilung der Tiere auf die
entsprechenden Genotypen AA, AG bzw. GG. Die Allelfrequenz des selteneren Allels (MAF)
und der p-Wert (Fisher-Exakt-Test) sind linienspezifisch angegeben.

ALGA0094182  MAF AA AG GG p-Wert (Fisher-
(SSC17) Exakt-Test)
Landrasse 0,2632 PDS+ 1 7 14 0,4901
PDS- 3 5 8
Large White 0,1818 PDS+ 1 8 24 0,1438
PDS- 0 10 12
Lx LW 0,4066 PDS+ 6 20 20 0,2953
PDS- 11 20 14
LxL Du 0,3607 PDS+ 7 31 30 0,5383
PDS- 12 32 28
LWxLW Du 04591  PDS+ 15 89 46 7811x10°
PDS- 37 54 28
Sonstige - PDS+ 0 1 1 1
PDS- 0 0 1
ir(lrslizsgalér)lt PDS+ 30 156 135 2331 x 10'5
PDS- 63 121 91
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Die benachbarten SNPs (ALGA0094184, INRAO0053407) zeigen moderat signifikante
Assoziationen. Der SNP ALGA0094182 liegt dabei nicht innerhalb eines Gens (intergenic).
Im Bereich von 10 Mbp um ALGAO0094182 sind bislang nicht ndher beschriebene
proteincodierende Gene bekannt. In der benachbarten Region von 30 Mbp bis 35 Mbp sind
aber verschiedene bekannte Gene u.a. OXT gelegen. Im direkten Bereich von ALGA0094182
sind des Weiteren ein QTL fiir die Haptoglobin-Konzentration (WIMMERS et al., 2009), ein
QTL fiir die Anzahl der Zitzen (GUO et al., 2008) und ein QTL fiir das Level von Interferon y
(UDDIN et al., 2010) annotiert. Auch QTLs fiir die Himoglobin-Konzentration (CHO et al.,
2011) oder die durchschnittliche Riickenspeckdicke (TRIBOUT et al., 2008) sind unter
anderem in dem Bereich um ALGA0094182 kartiert.

4.4.4.5 Weitere Chromosomenregionen

Moderat signifikant mit PDS assoziiert sind unter anderem auch SNPs auf SSC1, SSC4,
SSC9, SSC12 und SSC18.

Eine Besonderheit sind die rassespezifisch mehr oder weniger signifikant mit PDS
assoziierten SNPs. Im Vergleich zu den vorher aufgefiihrten signifikanten SNPs auf SSC13,
15 und 17 ist zum Beispiel der SNP ALGA0027303 nur innerhalb der Landrasse signifikant
mit PDS assoziiert (Tabelle 25). Uber alle Rassen hinweg getestet, ist dieser SNP nicht
signifikant. Dies liegt u.a. auch an der signifikant unterschiedlichen Allelfrequenz zwischen
den einzelnen Rassen. Wiahrend bei der Landrasse Adenin (A) das seltenere Allel mit einer
Allelfrequenz von 0,2237 ist, ist im Gegensatz dazu das Allel Cytosin (C) das seltenere Allel
bei Sauen der Linie Large White und dessen Kreuzungstieren (LXLW und LWXLW_Du).
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Tabelle 25: Genotypenverteilung in den jeweiligen Rassen fiir den SNP
»ALGA0027303“ (n=596, SNP call = 0.998): Absolute Verteilung der Tiere auf die
entsprechenden Genotypen AA, AC bzw. CC. Die Allelfrequenz des Allels A und der p-Wert
(Fisher-Exakt-Test) sind linienspezifisch angegeben.

ALGA0027303 MAF AA AC CC p (Fisher-
(SSC4) Exakt-Test)
Landrasse 0,2237 PDS+ 0 3 19 5.106 x 10
PDS- 1 12 3
Large White 0,9455 PDS+ 28 1 0,1969
PDS- 22 0 0
Lx LW 0,5440 PDS+ 7 38 1 0,525
PDS- 3 41 1
LxL Du 0,4179 PDS+ 8 44 16 0,4049
PDS- 9 39 24
LWx LW Du 0,7714 PDS+ 93 56 1 0,01895
PDS- 55 63 1
Sonstige - PDS+ 0 1 1 1
PDS- 0 0 1
insgesamt PDS+ 136 146 39 0,0258
(n=596)
PDS- 90 155 30

4.5 Kandidatengene

4.5.1 Positionelle Kandidatengene

Auf SSC17 ist bislang in dem direkten Bereich des signifikanten SNPs kein Gen beim
Schwein bekannt. Gene in der Nédhe dieses SNPs sind u.a. verschiedene nicht nédher
beschriebene proteincodierende Gene (novel protein coding). Entsprechend der gefundenen
moderaten Assoziation auf SSC13 um den SNP ASGA0057450 wurde PRICKLE2 als
positionelles Kandidatengen detektiert. Der signifikante SNP INRA0058958 (SSCI15 bzw.
Scaffold JH118531.1) liegt positionell innerhalb eines Introns im Neuropilin-2-Gen (NRP2).

4.5.2 Funktionelle Kandidatengene

Funktionelle Kandidatengene und deren bis dato bekannte genomische Lokalisation wurden

mit den Ergebnissen der GWA-Studie abgeglichen (Tabelle 26).
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Tabelle 26: Ubersicht der funktionellen Kandidaten zu dem Merkmalskomplex PDS.

Kandidatengen SSC Map-Position
spezifische Resistenz gegeniiber Escherichia coli
Fucosyltransferase FUTI 6 37,631,354-
(ENSSSCG00000003141) 37,632,621
Transmembranes MUCI13 13 101,834,422-
Mucin (ENSSSCG00000011862) 101,856,869
allgemeine Resistenz — Pathomechanismus
Toll-like-Rezeptor TLR4 1 271,621,935-
4 (ENSSSCG00000005503) 271,631,702
Gesduge/Fruchtbarkeit
Oxytocin OXT 17 34,178,421-
(ENSSSCG00000007164)) 34,179,296
Gonadotropin- GNRH2 17 34,047,064-
Releasing (ENSSSCG00000007159) 34,206,128
Hormon 2
Prolaktin PRL 7 18,161,987-
(ENSSSCG00000001082) 18,174,367
Prolaktinrezeptor PRLR 16 18,175,457-
(ENSSSCG00000016830) 18,194,122
Retinol-binding RBP4 14 110,302,357-
protein 4 (ENSSSCG00000010479) 110,309,289
Sonstiges
Ryanodinrezeptor RYRI1 6 32,706,687-
1 (ENSSSCG00000002964) 32,735,141
solute carrier NRAMP1 15 113,574,179-
family 11 (ENSSSCG00000016190) 113,574,788

synonyme: SLC11A1

signifkante
SNPs

ASGA0057450

ALGA0094182

ALGA0094182

(INRA0058958)

Eine positionelle Ndhe zu den einzelnen signifikanten SNPs wurde unter anderem fiir die

Gene MUCI13, OXT und GNRH2 gefunden. Eine funktionelle Bedeutung kann nicht

ausgeschlossen werden, ist jedoch eher unwahrscheinlich, da die entsprechenden SNPs um

den jeweiligen signifikanten SNP nur schwach korrelierten und nur schwache bis gar keine

Signifikanz im Zusammenhang mit PDS zeigten.
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5 Diskussion

5.1 Phénotypisierung

Das Ziel dieser Arbeit war die Aufkldrung der genetischen Variation des postpartalen
Dysgalaktie-Syndroms bei Sauen mittels einer genomweiten Assoziationsstudie. Hierfiir
wurden zunichst iiber zwei Jahre phinotypisch relevante Daten zu PDS-erkrankten und
gesunden Sauen auf vergleichbaren Betrieben der PIC Deutschland GmbH erhoben. Die
genaue und moglichst eineindeutige Phénotypisierung ist unabdingbar fiir eine biologisch
sinnvolle statistische Auswertung der genomweiten DNA-Variationen. Unprézise
Phénotypisierung und fragliche Kontrollgruppen erschweren es, wahr-positiv assoziierte
Varianten zu entdecken. Dank der Doppel- bzw. Mehrfachbeprobungen wurde der Phénotyp
der jeweiligen Sau prézisiert und die Abhédngigkeit und der Einfluss von Umweltfaktoren
minimiert. Verschiedene klinische Symptome und Ausprigungen werden aber bei
Mehrfachbeprobungen iiber mehrere Wiirfe beschrieben (RINGARP, 1960; SCHNELL et al.,
1977). Daher muss kritisch angemerkt werden, dass eine Sau, die ein- oder mehrmals nach
der Geburt keine auffdlligen Symptome fiir PDS gezeigt hat, nicht unbedingt einer genetisch
PDS-resistenten Sau entspricht, da andere Einfliisse wie sehr gute Hygienemalnahmen und
optimale Geburtsbedingungen dem Entstehen des multifaktoriellen Krankheitsbildes PDS
entgegenwirken konnen.

Differentialdiagnostisch sollten auch andere Ursachen fiir eine Hypogalaktie und der damit
verbundenen Mangelerndhrung der Saugferkel ausgeschlossen werden. Dazu gehdren
Gesduge- und Zitzenanomalititen sowie Zitzenverletzungen aus vorherigen Wiirfen,
Hypokalzdmien oder auch Vergiftungen durch Mykotoxine, die die Prolaktinausschiittung
senken (KLOPFENSTEIN et al., 2006; MARTINEAU et al., 2012). Postpartales Fieber sollte
ebenfalls zur physiologischen peripartalen Hyperthermie bei Sauen soweit wie moglich
abgegrenzt werden (KLOPFENSTEIN et al., 2006). In der klinischen Untersuchung im Rahmen
der betrieblichen Kontrolle von den Betriebstierdrzten bzw. Betriebsleitern wurden daher
neben der Temperatur vor allem das Gesduge und das Allgemeinbefinden sowie Verhalten der
Sau bzw. der Ferkel beurteilt. Dadurch sollte eine Abgrenzung zur peripartalen Hyperthermie
und anderen differentialdiagnostisch bedeutsamen Erkrankungen ermdoglicht werden. Da es
sich aber trotzdem um eine subjektive Beurteilung der Klinik durch einzelne Personen

handelt, kann nicht mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen
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werden, dass jede als PDS-positiv beprobte Sau tatsdchlich PDS aufwies. Desgleichen ist
anzunehmen, dass einzelne Sauen mit eher subklinischem Krankheitsverlauf moglicherweise
nicht detektiert wurden. Die Bedeutung der subklinischen Mastitis ist bislang bei der Sau nur
ansatzweise untersucht worden. So zeigten sich auch in normal laktierenden, klinisch
unauffdlligen Sauen deutliche pathologische Hinweise auf das Vorliegen einer Mastitis
(NACHREINER&GINTHER, 1971; NACHREINER et al., 1971). Auch die physiologisch hohere
Zellzahl beim Schwein kann als reaktiver Mechanismus in der porcinen Milchdriise gewertet
werden. In einer experimentellen Untersuchung nach Inokulation mit Escherichia coli in das
Gesduge bei zwolf Schweinen zeigten sich deutliche individuelle Unterschiede in der
klinischen Ausprigung trotz gleicher Infektionsdosis (OSTERLUNDH et al., 2002; ZHU et al.,
2007a). Wihrend acht Sauen keine klinischen Verdnderungen aufwiesen, duferten sich bei
den anderen vier Sauen in unterschiedlicher Ausprigung die entsprechenden Symptome
(OSTERLUNDH et al., 2002). Die tierindividuelle Empfinglichkeit fiir experimentell induzierte
puerperale Mastitis durch intramammare Inokulation von Escherichia coli bzw. Klebsiella
pneumoniae wurde auch in Studien aus der Schweiz beobachtet (LOEPFE, 1993; MossI, 1995).
Die klinische Diagnose ist daher insbesondere bei milden Symptomen (u.a. leichte
Korpertemperaturerhohung) schwierig (BERTSCHINGER, 1984). Weitere zusétzliche Parameter
wie beispielsweise Akut-Phase-Proteine weisen eine sehr grofle tierindividuell bedingte
Streuung auf und konnen geburtsbedingt erhdht sein (DUNKELBERG, 2006; MIRKO&BILKEI,
2004; VAN GELDER&BILKEI, 2005; ZHU et al., 2004). Als optimale Entziindungsmarker
werden Interleukin-18 und Tumornekrosefaktor-alpha empfohlen (ZHU et al., 2007b).

Die statistische Auswertung der phéinotypischen Daten ergab einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von PDS und der Durchfiihrung eines
Geburtseingriffes. Dieser Zusammenhang wurde auch von mehreren Autoren beobachtet und
verschieden diskutiert (BERG et al., 2001; BOSTEDT et al., 1998; ELZE, 1985; SCHULZ et al.,
1983). Bislang ist nicht bekannt, ob PDS als Folge des Geburtseingriffes und etwaiger
puerperaler Endometritis zu werten ist, oder ob schlechthin notwendige Geburtshilfe und

Geburtsverzogerungen zusitzliche Krankheitsmerkmale fiir PDS-anfillige Sauen darstellen.
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5.2 Heritabilitat

Die mittels eines Schwellenwertmodells geschitzte Heritabilitit von 9% zeigt, dass diese
Erkrankung gering erblich bedingt und eine ziichterische Bearbeitung moglich ist. Dieser
Wert weist aber auch darauf hin, dass trotz aller genetischer Pradisposition oder Resistenz die
Umwelt mit verschiedenen auslosenden, verstirkenden oder hemmenden Faktoren von groB3er
Bedeutung ist. Durch eine kombinierte Bearbeitung unter Beriicksichtigung der Genetik
sowie der Haltungs-, Fiitterungs- und Hygienebedingungen in Schweinehaltungen kann PDS
bekdampft werden. Im Hinblick auf die genetische Priadisposition ist im weiteren Blickwinkel
nicht nur das Krankheitsbild PDS zu betrachten, sondern auch damit vergesellschaftete
Merkmale, die als bedeutende Einfluss- und/oder Risikofaktoren bekannt sind. Dazu gehdren
die verldngerte Triachtigkeitsdauer, die verzogerte und in die Linge gezogene Geburtsdauer
und der damit im Zusammenhang stehende Geburtseingriff. Es kann hypothetisiert werden,
dass gerade Sauen mit genetischer Priadisposition fiir PDS fiir diese anderen Risikofaktoren

ebenfalls genetisch veranlagt sind.

5.3 Genotypisierung

Genotypisierungsfehler wurden mittels Qualitdtskontrolle und Abstammungskontrollen
nachgepriift. Es konnten verldssliche Ergebnisse erzielt werden. Unter Anwendung
ausgewdhlter Qualitétskriterien wurden mit 49.740 SNPs mehr als 80% der SNPs fiir die
statistische Auswertung eingeschlossen.

Die Genotypisierung unter Nutzung des porcinen SNP60 BeadChips von Illumina bietet eine
gute Moglichkeit fiir die genomweite Charakterisierung von Schweinen. Einschrinkend sind
die ca. 6% der bislang noch nicht sicher annotierten SNPs zu erwéhnen, die eine weitere
Analyse hinsichtlich Kandidatengen und biologischer Auswertung erschweren. Im Vergleich
zu anderen BeadChips der Tierarten wie dem Rind, Pferd oder Schaf wurde der
PorcineSNP60 BeadChip schon lange vor der Fertigstellung der Genomsequenzierung des
Schweines verdffentlicht und dem Markt zugénglich gemacht. Daher sind vergleichsweise
wenig referenzierte SNPs wie zum Beispiel aus der SNP-Datenbank dbSNP verwendet
worden. Dieser Umstand kann dazu fithren, dass mitunter gefundene Assoziationen zu
einzelnen SNPs nur bedingt aussagefdhig sind, da die genomische Annotation dieses SNPs
nicht sicher bekannt ist. Inwieweit in Zukunft diesen SNPs eine genaue Position zugeordnet

werden kann, ist von weiteren Sequenzierungs- und Typisierungsarbeiten abhéngig.
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5.4 Genomweite Assoziation

Genomweite Assoziationsstudien sind seit der Moglichkeit der Hochdurchsatz-
Genotypisierung ein neues Forschungsfeld in der Human- und in der Tiermedizin. Diese
Studien bieten neue Moglichkeiten, genetische Variationen eines Phéanotyps aufzudecken und
diese nicht nur in der Zucht zu nutzen, sondern auch fiir die Erweiterung der Kenntnisse
hinsichtlich méglicher Pathomechanismen und der Pathophysiologie bestimmter Krankheiten
anzuwenden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mithilfe einer GWA-Studie die genetische Variation des
postpartalen Dysgalaktie-Syndroms bei Sauen untersucht. Mindestens drei mit PDS
assoziierte Genomregionen auf SSCI13, SSC15 und SSC17 wurden identifiziert, die
vielversprechend und in weiteren Nachfolge- und Bestitigungsstudien zu kontrollieren sind.
Die moderat bis tendenziell signifikant assoziierten Bereiche auf SSC1, SSC4, SSC9, SSC12
und SSC18 sind in nachfolgenden Studien zu liberpriifen.

Die Assoziationen auf SSC13 (ASGA0057450), SSC15 (INRAO0058958) und SSC17
(ALGAO0094182) wurden iiber alle Linien hinweg gefunden. In den assoziierten
Genombereichen um ASGA0057450, INRA0058958 und ALGA0094182 sind neben den
entsprechenden Kandidatengenen wie PRICKLE2 (SSC13) und NRP2 (Scaffold JH118531.1)
auch zahlreiche QTL beschrieben. Hinweisend sind vor allem die reproduktionsspezifischen
QTL fiir die Anzahl der Gelbkdrper (RATHJE et al., 1997; ROHRER et al., 1999; WILKIE et al.,
1999) und das Eintrittsalter in die Pubertit (BIDANEL et al., 2008). Die gefundene Assoziation
zu einem QTL fiir die Trachtigkeitsdauer (WILKIE et al., 1999) unterstreicht die beschriebene
Auswirkung einer verlidngerten Triachtigkeitsdauer auf das erhohte Risiko, danach an PDS zu
erkranken (AWAD MASALMEH et al., 1990; RINGARP, 1960). Weitere QTL in Bezug zum
Gesduge wie der QTL fiir die Anzahl der Zitzen (GuUO et al., 2008) oder der QTL fiir die
Anzahl nicht funktionsfihiger Zitzen (JONAS et al., 2008) betonen die Bedeutung der
Gesdugeanatomie und -funktionalitdt fiir das Auftreten von Dysgalaktie. Die Assoziation zu
Mediatoren innerhalb der Entziindungskaskade wie dem QTL fiir Haptoglobin-Konzentration
(WIMMERS et al., 2009) oder dem QTL fiir das Level von Interferon y (UDDIN et al., 2010)
bestirken den Entziindungscharakter von PDS. Allerdings wurde ein Anstieg der
Konzentration von dem Akut-Phase-Protein Haptoglobin sowohl von DUNKELBERG (2006)
als auch von ZHU et al. (2004) generell bei der Sau post partum nur als unspezifisch

beobachtet.
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Ein weiterer Locus in der assoziierten Region auf SSCI15 ist ein QTL fiir die Hohe der
Korpertemperatur beim Schwein (REINER et al., 2007). Die erhohte Rektaltemperatur ist
bislang immer noch aus praktischen Griinden ein wesentliches Kriterium, um nach der
Abferkelung die an PDS erkrankten Sauen friihzeitig zu detektieren. In der vorliegenden
Studie wurde als diagnostische Temperaturgrenze 39,5°C gewéhlt. Eine tendenziell erhohte
Korpertemperatur post partum ist allerdings insbesondere bei Jungsauen beschrieben
(KLOPFENSTEIN et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls signifikante
Unterschiede in der rektalen Korpertemperatur zwischen gesunden Jung- und Altsauen (alle
Sauen ab dem 2. Wurf) festgestellt. Es kann daher vermutet werden, dass Jungsauen bei ihrem
ersten Wurf wihrend der Geburt erhohtem Stress ausgesetzt sind und dadurch tendenziell die
Korpertemperatur in Form einer leichten Hyperthermie ansteigt. Dies scheint aber dennoch
von einer klinischen Fiebersymptomatik abgrenzbar zu sein. So waren die Temperaturen im
Mittel signifikant verschieden zwischen erkrankten und gesunden Sauen. Bei den an PDS
erkrankten Sauen war kein signifikanter Unterschied in der Hohe der Rektaltemperatur
zwischen Jung- und Altsau feststellbar. Insofern ist die Hohe der Rektaltemperatur im
puerperalen Zeitraum ein gutes MaB fiir die erste Diagnostik von PDS. Bedeutender scheint,
dass insbesondere aber in Einzelfédllen auch Tiere ohne erhohte Korpertemperatur Anzeichen
fiir eine klinische Mastitis zeigen konnen. So hatten im Rahmen dieser Studie 289 PDS-
auffillige Sauen keine Temperaturerhohung iiber 39,5°C. Dies deckt sich mit der Erhebung
von RINGARP (1960), bei der insgesamt 11,9% der Sauen mit Agalaktie -eine
Korpertemperatur unter 39,3°C aufwiesen. Jedoch wurde u.a. von ROsS et al. (1983) gezeigt,
dass die klinischen Zeichen und damit auch die Hohe der Rektaltemperatur nicht unbedingt
mit der pathologisch-anatomischen Schidigung zum Beispiel einer Mastitis korreliert.

Unter Beriicksichtigung der Befunde der bakteriologischen Untersuchung der Milchproben
wurden keine signifikanten Genombereiche lokalisiert. Ob dies ein Hinweis auf die auch von
anderen Autoren beschriebene untergeordnete Bedeutung der Bakterien in der Milch in der
Pathogenese von PDS ist, kann nur spekuliert werden. Fakt ist, dass in den Ergebnissen der
bakteriologischen Untersuchung der Milchproben keine signifikanten Unterschiede im
Bakterienspektrum zwischen kranken oder gesunden Sauen zu erkennen war (GERJETS, 2011).
Dies kann verschiedene Ursachen haben und wiirde sich dementsprechend in deren
Konsequenz auf die Ergebnisinterpretation der genetischen Untersuchung auswirken. Zum
einen konnte es sich bei den Bakterienprofilen um Kontaminationen der Milchproben
handeln. Dies wiirde zeigen, dass die Sauen bakteriologisch betrachtet jeweils den gleichen

Umweltbedingungen ausgesetzt waren. Um eine Kontamination auszuschlieBen, wire ein
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Indikatorkeim optimal, der eine zweifelsfreie Einteilung in kontaminierte und nicht-
kontaminierte Proben zulieBe. Unter der Annahme, dass es sich um weitestgehend
kontaminationsfreie Milchproben handelt, kdnnten die bakteriologischen Ergebnisse darauf
hinweisen, dass gesunde Sauen die gleichen Bakterien in der Milch enthalten, diese aber auf
Grund besserer Abwehr- oder Resistenzmechanismen keine Entziindung der Milchdriise
hervorrufen. Die Wahrscheinlichkeit, eine genetische Variation zu finden, die mit der
komplexen und multifaktoriellen Erkrankung im statistischen und kausalen Zusammenhang
steht, wire in diesem Fall realistisch und machbar. Die dhnlichen bakteriologischen Profile in
der Milch konnten aber auch ein Hinweis sein, dass die als ,gesunde‘ bzw. PDS-negativ
beprobte Sau subklinisch an Mastitis erkrankt ist. Wiirde letzteres stimmen, ist es sehr schwer
moglich, eine genetische Variation zu entdecken, da es sich eigentlich um erkrankte Sauen
handelt. Lediglich der Score, wie oft und intensiv eine Sau an PDS erkrankt, kann dann fiir
eine genomweite Analyse verwendet werden. Dies hitte zur Konsequenz, dass eine genauere
klinische Untersuchung unter Zuhilfenahme weiterer Parameter wie quantitative
Keimbestimmung und Messung von Entziindungsparametern notwendig wére, um eine
Diagnose bzw. eine genaue Phinotypisierung fiir genetische Untersuchungen zu ermdglichen.
Bei der GWA-Analyse innerhalb der einzelnen Rassen wurden bislang keine genomweit
signifikant mit PDS assoziierten Regionen lokalisiert. Lediglich innerhalb der Landrasse
wurde eine moderat signifikante Region auf SSC4 um den SNP ALGA0027303 identifiziert.
Fiir eine abschlieBende Bewertung der rassespezifischen GWA-Analyse sind die Tierzahlen
innerhalb der einzelnen Rassen, und damit die eigentliche Power der Analyse, allerdings noch
nicht ausreichend. Die Auswertung fiir die einzelnen Rassen sollte daher im Rahmen der
folgenden Untersuchungen und Wiederholungsstudien noch weiter im Detail durchgefiihrt
werden.

Die erstrangige Information der signifikanten SNPs ist die genomische Lokalisation auf dem
Schweinegenom. Von 48.193 der 62.163 SNPs (77,5%) ist von Illumina die genaue
Annotierung auf Sscrofa7 angegeben, d.h. das Chromosom und die Kartierungsinformation
(Map-Position) in bp liegen vor. Nach der Annotierung von Martien Groenen (2012) auf
SscrofalO sind 57.532 von 62.163 SNPs (92,6%) mit der Angabe einer genauen Map-Position
verfiigbar. Anhand des Beispiels von SNP ALGA0094182 zeigt sich, dass sich die Map-
Position auf SSC17 von 26.439.736 Mbp (Sscrofa7) iiber 30.112.511- 30.112.631 Mbp
(Sscrofa9) bis schlieBlich 33.423.003 Mbp (SscrofalO) bzw. 32.884.855 Mbp (Sscrofal(.2)
andert. Eine endgiiltige Kartierung ist daher wiinschenswert, um auch mit Sicherheit

entsprechende Kandidatengene bzw. QTLs zu identifizieren.
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Die genaue Phinotypisierung ist schlieBlich der wichtigste Diskussionspunkt, der falsch-
negative als auch falsch-positive Ergebnisse bedingen kann. Daher wurden nach bestem
Wissen mdglichst nur aussagekriftige und verldsslich phénotypisierte Sauen fiir die
Genotypisierung ausgewéhlt. Doch trotz genauer Phénotypisierung wird das Auffinden von

kausalen genetischen Variationen durch weitere folgende Phdnomene erschwert:

Phanotypische Heterogenitit Ein und dieselbe Mutation oder eine Zustandsform
(Pleiotropie): eines Gens oder Locus verursacht verschiedene
Symptome oder beeinflusst biologisch

unterschiedliche Merkmale.

Genetische Heterogenit:it: Verschiedene Allele eines Genortes (Locus) oder
verschiedene  Zustandsformen eines  Gens
verursachen eine Erkrankung.

Penetranz: Die Wahrscheinlichkeit oder das Risiko zu
erkranken wird nur unter Bedingung eines
bestimmten Faktors eintreten. Beispiele dafiir sind
die altersabhiingige oder geschlechtsabhingige
Penetranz.

Unterschiedliche Expressivitiit: Wihrend Penetranz die  Wahrscheinlichkeit
ausdriickt, dass die Krankheit ausbricht, beschreibt
die variable Expressivitit die verschiedenen
moglichen Grade des Krankheitsausbruches von
milden zu schweren Symptomen.

Phinokopien: Tiere sind betroffen oder zeigen Klinik der
Erkrankung ohne Tréager des
krankheitsverursachenden Gens oder Genotyps zu

sein.

Prinzipiell gibt es eine Vielzahl an moglichen statistischen Tests, um eine Assoziation
zwischen einem Genotyp und einem Phinotyp wie z.B. PDS festzustellen. Dabei ist zu
beachten, dass die Wahl des Tests und die Wahl der verwendeten Kovariaten in Form von
fixen Effekten oder als Kovariablen einen bedeutenden Einfluss auf das Ergebnis und vor
allem auf das Signifikanzniveau haben kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
vergleichsweise die verschiedenen Methoden aufgezeigt. Fiir zukiinftige genomweite

Assoziationsstudien und fiir die Bewertung dieser Studien ist die sorgfiltige Betrachtung der
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Tests und deren Teststatistik in Verbindung mit dem jeweiligen Ergebnis zu beachten.
Mitunter sind noch weitere statistische Methoden wie z.B. gemischte Modelle auf Grundlage
der genomischen oder der Pedigree-basierten Verwandtschaftsmatrix verfligbar. Fiir
familienbasierte Fall-Kontroll-Assoziationsstudien sind aber statistische Tests wie der
Armitage-Trend-Test in Verbindung mit einer Hauptkomponentenanalyse bei bekannten
Familien- bzw. Verwandtschaftsverhéltnissen empfehlenswert.

Die Hauptkomponentenanalyse wurde in dieser Studie auf Basis der genomischen
Verwandtschaftsmatrix angewandt, um zum einen die genetische Ahnlichkeit der
genotypisierten Tiere abzubilden und zu iiberpriifen. Zum anderen wurden die daraus
ermittelten Hauptkomponenten fiir eine Korrektur der Verwandtschaft verwendet. Etwaige
Linien- und Familienunterschiede werden damit genauer beriicksichtigt, als das mit der
Verwendung der Pedigree- oder Vorab-Rasse-Information als Kovariable moglich ist.

Der auBlerordentlich strikte Studienaufbau einer genetischen Fall-Kontrollstudie auf Basis von
Halbgeschwisterfamilien vermindert das Risiko von falschen Assoziationen. Dennoch sind
falsch-negative und falsch-positive Ergebnisse zu beachten. Der Gefahr der falsch-positiven
Ergebnisse wurde weitestgehend mittels der Korrektur der Populationsstratifikation bedacht,
aber auch durch die Verwendung der Bonferroni-Korrektur zur Beriicksichtigung des
multiplen Testens. Auch das Studiendesign einer familienbasierten und bezogen auf
Umweltfaktoren vergleichbaren Fall-Kontroll-Studie verringert die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens von falsch-positiven Ergebnissen. Nachteil ist, dass damit auch zu einem gewissen
Grad die eigentliche Power der Studie vermindert wurde (siche Tabelle 4). Um dennoch das
Auftreten falsch-negativer Ergebnisse weitestgehend einzugrenzen, wurden verschiedene
Qualititskriterien und statistische Methoden verwendet und miteinander verglichen. Hinter
den bei einzelnen Tests nur moderat signifikanten assoziierten SNPs auf SSC1, SSC4, SSC9,
SSC12 oder SSCI18 konnen sowohl wichtige kausal im Zusammenhang stehende Bereiche,
aber auch rein zufallsbedingte Verteilungen stehen. Bedingt durch das familienbasierte
Studiendesign und die begrenzte Tierzahl ist aber anzunehmen, dass falsch-negative
Ergebnisse moglich sind, d.h. es wurden zu gewisser Wahrscheinlichkeit nicht alle im
Hinblick auf PDS relevanten SNPs als signifikant detektiert.

Eine Unterscheidung, ob eine Erkrankung oder die Préddisposition zu einer Erkrankung
monogen, oligogen oder sogar polygen vererbt wird, ist nicht ohne weiteres realisierbar.
Dennoch sind die Ergebnisse dieser Studie ein Beweis, dass mit an Sicherheit grenzender
Wabhrscheinlichkeit kein einzelnes Gen existiert, welches das Auftreten von PDS verhindert

oder inititert. Mithilfe der genomweiten Assoziationsstudie lieBen sich keine eindeutigen
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hochsignifikant assoziierten SNPs detektieren, wie es bei monogen verursachten
Erkrankungen der Fall sein wiirde. Das als PDS oder als PDS-Syndrom bekannte
multifaktorielle postpartale Krankheitsbild mit Mastitis, Dysgalaktie, Fieber und/oder
Endometritis wird auf Grund des bislang nicht vollkommen gesicherten Pathomechanismus
noch immer als ,,Syndrom* bezeichnet (,,Mastitis-Metritis-Agalaktie-Syndrom®, ,,Postpartales
Dysgalaktie-Syndrom*). Es ist anzunehmen, dass komplexe Krankheitsbilder wie PDS
generell nicht monogen verursachte Erkrankungen sind. Da es sich bei PDS daher eher um
eine oligo- oder polygene Erkrankung handelt, sind die Interaktionen zwischen den einzelnen
Genombereichen bzw. Genen von besonderem Interesse (CHEN et al., 2008; WANG et al.,
2010). Daher sind auch das Zusammenspiel oder die Wechselwirkungen zwischen den
assoziierten Varianten oder Genen von groflem Interesse. Unter Annahme eines additiven
Models ist der Gesamteffekt die Summe aus allen Einzeleffekten der Loci. Bei einem
multiplikativen Modell ist jeweils der krankheitsauslosende Genotyp an allen entsprechenden
Genorten notwendig fiir die Merkmalsauspridgung. In dieser Studie wurden insbesondere ein
moderat signifikanter und zwei signifikant mit PDS assoziierte Genombereiche gefunden, die
die Empfanglichkeit fiir PDS erhohen bzw. erniedrigen. Die in dieser ersten GWA-Studie
verdffentlichten Resultate konnen daher die Grundlage fiir weiterfiilhrende Untersuchungen

bilden.
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5.5 Kandidatengene

Die Suche nach positionellen Kandidatengenen gestaltete sich auf Grund der verschiedenen
Annotierungen der SNPs und der erst Ende 2010 vom Konsortium (SGSC) fertiggestellten
und vorldufig verdffentlichten Genomsequenzierung schwierig. Dennoch konnten
vielversprechende Kandidatengene in den assoziierten Bereichen gefunden werden.

Entsprechend der drei genomweit signifikanten Chromosomenregionen wurden die
Kandidatengene PRICKLE2 und NRP2 als positionelle Kandidatengene fiir PDS festgestellt.
Das Kandidatengen PRICKLE2 (ENSSSCG00000011495) gehort zu den Prickle-Genen, die
erstmals bei der Obstfliege Drosophila melanogaster beschriecben  wurden
(GUBB&GARCIABELLIDO, 1982). Die Bedeutung dieser Prickle-Gene wurde zunéchst vor
allem fiir die Ausrichtung bzw. Polaritit der Fliigel bei der Fliege gesehen
(GUBB&GARCIABELLIDO, 1982). Die spéter erkannte biologische Bedeutung von PRICKLE2
ist unter anderem in der planaren Zellpolaritit (LAWRENCE et al., 2007), als Mediator im
WNT-Signaltransduktionsweg (KATOH&KATOH, 2007) als auch in Bezug zu neuronalem
Wachstum zu finden (OKUDA et al., 2007). So konnte die Expression von PRICKLE1 und
PRICKLE?2 in postmitotischen Neuronen bei Miusen nachgewiesen werden und PRICKLE2
scheint dabei eine besondere Rolle in der Forderung des Wachstums der Neuriten zu besitzen
(OKUDA et al., 2007). Das Gen PRICKLE2 wird in zahlreichen Organen und Geweben
exprimiert. Es wurde u.a. auch innerhalb des weiblichen Reproduktionstraktes eine
Expression in  den  Ovarien, im  Eileiter und im  Uterus  ermittelt

(http://www.nextprot.org/db/entry/NX Q7Z3G6/expression#a-ts-line-438, Zugriff am

11.06.2012). Ein Zusammenhang mit PDS, Laktationsleistung oder Fruchtbarkeit ist bislang
nicht beschrieben.

Das Kandidatengen NRP2 gehdrt zu den Neuropilin-Genen, deren Expression vor allem im
zentralen Nervensystem beschrieben ist (CARIBONI et al., 2007; HE&TESSIERLAVIGNE, 1997).
Neuere Untersuchungen zeigen aber auch Expressionen in anderen Geweben wie u.a. in
Endothel-, Epithel- und Tumorzellen (BAGNARD et al., 1998; NASARRE et al., 2009). Die
Neuropiline sind in den Axonen von Nervenzellen zu finden und liefern dort Signale fiir deren
Wegfindung (=‘axon guidance‘) und Wachstumsrichtung (CHEN et al., 1997;
HE&TESSIERLAVIGNE, 1997; NEUFELD et al., 2002a). In Endothelzellen wirken Neuropiline
als Rezeptorkomplexe mit dem Rezeptor des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors
(VEGF = vascular endothelial growth factor) und unterstiitzen dadurch die proangiogene

Wirkung von VEGF (NEUFELD et al., 2002a; NEUFELD et al., 2002b). Ein Zusammenhang von
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NRP2 mit Unfruchtbarkeit und gestorter Reproduktion wurde aktuell von CARIBONI et al.
(2011) postuliert. In dieser in-vitro- und in-vivo-Studie am Mausmodell kam es durch einen
Mangel von NRP2 zur gestdrten Einwanderung der Gonadotropin-Releasing-Hormon-
produzierenden Zellen (CARIBONI et al., 2011; CARIBONI et al.,, 2007). Die in der
Humanmedizin als Kallmann-Syndrom bezeichnete Form des hypogonadotropen
Hypogonadismus fiihrt unter anderem zu einem Wegfall bzw. zu einer Verzdgerung des
Pubertitseintritts beim Menschen (CARIBONI et al., 2011). Inwieweit NRP2 auch eine
funktionelle Rolle in der neuronalen Steuerung der Fruchtbarkeit und insbesondere der Geburt
bzw. der Laktation bei der Sau spielt, kann aber schlussendlich nur im Rahmen von
funktionellen Untersuchungen geklirt werden.

Weitere der ausgewdhlten funktionellen Kandidatengenen ergaben keine genomweit
signifikanten Assoziationen mit dem Merkmal PDS. Das alpha(1,2)-Fucosyltransferase-Gen
(FUT1) auf SSC6 oder das Prolaktin- bzw- Prolaktinrezeptor-Gen auf SSC16 scheinen nach
den Ergebnissen dieser Studie nicht im Zusammenhang mit PDS zu stehen. Allerdings
wurden sowohl in der Ndhe zu dem Gen MUCI13 (SSC13) als auch zu dem Gen NRAMP1
(SSC15, nach Annotierung Sscrofa7) oder OXT (SSC17) signifikant assoziierte SNPs
detektiert. Zwar stehen die benachbarten SNPs nur im vergleichsweise schwachen
Kopplungsungleichgewicht und ein Zusammenhang erscheint daher eher unwahrscheinlich,
jedoch kann bedingt durch die geringe SNP-Dichte ein Zusammenhang auch nicht vollig
ausgeschlossen werden.

Insbesondere die Assoziation zum Gen OXT (SSC17) scheint vor dem Hintergrund
interessant, dass Oxytocin eine wichtige Funktion im Ablauf der Geburt und in der
Milchejektion spielt. Oxytocin ist ein Nonapeptid, welches in neurosekretorischen Neuronen,
dem Nucleus paraventricularis und Nucleus supraopticus des vorderen Hypothalamus gebildet
wird (WIESNER UND RIBBECK, 2000). An Neurophysin I gebunden gelangt dieses Hormon auf
axonalem Weg zur Neurohypophyse und wird dort zwischengespeichert. Die Sekretion von
Oxytocin erfolgt periodisch und eine Inaktivierung duch Aminopeptidasen und
Oxidoreduktasen geschieht in den verschiedensten Organen (WIESNER UND RIBBECK, 2000).
Die Hauptfunktionen von Oxytocin sind im Rahmen der Geburt und Milchabgabe zu finden.
In der Humanmedizin wird diesem Hormon auch eine wichtige Rolle in sozialen
Interaktionen zwischen Geschlechtspartnern und der emotionalen Bindung und Verhalten
zwischen Mutter und Kind zugeschrieben (ODENT, 1999). Diese psychologische Wirkung ist
bislang bei Sauen und Ferkeln noch nicht untersucht worden. Allerdings ist gerade bei Sauen

bekannt, dass diese iiber einen bislang nicht im Detail bekannten Mechanismus die
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Milchejektion bewusst steuern koénnen. Durch mechanische Reizung des weiblichen
Genitaltraktes in der Austreibungsphase der Geburt wird Oxytocin freigesetzt und unterstiitzt
die durch Estrogen-gesteuerte spontane Kontraktilitit des Myometriums (WIESNER UND
RIBBECK, 2000). Die Oxytocin-Freisetzung wird auch durch taktile Reizung von sensiblen
Nervenendigungen in der Zitzenspitze stimuliert und ermoglicht durch die Kontraktion der
Myoepithelzellen die Milchejektion (WIESNER UND RIBBECK, 2000). Inwieweit die
gefundenen Kandidatengene PRICKLE2 und NRP2 in Bezug zu ihrer neuronalen Funktion
ebenfalls in Verbindung zu Oxytocin und dessen Funktionsweise bzw. Regelkreis stehen,
kann abschlieSend aber nur in funktionellen Studien beantwortet werden.

Die Frage nach der Ursache fiir den Zusammenhang zwischen Geburtseingriff und PDS
konnte iiber die genomweite Assoziationsstudie nicht gelost werden. Zwar scheint
insbesondere ohne Beriicksichtigung des Geburtseingriffes der SNP INRA00958
signifikanter, jedoch ist dieser Unterschied so gering, dass konkrete Schlussfolgerungen
schwer moglich sind. Bislang ist also nicht bekannt, ob PDS als eine Folge von
Geburtseingriff zu werten ist, oder ob die notwendige Geburtshilfe und Geburtsverzogerung
ein zusétzliches Krankheitsmerkmal fiir PDS-anfillige Sauen darstellt.

Die Auswertung der GWA-Ergebnisse hinsichtlich mdglicher Pathomechanismen bzw.
biologischer Netzwerke (CHEN et al., 2008; VISWANATHAN et al., 2008; WANG et al., 2010)
ergibt den Schwerpunkt auf neuro-endokrinologische Signalwege im Zusammenhang mit
entziindlichen (Haptoglobin, erhohte Korpertemperatur) und funktionell-anatomischen
Merkmalen (Anzahl funktionsfdhige Zitzen usw.). Insbesondere die Identifikation von zwei
positionellen Kandidatengenen, die sich beide im Bereich der neuronalen Wirkung einordnen
lassen, ist hindeutend auf die individuelle Disposition und Empfanglichkeit fiir PDS in
Abhéngigkeit von anderen mitbeeinflussenden Risikofaktoren. Hierbei ist der Zusammenhang
zwischen dem Immunsystem und dem zentralen Nervensystem als den zwei wichtigsten
anpassungsfahigen Systemen des Korpers hervorzuheben, auf verschiedene Einfliisse bzw.
Risikofaktoren zu reagieren. Dabei stehen beide Systeme iiber die verschiedenen
Hormonkreisldufe und Entziindungskaskaden in direktem und indirektem Zusammenhang
(BORGHETTI et al., 2009). Die gefundenen Assoziationen zu den Kandidatengenen und den
verschiedenen QTLs bestétigen diese Verbindung der beiden Systeme auch im Hinblick auf
die komplexe puerperale Erkrankung PDS bei Sauen. Die genetische Empfanglichkeit
beschreibt daher nicht unbedingt die Ursache, sondern vielmehr die Féhigkeit des
Individuums auf bestimmte Noxen wie z.B. Endotoxine oder vermehrten Stress addquat zu

reagieren. Die Ergebnisse dieser Studie bestitigen damit quasi den multifaktoriellen
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Charakter des PDS-Syndroms hinsichtlich Atiologie und Einflussfaktoren. Daher ist zu
betonen, dass trotz der Moglichkeit der genetischen Verbesserung im Hinblick auf
verminderte Krankheitsanfélligkeit oder Krankheitsresistenz, weiterhin das Hauptaugenmerk
auf die Optimierung der Tierumwelt durch bestmogliche Haltung, Fiitterung, Hygiene und
Betriebsmanagement zu richten ist. Denn nur die Kombination der Beriicksichtigung der
Genetik und der Umweltfaktoren wird schlussendlich bei einem so komplexen Krankheitsbild

wie PDS zum Erfolg fiihren.

5.6 Ziichterische Nutzung

Auf lange Sicht gesehen, sind prophylaktische MaBBnahmen (z.B. durch Homd&opathika, Didt)
und konventionelle Therapie von PDS keine Losung des Problems und kdnnen aufgrund der
uneindeutigen Phénotypen zu einem Verbreiten der genetisch empfinglichen Tiere in den
Schweinezuchtbestdnden fiithren. Eine ziichterische Bearbeitung ist daher wiinschenswert und
auch praktisch realisierbar. So kann zwar theoretisch allein durch klassische Zucht wie eine
strikte Selektion von Sauen ohne Mastitis ein Zuchterfolg erreicht werden, doch ist im
Hinblick auf PDS zu bedenken, dass sich die Krankheitsmerkmale auch erst mit der zweiten
oder dritten Paritdt oder nur unter schlechten Umweltbedingungen zeigen. Erschwerend
kommt hinzu, dass aus betriebspraktischen Griinden nahezu alle Sauen mit den ersten
Anzeichen von Fieber antibiotisch behandelt werden und die klassischen PDS- oder MMA-
Félle in praxi nur noch vereinzelt zu beobachten sind. Dadurch kommt es zur
Weiterverwendung von eigentlich PDS-anfilligen Sauen. Aus dem Blickwinkel des
Tierschutzes, Umweltschutzes und Verbraucherschutzes ist es aber wiinschenswert, die
Antibiotikaanwendungen weitgehend zu reduzieren, um Resistenzentwicklungen gegen
Antibiotika nicht zu fordern. Dies konnte bestenfalls erreicht werden, wenn nur noch mit
PDS-negativen Tieren weitergeziichtet wiirde. Unter Nutzung neuer Moglichkeiten wie
markergestiitzter Selektion (HAYES&GODDARD, 2003; PIYASATIAN et al., 2009; SCHWERIN,
2004) oder genomischer Selektion (MEUWISSEN et al., 2001) ist auch die Zucht auf solche
komplexen Merkmale wie PDS-Resistenz in Verbindung mit anderen Leistungsdaten
realisierbar. Die damit schon seit Jahrhunderten erwiinschte gleichzeitige Zucht auf sowohl
Krankheitsresistenz als auch auf gute Leistungseigenschaften ist damit wieder in den
aktuellen Blickpunkt geraten. Wéhrend die genomische Selektion im Rahmen der
genomischen Zuchtwertschitzung beim Rind schon fortgeschritten und weitverbreitet ist

(HAYES et al., 2009), ist diese aber beim Schwein noch in den Anfangen (LOOFT, 2010). Ob
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ein ziichterischer Erfolg bei Betrachtung der in dieser Studie detektierten SNPs im Sinne einer
markergestiitzten Selektion zu erwarten ist, 1dsst sich schwer abschétzen. Gewiss ist aber, dass
sowohl auf genetischer als auch auf phénotypischer Ebene eine ganzheitliche Betrachtung
verschiedenster Merkmale (Leistungsmerkmale, Gesundheitsmerkmale,
Reproduktionsleistung) unabdingbar ist fiir eine langfristig leistungsgerechte Selektion.
Sowohl einzelne Gene und Chromosomenbereiche als auch die einzelnen phénotypischen
Eigenschaften eines Tieres stellen zusammen eine Art funktionelles Netzwerk dar, dessen
einzelne Komponenten sich gegenseitig beeinflussen und in Zusammenhang stehen. Die
isolierte Betrachtung und Ziichtung auf einzelne Merkmale oder SNPs wird daher nur
kurzfristig erfolgreich sein.

Die Ergebnisse der genomweiten Assoziationsstudie sind grundlegend fiir weitere
Folgearbeiten wie zum Beispiel genetische Bestéitigungs- und Wiederholungsstudien sowie
weiteren funktionellen Studien zum PDS-Syndrom wie u.a. Expresssionsanalysen.

So konnten weitere Tiere aus der Gruppe der beprobten Sauen mittels des PorcineSNP60
BeadChip genotypisiert werden, um durch eine grofere Tierzahl die entsprechende Power zu
erhohen bzw. die Fehlerrate hinsichtlich falsch-positiver als auch falsch-negativer Ergebnisse
zu verringern. Hierbei liegt das Ziel darin, sowohl die gefundenen Assoziationen auf SSC13,
SSC15 und SSC17 zu iiberpriifen, als auch die nur schwach moderat signifikanten
Assoziationen (p>0.0001) auf den anderen Chromosomen zu bedenken. Gegebenenfalls ist
eine Revision der bis jetzt gefundenen Assoziationen notwendig. Nach einer erfolgten
Wiederholungsstudie sollten die gefundenen Assoziationen auch in weiteren Populationen,
d.h. in anderen Betrieben, mit anderen Rassen usw., iiberpriift werden (=Bestitigungsstudie).
Hierzu wire es denkbar, bereits vorliegendes Tiermaterial von schon durchgefiihrten
Untersuchungen hinsichtlich PDS von anderen Instituten oder Schweinezuchtunternehmen zu

nutzen, um einen Zeitverzug hinsichtlich aufwendiger Phinotypensammlung zu verhindern.
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6 Zusammenfassung

Das Postpartale Dysgalaktie Syndrom (PDS) ist eine wichtige Erkrankung der Sau nach der
Geburt. Diese Erkrankung ist unter verschiedenen Bezeichnungen weltweit bekannt, wovon
der Begriff des Mastitis-Metritis-Agalaktie-Syndroms vor allem in den europdischen Léndern
noch immer verbreitet ist. Da sowohl die Gesundheit und das Wohlbefinden der Sau als auch
der Ferkel betroffen sind, flihrt diese Erkrankung zu groflen wirtschaftlichen Verlusten. Eine
genetische Pradisposition wurde diskutiert, aber nie im Detail untersucht. In dieser
Untersuchung wurden insgesamt 1.680 Sauen beprobt und deren 2.001 Wiirfe post partum
klinisch untersucht. Alle Beprobungen fanden von April 2008 bis Juli 2010 in sechs Betrieben
der PIC Deutschland GmbH statt. Die Untersuchung erfolgte 12 bis 48 h post partum und
Sauen wurden als PDS-positiv definiert, wenn diese eine Rektaltemperatur grofer 39.5°C
zeigten und/oder klinische Anzeichen einer Mastitis wie Rotung, Schwellung oder
Verhdrtungen des Gesduges und/oder Verdnderungen im Ferkelverhalten zu beobachten
waren. Als Kontrollsauen wurden in der jeweiligen Abferkelwoche klinisch unauffillige
Sauen, nach Mdglichkeit gesunde Halb- oder Vollgeschwistersauen zu den jeweils PDS-
positiv beprobten Sauen, ausgewdhlt und nach einer klinischen Untersuchung als PDS-negativ
beprobt. Als besondere mdgliche Einflussfaktoren wurden die Durchfiihrung einer
Geburtseinleitung bzw. eines Geburtseingriffes notiert. Zusétzliche Reproduktions- und
Leistungsdaten wurden dokumentiert sowie die Abstammungsinformationen zu den einzelnen
Sauen in Form eines Vier-Generationen-Pedigrees zur Verfligung gestellt.

Die Varianzkomponenten- und  Heritabilitdtsschitzung  erfolgte  mithilfe eines
Schwellenwertmodells unter Beriicksichtigung des permanenten Umwelteffektes der
Wurfnummer und der Effekte Linie und Saison. Die geschitzte Heritabilitdt von 0,09 bei
einer Standardabweichung von 0,03 zeigt die Moglichkeit einer ziichterischen Bearbeitung.
Fir die genomweite Assoziationsstudie wurde ein familienbasiertes Fall-Kontroll-Design
gewdhlt, bei dem mdglichst zu den erkrankten Tieren gesunde Halb- oder
Vollgeschwistersauen gesucht wurden. Insgesamt 322 PDS-positive Sauen und deren 275
gesunde Halb- oder Vollgeschwister wurden vom Gesamtdatensatz ausgewdhlt und unter
Nutzung des PorcineSNP60 BeadChips von Illumina an 62.163 genomweit verteilten
Einzelbasenaustauschpolymorphismen (SNPs) genotypisiert. Die Auswertung beinhaltete eine
Hauptkomponentenanalyse auf Basis der genomischen Verwandtschaftsmatrix um sowohl

Rassen- als auch Familienunterschiede in der Auswertung zu beriicksichtigen. Die statistische
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Analyse erfolgte hauptsidchlich mittels der Programmiersprache R unter Verwendung des R-
Paketes GenABEL.

Es wurde eine genomweit signifikante Assoziation auf dem porcinen Chromosom (SSC) 17
gefunden. Ein weiterer genomweit signifikant assoziierter SNP wurde unter Verwendung der
Annotierungsangabe von Illumina nach Genombild Sscrofa7 auf SSCI15 identifiziert. Die
genaue Lokalisation ist durch die neueren Genomsequenzierungsarbeiten nicht sicher
bekannt, kann aber auf dem chromosomalen Stiick Scaffold JH118531.1 innerhalb des
Neuropilin-2-Gens (NRP2) lokalisiert werden. Ein moderat signifikant mit PDS assoziierter
Bereich auf SSC13 ist vielversprechend fiir weitere Untersuchungen und das Kandidatengen
PRICKLE2 konnte direkt im Bereich des assoziierten SNPs identifiziert werden. In den
gefundenen Genombereichen sind sowohl reproduktionsspezifische Genorte (QTL) als auch
QTL der Gesdugeanatomie und -funktionalitdt, QTL fiir die Kérpertemperatur sowie QTL fiir
Entziindungsparameter wie Haptoglobin beschrieben.

Innerhalb der linienspezifischen Auswertung wurden bislang keine genomweit signifikanten
Ergebnisse identifiziert. Eine weitere detaillierte Untersuchung mit einer groBeren Stichprobe
pro Linie ist diesbeziiglich notwendig.

Die Ergebnisse der Heritabilititsschitzung und der genomweiten Assoziationsstudie
bestétigen die in der Literatur beschriebene individuelle genetische Disposition, an PDS zu
erkranken. Trotz der eher geringen Erblichkeit von 0,09 wurden drei Genombereiche
lokalisiert, in denen sowohl direkt die Kandidatengene PRICKLE2 und NRP2 als auch
mehrere reproduktionsspezifische QTL beschrieben sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage fiir weitere Untersuchungen. So sind
sowohl Bestétigungsstudien mit weiteren Sauen als auch Studien mit unabhéngigem

Tiermaterial denkbar.
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7 Summary

The Postpartum Dysgalactia Syndrome in sows is an important disease after parturition.
Several other terms for this complex disease are widely spread with mastitis-metritis-
agalactiae-syndrome as the most common in European countries. Regarding sows’ and
piglets’ health and welfare this disease has a relevant economic impact. A possible genetic
background of this disease has been discussed, but has never been investigated in detail. In
this study, 1,680 sampled sows and 2,001 clinically recorded litters were used for analyses.
Sampling took place in six farms affiliated with PIC Germany GmbH from April 2008 to July
2010. The clinical investigation took place between 12 to 48 h postpartum and sows were
defined as affected when they showed rectal temperatures above 39.5°C and/or clinical signs
of mastitis such as reddening, swelling or hardening and/or changes in piglets’ behavior.
Healthy half- or fullsib sows from the same farrowing group were selected and sampled as
control sows after clinical investigation. The necessity for partus induction and to apply birth
assistance was recorded. Additionally, fertility and performance parameters as well as lineage
information in the form of the four-generation-pedigree were provided.

Variance components and heritability were estimated with a single trait repeatability model.
Estimated heritability averaged 0.09 with a standard deviation of 0.03 and emphasizes the
importance of optimizing hygiene and management conditions as well as considering the
genetic predisposition for susceptibility to PDS.

The genome-wide association study was designed as a family-based case-control-study with
matched sampling of PDS-affected sows and healthy half- or fullsib control sows. In total,
322 affected and their 275 unaffected healthy control sows were selected for genotyping on
62,163 Single Nucleotide Polymorphism (SNP) using the Illumina Porcine SNP60 BeadChip.
Statistical analysis included principal components analysis using the genomic kinship to
correct for genetic differences between pig breeding lines or families in an adjusted score test.
Statistics were done in use of the package GenABEL within the R statistical environment.

A genome-wide significantly associated SNP was identified on porcine chromosome (SSC)
17. Further significant result with genome-wide significance was detected on an unplaced
scaffold with an older annotation on SSC15 within the neuropilin-2-gene (NRP2). Another
promising associated genomic region was detected on SSC13 and the gene PRICKLE2 is
located within the most associated SNP. Several quantitative trait loci (QTL) were described

in these genomic regions including QTL for reproduction as well as mammary gland
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condition as for example teat number and non-functional nipples QTL, as well as QTL for
body temperature, gestation length and haptoglobin.
Within the line-specific analysis no genome-wide significant variants were detected.

However, further studies with a higher sample size per line might confirm moderate variants.

In summary, the results of the estimation of variance components and the genome-wide
association study approve the existence of individual genetic predisposition for PDS as
already mentioned in literature. Even this syndrome is only a low heritable trait with a
heritability of 0.09, three promising genome regions on SSC13, SSC15 and SSC17 were
identified to be associated with PDS. Several topic-related QTLs and the genes PRICKLE2
(SSC13) and NRP2 (SSC15) were located in these regions.

The results of this study encourage further investigations as for example confirmation as well

as replication studies in different sow populations.
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Anhang

Anhang 2:  Auflistung der Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien (Plastik, Einweg)

Eppendorf-Gefilie (u.a. SARSTEDT®)
Pipettenspitzen (10ul, 20ul, 100ul, 200ul, 1000pul) (u.a. SARSTEDT®)
Deckelketten (u.a. SARSTEDT®)
Combitips (EPPENDORF®)
96-Well Multiply-PCR- Platte (SARSTEDT®)
Falcontubes (15ml, 50ml) (u.a. ROTH®)
Skalpellklingen (Schreiber GmbH)
Prazisionswischtiicher (KIMTECH Science®)

Verbrauchsmaterialien (Chemikalien)

Proteinase-K-Losung (Qiagen®)
10%-Sodium-dodecyl-sulfat (SDS)-Losung (Biomol®)
Ehylendiamin-tetraacetat (EDTA) (ROTH®)
TRIS-Puffer (ROTH®)
Kaliumchlorid (KCI) (ROTH®)
Ammoniumacetatlosung (ROTH®)
Methanol, Ethanol, Isopropanol (ROTH®)
Agarose (Biozym®)
Ethidiumbromid (ROTH®)
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Anhang 3:  Darstellung der qualitativen Kontrolle der DNA-Proben in Form der Gelbilder
der genomischen DNA bzw. der PCR-Produkte am Beispiel der DNA-Proben
geMMA 135 bis geMMA 142.

Gelbild genomische DNA Gelbild PCR
0,8%iges Gel, KVL5231 (192-196bp)
50min 4 V/em IGF2-Ex7 (531bp)
Proben in TE gelost 2%iges Gel,

Probe 40min 4 V/em

Standard DNA 70 ng _ Proben in TE geldst
geMMA_135
geMMA_136
geMMA_137
geMMA_138
geMMA_139
geMMA_140
geMMA 141
geMMA_142
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Anhang 4:  Auswertung der wichtigen Bakteriengruppe der coliformen Bakterien
(COLIFORM), und der Bakterienspezies Staphylococcus aureus (StA) und der
Streptococci agalactiae bzw. dysgalactiae (STREP) in ~ Kombinations-
betrachtung unter Berilicksichtigung des PDS-Status. Es werden jeweils die
absoluten Haufigkeiten und in Klammern die Reihenprozente angegeben.

PDS+ PDS-
kein COLIFORM, StA 208 (20,3%) 162 (16,7%) 370 (18,5%)
oder STREP
EC+StA+STREP 6 (0,6%) 5 (0,5%) 11 (0,5%)
nur STREP 29 (2,8%) 17 (1,8%) 46 (2,3%)
STREP + StA 7 (0,7%) 1 (0,1%) 8 (0,4%)
nur StA 26 (2,5%) 15 (1,5%) 41 (2,1%)
StA + COLIFORM 20 (1,9%) 14 (1,4%) 34 (1,7%)
nur COLIFORM 599 (58,4%) 580 (59,7%) 1.179 (59,0%)
STREP + COLIFORM 131 (12,8%) 178 (18,3%) 309 (15,5%)
gesamt 1.026 (100.0%) 972 (100,0%) 1.998 (100%)
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Anhang 5:  Darstellung der Signalintensitétsplots der Ergebnisse der Genotypisierung fiir
vier SNPs: DRGA0002444,ALGA0070158, ASGA0000928, H3GA0051802.
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Anhang 6: Norm-Plots der Signalintensititen ausgewahlter SNPs (INRA0058958,
ALGA0094182, ASGA0057450) zur Darstellung der Ergebnisse der
Genotypisierung.
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