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Ansitze zur Untersuchung der genetischen Ursachen fiir den Erbfehler Stiilpzitze beim

Schwein

Der Gesidugekomplex ist bei Sdugetieren fiir die Versorgung der Nachkommen mit
Néhrstoffen und fiir die Immunisierung iiber die Kolostralmilch von Bedeutung. Die
ersten Anlagen der Zitzen sind in der fotalen Entwicklung frith erkennbar. Zum
Zeitpunkt der Geburt sind die Zitzenkuppen bei Neugeborenen bereits erkennbar. Ab
der Pubertit entwickelt sich das eigentliche Driisengewebe bei den weiblichen Sdugern.
In der Trichtigkeit beginnt ein Zyklus von Wachstum, funktioneller Differenzierung
und Regression.

Die Funktionsfihigkeit der Zitze kann durch endogene und exogene Faktoren
beeinflusst werden. Storungen der Entwicklung der Zitze konnen zu unterschiedlich
ausgepragten Defekten fithren. Der wichtigste angeborene Zitzendefekt beim Schwein
ist die Stiilpzitze, die mit Frequenzen zwischen 3 und 30 % in kommerziellen
Schweinerassen gefunden wird. Dieser Erbfehler hat erhebliche negative 6konomische
Auswirkungen auf die Schweineproduktion.

Der Vererbungsmodus und die Anzahl der Gene, die an dieser Fehlentwicklung des
Zitzenkomplexes beteiligt sind, sind noch unbekannt. Es werden verschiedene
Methoden wie Assoziationsanalysen, Kopplungskartierung und Expressionsanalysen
zur Detektion der Ursachen des Defektes angewandt.

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen einer Kopplungskartierung eine QTL-
Analyse tiber achtzehn Chromosomen in Schweinen durchgefiihrt. Damit sollten die in
einer Versuchspopulation detektierten QTL in kommerziellen Familien der
Schweinerassen Deutsche Landrasse, Deutsches Edelschwein und deren Kreuzungstiere
bestitigt werden. Dariiber hinaus wurden die Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14 mit
zusitzlichen Markern feiner kartiert. Dabei konnten Regionen auf den Chromosomen 2,
3,4, 6 und 11 bestitigt werden. Auf Chromosom 11 und Chromosom 6 konnten bei der
Analyse aller kommerziellen Familien signifikante non parametric likelihood (NPL)
Werte gefunden werden. Verschiedene positionelle und funktionelle Kandidatengene
wurden in den Regionen sowie in den vergleichenden Regionen auf den humanen
Chromosomen bestimmt. Eine Assoziationsanalyse der Marker bestitigte teilweise die
gefundenen QTL. Bei weiteren signifikant assoziierten Markern konnten
tibereinstimmende Positionen zu Kandidatengenen deren Einfluss auf die Entwicklung

der Stiilpzitze bestdtigen.



Detection of the genetic causes for the heritable inverted teat defect in pig

The mammary gland plays a role for the feeding of the offspring with nutrients and for
the immunisation via colostrum in mammals. The first appearance of the mammary
gland is seen in the early embryonal development. At birth, the nipple of the offspring is
already visible, whereas the development of the ultimate mammary gland tissue starts
during puberty in the female. During pregnancy a cycle of growth, functional
differentiation and regression starts.

The functional capability of the teat can be affected by endogenous and exogenous
factors. Dysfunction of teat development may lead to different expressed defects. The
most important heritable teat defect in pigs is the inverted teat, which is found with
frequencies between 3 to 30% in commercial pig breeds. This heritable defect has a
considerable negative impact for the economy of the pig production.

The mode of inheritance and the number of genes involved in this aberration of the
mammary gland are still unknown. Different methods such as association analysis,
linkage mapping and expression analysis were used to detect the cause of the defect.
The aim of this study was to detect QTL by linkage mapping. A QTL analysis was
performed over eighteen chromosomes, to confirm QTL found in an experimental
population in animals of the commercial breeds German Landrace, Large White, and
their crossbreeds. Moreover, the chromosomes 1, 2, 3, 4, 6, and 14 were fine mapped
with additional markers. Regions on the chromosomes 2, 3, 4, 6, and 11 could be
confirmed. Significant non-parametric likelihood (NPL) scores were detected on the
chromosomes 6 and 11 by analysis of all commercial families. A number of positional
and functional candidate genes was detected in the regions and the comparative regions
on human chromosomes.

Some of the detected QTL could be confirmed by conduction of an association analysis.
Some significant associated markers were mapped in consistency with earlier
investigated candidate genes for which the detected significant association to the

inverted teat defect could be confirmed as well.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Erbfehler haben einen grofen Einfluss auf die Wirtschaftlichkeit der
Schweineproduktion. So spielt bei weiblichen Zuchttieren die Funktionsfdahigkeit der
Milchdriisen eine groBe Rolle. Dabei haben verschiedene endogene und exogene
Faktoren einen negativen Einfluss auf die Entwicklung der Milchdriise. Zu den
Erbfehlern gehort auch die Stiilpzitze, die trotz ziichterischer Selektion gegen diesen
bedeutendsten Zitzendefekt noch in vielen Schweinepopulationen und -rassen zu finden
ist. Betroffene Zitzen konnen meist von Ferkeln nicht besaugt werden. Dadurch
verringert sich die Aufzuchtleistung, gemessen an der Anzahl aufgezogener Ferkel je
Sau und Jahr, von betroffenen Sauen. In kommerziellen Schweinepopulationen prigen
drei bis dreilig Prozent der Sauen diesen Zitzendefekt aus (Blendl et al. 1980, Mayer
und Pirchner 1995), wobei durchschnittlich 1,2 bis 4,63 Zitzen betroffen sind (Grofle
Beilage et al. 1996, Hittel 1984). Dadurch kann eine durchschnittliche Zitzenzahl von
mindestens zwolf funktionsfihigen Zitzen bei betroffenen Sauen hiufig nicht erreicht
werden. Die Selektion von Jungsauen aufgrund betroffener Gesdugekomplexe fiihrt zu
einer geringeren Selektion auf Produktions- und andere Reproduktionsmerkmale. Die
Heritabilitit fiir dieses Merkmal liegt zwischen 0,2 und 0,5 (Brevern et al. 1994, Mayer
1994). Eine Beteiligung mehrere Gene mit eventuell einem Hauptgen scheint Ursache
des Defektes zu sein. Bei Beobachtungen aus den stationdren Leistungspriifungen im
Rahmen dieser Arbeit konnten trotz intensiver SelektionsmaBnahmen gegen den
Erbfehler Stiilpzitze noch hohe Anteile betroffener Tiere unter den getesteten
minnlichen Nachkommen gefunden werden (personliche Mitteilung LPA

Frankenforst).

Ziel dieser Arbeit ist die Detektion von Regionen im Schweinegenom, die einen
Einfluss auf die Entwicklung des Erbfehlers Stiilpzitze haben. Letztendlich sollen somit
Marker ausgewihlt werden, die im Rahmen der markergestiitzten Selektion (MAS) zur
effizienteren Selektion in verschiedenen Zuchtprogrammen verwendet werden konnen.
Bei der MAS werden genetische Marker zur Priifung der zur Zucht eingesetzten Tiere
verwendet. Reproduktionsmerkmale sind besonders gut fiir den Einsatz dieses

Hilfsmittel der Selektion geeignet (Spotter und Distl 2006). Das bekannteste Beispiel
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bei den reproduktiven Merkmalen ist die Verwendung des Ostrogenrezeptor (ER) Gens
zur Verbesserung der Wurfgroe in der Schweineproduktion (Rothschild et al. 1996,
Short et al. 1997).

Geeignete Marker miissen jedoch gefunden werden, um den Gentest fiir eine lange
Einsetzbarkeit moglichst effizient zu entwickeln. Verschiedene Ansitze zielen darauf
Gene zu finden, die wirtschaftlich relevante Phinotypen beeinflussen. Die wichtigsten
Techniken sind die Kopplungskartierung, die Assoziationsanalyse, sowie die

Expressionsanalyse.

Ziel dieser Untersuchung war die Detektion interessanter Chromosomenregionen beim
Schwein mit einer Kopplungsanalyse, der quantitative trait analysis (QTL-Analyse). In
der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 500 Schweine der Rassen Deutsche
Landrasse (DL), Deutsches Edelschwein (DE) sowie deren Kreuzungstiere (DExDL
und DLXDE) an drei bis vierzehn Marker auf den Chromosomen 1 bis 18 genotypisiert.
Im Anschluss an die Kopplungsanalyse konnten relevante Bereiche fiir die Entwicklung
der Stiilpzitze auf unterschiedlichen Chromosomen gefunden werden. Die detektierten
QTL-Regionen, die in einer Versuchspopulation gefunden wurden, konnten bestitigt
werden. Zur weiteren Absicherung der Ergebnisse der QTL-Analysen in den
kommerziellen Familien wurden die Genotypen der typisierten Marker zusitzlich mit
einer Assoziationsanalyse analysiert, um interessante Allele der einzelnen Marker
detektieren zu konnen. Es konnte nachgepriift werden, ob die Ergebnisse der

Kopplungsanalyse sich in einer Assoziationsanalyse reproduzieren lassen.

Aufgrund der Komplexitit und der polymorphen Ausprigung des Erbfehlers Stiilpzitze
erscheinen weitergehende Untersuchungen, die auf die Kopplungsanalysen basieren,
sinnvoll, um letztendlich kausative Gene detektieren zu konnen. Bei diesen besteht

letztendlich die Moglichkeit, sie als Marker in der MAS zu verwenden.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Die Milchdrise

2.1.1 Bedeutung der Milchdriise

In fritheren Publikationen wurde die Milchdriise (Mamma) als eine modifizierte
apokrine Hautzelle bezeichnet (Kolb 1974, Krolling und Grau 1960). Die Milchdriise ist
eine verzweigte, tubuloalveolare Driise, die die Neugeborenen mit Nihrstoffen versorgt
und auflerdem eine wichtige Rolle fiir die passive Immunisierung iiber die
Kolostralmilch in den ersten Stunden nach der Geburt spielt (Krolling und Grau 1960).
In den Zellen der sezernierenden Milchdriise werden Proteine und Fette gebildet, die
iiber die Membran aus der Zelle transportiert werden. In Abbildung 1 ist die
Feinstruktur der Milchdriise mit den Blutkapillaren (CAP), der Basalmembran (BM),
der Basallamina (BaM), den Myoepithelzellen mit kontraktilen Fasern (MCP), dem
Zellkern (NU), den Mitochondrien (M), dem rauen endoplasmatischen Retikulum
(RER), der Golgi-Region (GA), den Mikrovilli (MV), der membranlosen Kaseingranula
(P) und den Fetttropfchen (LD) dargestellt.

Protein-

synthese

1oduenyjols

Abbildung 1: Dreidimensionale schematische Darstellung der Feinstruktur einer

Alveolarzelle (nach Linzell und Peaker 1971)
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Die Anzahl und die Ausbildung der paarig angelegten Milchdriisen- oder
Mammarkomplexe sind zwischen den Spezies unterschiedlich ausgeprigt (Giirtler und
Schweigert 2005).

Die Milchdriise besteht aus Bindegewebe, sekretbildendem Gewebe und einem
Rohrensystem zur Ableitung der Milch nach auflen. Das Bindegewebe dient der
Stiitzung der anderen Gewebe, in einem guten Euter sollte sein Anteil minimal sein. Das
bindegewebsartige Stiitzgeriist (Stroma) der Driisen besteht aus einem dichten
interlobuldren Bindegewebe mit unterschiedlichen Anteilen an Fettgewebe.

Das sekretbildende Gewebe ist in Lappen (Lobeln) angeordnet, die wiederum aus
Lappchen (Lobuli) bestehen, wobei jedes Lappchen aus vielen Milchblédschen (Alveoli)
gebildet wird. Diese Alveoli sind von einem Netzwerk von Blutgefilen umgeben und
besitzen alle Bestandteile, die zur Bildung der Milch benétigt werden. Die
sekretorischen Zellen (Epithelzellen) stellen dabei die grundlegende Einheit der
Milchsynthese dar. Das sekretbildende Gewebe umfasst wéihrend der Laktation die
Hilfte aller Zellen in der Milchdriise, sein Anteil an der gesamten Milchdriise sollte
daher maximal sein.

Das Rohrensystem der Milchdriise beginnt bei den Alveoli und endet am Strichkanal
(Ductus papillaris). Die Zusammensetzung der Milch dndert sich in diesem Gewebe
nicht mehr, da es zur Ableitung der Milch von den Driisen- zu den Zitzenzisternen
(Ductus lactiferi) dient (Krolling und Grau 1960).

Die Milchdriise ist bei Sdugern eines der wenigen dynamischen Gewebe mit einem
Zyklus, bestehend aus Wachstum, funktioneller Differenzierung und Regression.
Wihrend dieses Zyklus dndern sich abhingig vom hormonellen Status die Anteile der

verschiedenen Gewebe (Cowie 1957, Leisering und Mueller 1885).
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2.1.2 Entwicklung der Milchdriise

Die Entwicklung der Milchdriise besteht aus der Mammogenese (Entwicklung des
Driisenkomplexes), der Laktogenese oder Galaktogenese (Einsetzen der Laktation), der
Galaktopoese (Aufrechterhaltung der Laktation), der Galaktokinese (Ausschiittung der
Milch) und der Involution (Riickbildung der Milchdriise) am Ende der Laktation
(Buhimschi ~ 2004). Dieser Vorgang wird von  Reproduktions-  und
Stoffwechselhormonen kontrolliert (vgl. Kapitel 2.1.3). Die Persistenz ist ein Teil
dieses Zyklus, da sie die Bestidndigkeit der Laktation widerspiegelt. Eine hohe
Persistenz  bedeutet eine ldngere Laktation mit relativ  gleichbleibendem
Leistungsniveau (Akers 2002).

Das Wachstum und die Differenzierung der Milchdriise lassen sich weiterhin in
folgende Abschnitte einteilen: (1) die Entwicklung im Fotus, (2) die Entwicklung vor
der Pubertit, (3) die Entwicklung in der Pubertit, (4) die Entwicklung wihrend der
Triachtigkeit, (5) die Entwicklung in der Laktation und (6) die Entwicklung im
Anschluss an die Laktation. Die Phasen der Milchdriisenentwicklung sind in Abbildung
2 als lineare (bis zur Pubertit) und zyklische Entwicklung (in der fruchtbaren Phase)
dargestellt (Lewis 2000).

Dabei findet ab der Pubertit aktives Wachstum der Milchdriise statt, dieses kommt
wihrend der Reifung zum Stillstand. Nach dem Stadium der Reifung beginnt der
Entwicklungszyklus der Milchdriise wéahrend der Triachtigkeit, der Laktation und der
Riickbildung. Wihrend der Trichtigkeit findet alveolares Wachstum und eine
Differenzierung der sekretorischen Zellen statt. In der Laktation wird die Milch
abgegeben und wihrend der Riickbildung finden Apoptose (programmierter Zelltod),
Regression und Neumodellierung statt. Mit der Reifung und Befruchtung beginnt dieser

Zyklus erneut.
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Embryonic
(D (E1o-B¥rth)

2 Prepubescent Immature
( ) (e.g. 3 week, growth quiescent)

Postpubescent Immature
(e.g. 5 week, growth active)
3)

Mature (10-12 week)
(growth quiescent)

(6) 4)
Involution Pregnancy
(apoptosis, The Mammary Cycle (Alveolar growth
regression and and secretory
remodeling) differentiation)

(5) Lactation

(milk secretion)

Abbildung 2: Die Entwicklungsphasen der Milchdriise (nach Lewis 2000)

Die Grundlage fiir die Gewebe und die Organe im Foétus bilden hauptsidchlich drei
Keimblitter: das dullere Ektoderm, das mittlere Mesoderm und das innere Endoderm.
Die Milchdriise entwickelt sich im Fotus aus Ektoderm- und Mesodermzellen,
beginnend mit der Vermehrung (Proliferation) der Epithelzellen (Heidrich und Renk
1963). In Abbildung 3 sind die Stadien der Entwicklung der Zitze im Vergleich zur
Entwicklung des Fotus im Uberblick dargestellt. Dabei wird das Milchband, eine
ausgedehnte Leiste aus Ektodermzellen als erste Anlage der Milchdriise bezeichnet. Am
Ende dieses Entwicklungsstadiums ist bereits eine Differenzierung zum umliegenden
Gewebe sichtbar. Im Verlauf der Proliferation der Zitze entwickeln sich zunéchst der
Milchstrich und anschlieBend die Milchleiste. Die Milchleiste besteht aus lang
gezogenen Ektodermzellen, die auf einer Schicht von Mesodermzellen liegen. Die
folgende Verkiirzung der Zellen fiithrt dazu, dass die Ektodermzellen in die

mesenchymale Zellschicht auseinanderwachsen (Leisering und Mueller 1885).
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Milchband
Milchstrich
Milchleiste

Milchkamm
Milchhiigel

Mammarknospe

Abbildung 3: Entwicklung der Milchdriise im Fotus—Vergleich Fotusgroflen und
Entwicklungsstadien der Zitzengebilde mit der angedeuteten Lage der

Zitze (modifiziert aus der Ubersicht von Mustafa 2001)

Der Milchkamm bildet sich beim adulten Tier in der Region der endgiiltigen Lage der
Milchdriise. Durch das Wachstum der Ektodermzellen in das Mesenchym erheben sich
die Ektodermzellen zu einem Milchhiigel. Wihrend der fortgesetzten Proliferation
formen sich sphirische und globuldre Strukturen, auch Mammarknospen genannt. Diese
Entwicklungsphase stellt den kritischsten Punkt in der fotalen Mammogenese dar
(Riisse und Sinowatz 1998).

Daran schlieBen sich weitere wichtige Prozesse an, zunidchst senken sich die
Ektodermzellen ab und formen eine Vertiefung auf der Oberfliche des Fotus. Ab
diesem Stadium beginnt die Differenzierung der Driisen, erste Unterschiede zwischen
den Geschlechtern sind erkennbar. Die weiblichen Milchanlagen sind eiférmig. Sie
haben ein geringeres Volumen und formen einen kleineren Milchkanal als die
ballférmigen Zitzen der maénnlichen Foten. Auflerdem ist ihre Zitze flacher.
Beispielsweise gibt es bei Ratten, Midusen oder Pferden nach der embryonalen
Entwicklungsphase keine weitere Zitzenformung, wihrend sie in anderen Spezies
anschliefend langsamer verlduft (Akers 2002). In der folgenden Abbildung 4 ist die

Veridnderung der Milchdriisen von den primédren und sekundidren Sprossen nach der
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Geburt (2), (3), zur weiterer Verzweigung ab der Pubertit (4) bis zur Entwicklung der
vollstandigen Driisen in der Graviditidt und Laktation (5) bis (7) dargestellt.

Abbildung 4: Entwicklungsstadien der Driisenproliferation (aus der Ubersicht von

Mustafa 2001)

Diese in der Abbildung 4 dargestellte weitere Zitzenentwicklung ist beim Fotus durch
ein starkes Wachstum des Mesenchyms sowie durch die Bildung von Blutgefiflen im
Mesenchym gekennzeichnet. Die ersten Zitzenzisternen formen sich, zunéchst noch aus
einer festen Wand aus Zellen bestehend. Die Epithelzellen bilden solide Leitungen, die
bis zum subkutanen Gewebe in die Mesenchymzellen wachsen und sekundére Sprossen
bilden, die sich je nach Spezies weiter verzweigen. Jede dieser Leitungen entspricht
einem milchfiihrenden Kanal und 6ffnet sich in einem spiteren Entwicklungsstadium
der Zitze in der entwickelten Milchdriise.

Bei der Geburt sind die sekunddren Sprosse bereits hohl. Sie besitzen jedoch einen
festen Kern von Zellen am Ende des Kanals. Das Wachstum der Driise ist in der Region
um die Zitzenzisterne begrenzt, nur wenige tertidre Sprosse sind dort vorhanden. Nicht-
sekretbildende Gewebe wie Bindegewebe, Blut- und Lymphgefde sind bereits stark
ausgebildet, wihrend sekretbildende und glanduldre Gewebe noch nicht entwickelt sind
(Kon und Cowie 1961, Zietzschmann 1943).

Eine Fehlfunktion wihrend diesen Entwicklungsphasen im Fotus kann die spitere
Funktion der Milchdriise beeinflussen. In Tabelle 1 werden die Grofe und das Alter
verschiedener Spezies wihrend der Schliisselstadien der Zitzenproliferation
gegeniibergestellt. Dabei werden das Alter und die Linge des Rumpfes des Fotus zu
dem entsprechenden Stadium der Entwicklung aufgefiihrt (nach Heidrich und Renk
1963).
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Tabelle 1: Entwicklungsstadien der Milchdriisen im Vergleich in verschiedenen

Spezies (modifiziert nach der Ubersicht von Mustafa, 2001)

) Alter des Fotus Linge des Rumpfes
Stadium der

Entwicklung Mensch Rind Schwein | Mensch Rind Schwein

Milchband 35 Tage 32Tage 21 Tage 6 mm 14 mm 10 mm

Milchstrich 36 Tage 34 Tage 22 Tage 8 mm 16 mm 12 mm

Milchlinie 37 Tage 35 Tage 23 Tage 10 mm 17 mm 15 mm

Milchkamm 40 Tage 37 Tage 25 Tage 13 mm 19 mm 18 mm

Milchhiigel 42 Tage 40 Tage 26 Tage 15 mm 21 mm 20 mm

Mammar-
49 Tage 43 Tage 28 Tage 20 mm 25 mm 22 mm
knospe
Primérer
5 Monate 60 Tage k.A. k.A. 80 mm k.A.
Spross

Der Unterschied in der Zitzenentwicklung bei méannlichen und weiblichen Foten wird
durch Steroidhormone gesteuert. Androgene werden im Hoden des ménnlichen Fotus
gebildet und konnen an die in der Zitze vorhandenen Rezeptoren binden (Akers 2002,
Drews 1993).

Nach der Geburt verlauft das Zitzenwachstum zunichst parallel zum Korperwachstum
(isometrisch) (Zietzschmann 1943). Das Driisensystem verldngert sich, Fett- und
Bindegewebe nehmen zu. Vor der Pubertit besteht die Milchdriise hauptsdchlich aus
Fettgewebe.

Mit der Abgabe des follikelstimulierenden Hormons (FSH) und des luteinisierenden
Hormons (LH) aus dem Hypophysenvorderlappen des weiblichen Tieres werden die
Ovarien zur Synthese der weiblichen Sexualhormone Ostrogen und Progesteron
stimuliert. Ostrogene wirken zusammen mit PRL und Somatotropin auf die weitere
Entwicklung der Milchdriise und stimulieren die Zellvermehrung an den endstédndigen
Knospen. Progesteron stimuliert die Vervielfiltigung und Erweiterung der

Driisengebilde an diesen Knospen.
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Die verschiedenen o und B Formen der Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren sind zu
verschiedenen  Zeitpunkten der Milchdriisenentwicklung nach der  Geburt
unterschiedlich stark exprimiert. Sie stehen hinsichtlich ihrer Funktion fiir die
Milchdriisenentwicklung miteinander in unterschiedlich starkem Zusammenhang (Saji
et al. 2000, Shyamala et al. 2000). Diese Steroidhormone beeinflussen die Bildung
spezifischer Wachstumsmerkmale in der Milchdriise wihrend des Ostrus. PRL wirkt auf
das Epithel und das Stroma des wachsenden Milchdriisengewebes und ist somit
ebenfalls fiir die Mammogenese von Bedeutung.

Wihrend der Trachtigkeit entwickeln sich die lobulo-alveolaren Strukturen in starkem
Ausmal. Das Milchdriisenwachstum des Muttertiers entspricht dabei dem Verlauf des
fotalen Wachstums. Die Zellen zur Milchsekretion bilden sich nur wihrend der
Triachtigkeit. In dieser Phase wird die Anzahl der sekretorischen Zellen und somit die zu
erwartende Milchproduktion festgelegt. Die Fettzellen in der Milchdriise werden durch
die weitere Verzeigung der Kanile, Blutgefile und Bindegewebe ersetzt. Die Alveoli
bilden sich im spéteren Trachtigkeitsstadium.

In der Laktation setzt sich das Zellwachstum fort, die Nachkommen haben in dieser
Phase einen starken Einfluss auf die Entwicklung der Milchdriise. Beispielsweise gibt
es bei Spezies wie Ratte, Maus und Schwein einen direkten Zusammenhang zwischen
der Aufzuchtintensitit und der weiteren Ausbildung der Milchdriise (Akers 2002). Die
Funktion der Milchdriise wird von einem Gleichgewicht zwischen systemischen
Faktoren im Blut und weiteren von der Zitze beeinflussten Faktoren bestimmt. Der
Feedback-Inhibitor der Laktation (FIL) wird von der Milchdriise bei der Milchsynthese
gebildet und befindet sich somit als ein Bestandteil in der Milch. Eine iiberhohte Menge
an FIL in der Zitzenzisterne verhindert iiber den Feedback-Mechanismus die weitere
Milchsekretion (Kim et al. 2001). Durch das physiologische Entfernen der Milch aus
dem Driisengewebe wird dieser Faktor ebenfalls aus der Milchdriise entnommen, die
Inhibition der weiteren Milchsekretion erfolgt daher nicht. Diese lokale Kontrolle der
Milchsekretion ist notwendig, da die Milchdriise ihr Sekret extrazellular im Lumen
speichert und andere natiirliche Regulationsmechanismen nicht vorhanden sind (Wilde
et al. 1995). Der FIL-Faktor ist somit fiir die Beendigung der Laktation von Bedeutung.
Die Zusammensetzung der Milch wird jedoch bei der Unterdriickung der weiteren

Milchsekretion nicht verdndert (Wilde et al. 1995).
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Diese Laktationspersistenz ist fiir die Milchproduktion in spéteren Laktationen wichtig.
Untersuchungen bei Milchkiihen zeigen die Abhingigkeit des Zeitraumes zwischen
zwei Laktationen und der produzierten Milchmenge in der folgenden Laktation (Wilde
et al. 1997). Bereits in der Laktation nimmt die Zahl der vorhandenen Driisenzellen in
der Milchdriise ab. Bei Ziegen und Kiihen ist dies das Ergebnis der Apoptose. Diese ist
eine natiirliche und systematische Methode des Zelltods und Teil der normalen
Morphogenese und Gewebemodellierung. Ahnlich wie die Nekrose ist auch die
Apoptose durch morphologische, biochemische und molekulare Verinderungen in der
sterbenden Zelle gekennzeichnet. In dieser Phase zwischen zwei Laktationen erfolgt
somit eine Riick- und Neubildung. Der Prozess der Zitzenriickbildung mit struktureller
und funktioneller Regression der Driise ist Teil des Entwicklungszyklus der Zitze (Ford
et al. 2003). Abbau und Apoptose werden durch die Verianderung des Hormonspiegels
von Galaktopoese-Hormonen im Kdorper kontrolliert (Wilde et al. 1999).

2.13 Hormonelle Regulation

Reproduktions- und Stoffwechselhormone sind fiir die Entwicklung der Milchdriise von
Bedeutung (Cowie 1966, Cowie 1957, Giirtler und Schweigert 2005). Hormone
benotigen eine spezifische Bindungsstelle an der Zielzelle, die man als Rezeptor
bezeichnet. Bindet das Hormon an seinen Rezeptor werden Gene aktiviert und/oder
intrazelluldrer Signalmolekiile (Second Messenger) gebildet, die das Hormonsignal in
der Zelle weitergeben (Meinecke 2005). Die meisten Hormone binden an der dufleren
Seite der Zellmembran an ihre Rezeptoren, Steroidhormone beispielsweise binden an
spezifische Rezeptorproteine im Zellinneren (Silbernagl und Despopoulos 1991).

Hormone lassen sich aufgrund ihrer zuriickgelegten Wegstrecke in endokrine, parakrine
und autokrine Hormone unterteilen. Dabei gelangen endokrine Hormone iiber das Blut
zum Zielort, parakrine Hormone werden von Zellen freigesetzt und beeinflussen
unmittelbar benachbarte Zellen, wihrend bei autokrinen Hormonen die Zelle auf
Substanzen reagiert, die sie selbst abgibt (nach Meinecke 2005). Weiterhin lassen sich
Hormone aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften einteilen. Lipophile Hormone oder
Steroidhormone diffundieren durch die Zellmembran und binden im Kern an den

Rezeptor. Hydrophile Hormone binden auf der Membran an den Rezeptor und werden
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als Polypeptidhormone bezeichnet. Die letzte Gruppe, die Prostaglandine, sind ebenfalls
lipophile Hormone, die an der Membran an den Rezeptor binden (Meinecke 2005).

Das endokrine System koordiniert die Zitzenentwicklung und die reproduktive
Entwicklung, sodass die Nihrstoffversorgung der Nachkommen nach der Geburt
gewihrleistet ist. An dieser Entwicklung sind reproduktive, metabolische und
Milchdriisenhormone beteiligt (Neville et al. 2002). In Abbildung 5 ist ein Uberblick
iber verschiedene Faktoren, die Einfluss auf die verschiedenen Entwicklungsstadien der
Milchdriisenentwicklung bei der Maus haben, dargestellt. Dazu gehéren Hormone,
Rezeptoren, Wachstumsregulatoren (wie PRL, PRLR, OXT, InhibinbB, CSF-1),
Transkriptionsfaktoren (wie P, ER, STATS5a, A-myb, mf3, C/EBPb), Bestandteile von
Zyklen (wie Cyklin D1) und weitere Faktoren (wie LAR), die in den folgenden Kapiteln
noch eingehender beschrieben werden. Fiir diese Faktoren konnte bereits in
verschiedenen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass ihre natiirlichen und
kiinstlichen Mutanten den Zitzenphinotyp verdndern (nach Hennighausen und

Robinson 1998).

InhibinbB
PRLR
STAT5a
PRL P
PRLR A-myb CSF-1
InhibinbB Cyclin-D1 LAR mf3
ER C/EBPb C/EBPb STAT5a OXT

++ + flne S

1 f f

Neugeborenes Laktation
Pubertit Triachtigkeit Geburt

Abbildung 5: Hormone, Rezeptoren, Wachstumsregulatoren, Transkriptionsfaktoren,
Bestandteile von Zyklen und weitere Faktoren, die in die
Milchdriisenbildung eingebunden sind (modifiziert nach Hennighausen

und Robinson 1998)
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Die Peptidhormone PRL, plazentales Laktogen (PL), Oxytocin (OX7T) und die
Steroidhormone Progesterone und Ostrogene sind reproduktive Hormone. Diese
Hormone konnen direkt auf die Zitzen wirken. Die Entwicklung der Milchdriise und die
Milchabgabe stehen in engem Zusammenhang zu diesen Hormonen. Die hauptsichliche
biologische Aufgabe der reproduktiven Hormone ist die Koordination des reproduktiven
Status und der Reaktion auf die Nachkommen.

Die Hauptfunktion der metabolischen Hormone ist die Regulation des Stoffwechsels,
die die Homoostase im Korper aufrecht erhélt. Die metabolischen Hormone kénnen auf
Nahrungsaufnahme und Stress reagieren. Die wichtigsten metabolischen Hormone sind
Wachstumshormon (GH), Glukokortikoide, Thyroid-Hormon (7H) und Insulin (Neville
et al. 2002). GH beeinflusst die Entwicklung der Zitzenkanile, Glukokortikoide und TH
sind fiir die Milchsekretion notwendig. Die metabolischen Hormone haben einen
direkten Einfluss auf die Entwicklung der Milchdriise und regeln die Milchsynthese.

Die Milchdriise an sich ist ein endokrines System und sezerniert GH, parathyroid
hormone-related protein (PTHrP), Leptin (LEP) und PRL. Diese Milchdriisenhormone
haben ebenfalls parakrine oder autokrine Funktionen wihrend der frithen Entwicklung
der Milchdriise (Neville et al. 2002). So hat beispielsweise PRL, das nicht aus der
Hypophyse sezerniert wird, einen autokrinen Effekt iiber den PRL-Rezeptor (PRLR)
und beeinflusst die Tumorbildung in der Brust (Vonderhaar 1999).

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die reproduktiven Hormone,

Tabelle 3 iiber die metabolischen Hormone mit ihren Eigenschaften (Spalte eins bis
drei) und ihren Aufgaben wihrend der verschiedenen Abschnitte der

Milchdriisenentwicklung (Spalte vier bis sieben).
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Tabelle 2: Uberblick iiber die in die Zitzenentwicklung eingebundenen reproduktiven Hormone* (modifiziert nach Neville et al. 2002)
Hormon Funktion der Hormone wihrend der verschiedenen Abschnitten der Zitzenentwicklung
Synthese- "Driisen ' Alveolar Morphogenese 5 ) 3 ]
Hormon Rezeptor Laktation | ~Involution
ort Morphogen. | Proliferation  Laktogenesel Laktogenesell
Hypoph. abh. von
Prolaktin PRL ) PRLR notwendig direkt notwendig )
Zitze Spezies
Plazentales GHR,
PL Plazenta notwendig
Laktogen PRLR
Corpus | | .
Progesteron P PR notwendig notwendig notwendig Riickgang
luteum
B Corpus . . . direkt Unter-
Ostrogen E ER notwendig direkt direkt
luteum Riickgang ? | driickung?
Oxytocin OXT | Hypoph. OXTR notwendig

! Stimulus durch den reproduktiver Status  * Stimulus durch Besaugen

Stimulus durch Besaugen fehlt

* Die reproduktiven Hormone LH und FSH sind nicht einbezogen, da sie keine direkte Aufgabe in der Zitze haben.
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Tabelle 3: Uberblick iiber die in die Zitzenentwicklung eingebundenen metabolischen Hormone (modifiziert nach Neville et al. 2002)
Hormon Funktion der Hormone wihrend der verschiedenen Abschnitten der Zitzenentwicklung
. ' Alveolar Morphogenese
Synthese- Driisen 5 ) 3 )
Hormon Rezeptor. Laktation | ” Involution
ort Morphogen | Proliferation  Laktogenesel Laktogenesell
direkter/
Wachstums Hypoph.
GH GHR notwendig wahscheinlich in allen drei Phasen direkt metabol.
-hormon Zitze
Effekt
notwendig/ | notwend./
Glukokor- Neben- _ . _
direkt ? direkt ? notwendig metabol. metabol.
tikoid niere
Effekt Effekt
Thyroid- wahrscheinl.
TH direkt ? direkt direkt ?
hormon direkt
metabol. metabol.
Insulin INL | Pankreas IR direkt ? direkt ? direkt ?
Effekt Effekt

! Stimulus durch den reproduktiver Status  * Stimulus durch Besaugen > Stimulus durch Besaugen fehlt
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2.1.3.1 Reproduktive Hormone

Das wichtigste Hormon fiir die Entwicklung der Milchdriise vieler Spezies ist das PRL.
Es fordert die Proliferation und die funktionelle Differenzierung der lobulo-alveolaren
Strukturen der Milchdriise wihrend der Trichtigkeit (Topper und Freeman 1980). Seine
Bedeutung ist jedoch speziesabhingig.

Bei Nagetieren, Primaten, Ziege, Kuh und Reh kann PL die Ausbildung der Milchdriise
beim Fehlen von PRL fordern (Forsyth 1986, Sakal et al. 1998, Wallis 1971). Ander
Spezies, unter anderem das Schwein, bilden kein PL (Giirtler und Schweigert 2005). Ab
der Mitte der Tréchtigkeit ist PRL fiir die Zitzendifferenzierung, die die Voraussetzung
fiir die Laktation ist, von Bedeutung. Verschiedene Untersuchungen zeigen ebenfalls
die Notwendigkeit von PRL fiir die bereits etablierte Laktation. Bei Mutterschafen
wurde zum Beispiel die Plasmakonzentration von PRL durch eine Injektion von
Bromokriptin stark reduziert. Dies fiithrte zu einer Verringerung der Milchmenge
(Hooley et al. 1978). Ein Anstieg der PRL-Konzentration bei der Geburt scheint jedoch
fiir den Beginn der Laktation nicht notwendig zu sein (Forsyth und Turvey 1984).

PRL wird priadominant in den auf die Milchdriise wirkenden (laktotrophen) Zellen der
Hirnanhangsdriise von Wirbeltieren synthetisiert und bindet an den PRLR. Dieser
gehort zu der Cytokinsuperfamilie, die verschiedene Zelleffekte wie zelluldre
Proliferation, Differenzierung und Bildung der Immunantwort vermittelt. Viele dieser
Cytokine aktivieren die rezeptorassoziierte Janus Kinase (Liu et al. 1997). Die
Anbindung von PRL an PRLR fiihrt zu einer Dimerisation des Rezeptors und aktiviert
die JAK/STAT (janus kinase/signal transducter and activator of transcription) und die
PKB/AKT (protein kinase B/v-akt murine thymoma viral oncogene homolog V)
Signalisierung. Wihrend der Zitzenentwicklung aktiviert dieser Signalweg die alveolare
Proliferation und Differenzierung, die Transkription von milchspezifischen Proteinen
und unterdriickt die Zitzenriickbildung (Bole-Feysot et al. 1998, Hennighausen et al.
1997) .

Wie bereits oben angefiihrt, kann die Entwicklung der Milchdriise bei einigen Spezies
auch durch PL anstelle von PRL gefordert werden. PL konnte bei verschiedenen
Spezies wie Nagern, Primaten und Paarhufern nachgewiesen werden, wo es mit
unterschiedlicher Effizienz an die PRLR und die hepatischen GH-Rezeptoren (GHR)
ankoppeln kann (Forsyth 1986). Bei Nagern und Wiederkduern hat sich PL aus dem
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PRL-Gen entwickelt und koppelt effizienter an den PRLR an, wihrend es sich bei
Primaten aus dem GH-Gen entwickelt hat (Forsyth 1994). Die Konzentration von PL ist
von dem plazentalen Gewebe und somit von der Anzahl der Foten abhédngig (Martinet
und Houdebine 1999, Schoknecht et al. 1991, Taylor et al. 1980). Bei diesen Spezies
fiihrt es zu einer direkten Abhéngigkeit zwischen Milchdriisenentwicklung und Anzahl
an Nachkommen und ist erst ab der Mitte der Trichtigkeit bis zur Geburt in hohen
Konzentrationen vorhanden. Die Plazenta als Quelle der PRL-dhnlichen Bioaktivitit ist
auch luteotrophisch, sie fordert die Progesteronproduktion durch den Gelbkorper. Thr
mammotropher Effekt bewirkt die Fortfithrung der Milchdriisenentwicklung (Forsyth
1994).

Progesteron (P) spielt als pleiotropher Koordinator von reproduktiven Ereignissen eine
Rolle (Hennighausen und Robinson 1998). Die physiologischen Effekte von P werden
durch seinen Rezeptor (PR) vermittelt. Weibliche Méuse mit einer Mutation des PR
zeigten signifikante Defekte aller reproduktiven Gewebe, unter anderem auch eine
eingeschriankte Entwicklung der Milchdriisen (Lydon et al. 1995). P unterdriickt die
Milchsekretion wihrend der Proliferation und beeinflusst somit die Zitzenentwicklung
(Neville et al. 2002). Bei der Bildung der Zitzenkanile kann jedoch auch Ostradiol das
endogene P ersetzen (Freeman und Topper 1978). Die PR findet man in den
Epithelzellen, ihre Anzahl wird durch Ostrogene erhoht (Martinet und Houdebine
1999). Die Konzentration von Progesteron ist in der Zitze zu Beginn der Laktation
minimal, die PR sind in der Zitze wihrend der Laktation nicht detektierbar (Neville et
al. 2002). Die Reduzierung von P-Synthese und -sekretion ist das Hauptsignal fiir die
Induktion der Milchsekretion (Martinet und Houdebine 1999).

Ostrogene sind Steroidhormone, Ostradiol (E2) ist ein wichtiges natiirliches
Folikelhormon. Die ER sind im Stroma und Epithel vorhanden (Daniel et al. 1987). E2
reduziert beispielsweise die Anzahl der PRLR in der Zitze der Ratte und erhoht die
PRLR in der Zitze der Maus. Diese unterschiedliche Wirkung auf die Rezeptoren ist
wahrscheinlich von der Menge an Ostradiol abhiingig (nach Topper und Freeman 1980).
Die epithelialen ER sind fiir die Ostradiol-induzierte Proliferation des Zitzenepithels
weder notwendig noch ausreichend (Cunha et al. 1997). Ostrogen agiert im Hinblick auf
die Mammogenese direkt und nicht in erster Linie iiber die Stimulation von

Mammogenen der Hypophyse (Silberstein et al. 1994). Die Konzentration des ER steigt
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wihrend der Trachtigkeit stark an und sinkt bei der Geburt rapide ab, somit
charakterisieren die Ostrogene die Trichtigkeit. Die Erhohung der Sekretion verlduft
beispielsweise bei Schafen parallel zum Anstieg des Milchdriisenwachstums (Martinet
und Houdebine 1999). Bei der Entwicklung der Milchdriisenzellen kann das Fettgewebe
die Stelle fiir die Aktivierung der Reaktion von Ostrogen in der Zitze sein (Shyamala
und Ferenczy 1984). Ostrogene und P sind fiir die normale Entwicklung der Milchdriise
und fiir die Bildung von Tumoren von zentraler Bedeutung. Die Rolle dieser Hormone
ist insofern paradox, da die zu lange Einwirkungszeit dieser Hormone krebsfordernd
wirkt, wihrend die ideale Sekretion wihrend der Schwangerschaft das Risiko fiir die
Entstehung von Brustkrebs senkt (Medina 2005).

Das Hypophysenhormon OXT hat fiir die Milchejektion eine besondere Bedeutung.
Diese wird durch eine Kontraktion der Myoepithelzellen ausgelost, die als Korbzellen
um die Alveoli liegen. Durch einen Beriihrungsreiz im Bereich der Zitzen werden
Nervenreize ausgelost, die iber das Riickenmark zum Gehirn gelangen. Dieser Reiz 16st
Impulse im Hypothalamus aus, dessen Axone in den Hypophysenvorderlappen miinden,
was zu einer OXT-Ausschiittung fiihrt (Crowley und Armstrong 1992). Dabei gelangt
das freigegebene OXT iiber das Blut in die Milchdriise, interagiert mit einem
spezifischen Rezeptor der Myoepithelzellen und initiiert eine Kontraktion der
Myoepithelzellen, wodurch Milch aus den Alveoli in die Kanile, den subalveolaren
Sinus und das Euter gelangt. Diese durch OXT ausgeloste Milchejektion ist fiir eine
funktionierende Laktation notwendig. Mutationen im OXT-Gen oder im Gen des OXT-
Rezeptors (OXTR) haben beispielsweise bei weiblichen Miusen keine Auswirkungen
auf die normale Milchproduktion, jedoch auf die Milchejektion. Die Milchejektion aus
den Milchdriisen findet nicht statt, die Nachkommen konnen diese nicht besaugen

(Nishimori et al. 1996, Young et al. 1996).
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2.1.3.2 Metabolische Hormone

Neben der Gruppe der reproduktiven Hormone, deren hauptsichliche biologische
Aufgabe die Koordination des reproduktiven Status der Mutter und der Nachkommen
ist, sind auch die metabolischen Hormone in die Zitzenentwicklung eingebunden. Sie
koordinieren die Entwicklungsprozesse mit dem Stoffwechsel. Die wichtigsten
Hormone in dieser Gruppe sind GH, Glukokortikoide, TH und INL.

Das GH (oder Somatotropin) koordiniert die Morphogenese der Zitzenkanile. Die
Anbindung von GH an die stromalen Zellen induziert die Sekretion des insulin-like
growth factor (IGF1I). Dieser wirkt als parakriner Faktor auf das Epithel (Hovey et al.
2002). Die GH-Sekretion durch das Zitzenepithel wird bei verschiedenen Spezies (zum
Beispiel beim Menschen) durch P stimuliert (Gregoraszczuk et al. 2001). Insbesondere
bei Schafen wurde festgestellt, dass IGF1 ein Vermittler der somatotropen Hormone
GH oder PL ist, die die Mammogenese und/oder die Laktogenese kontrollieren (Kann et
al. 1999). Das GH ist bei vielen Spezies laktogen. Voraussetzung dafiir ist, dass der
GH-Rezeptor (GHR) in den Epithelzellen der Zitzen vorhanden ist.

In der Zitze wurde eine mRNA des GH-Gens identifiziert, die mit dem in der
Hirnanhangsdriise identisch ist. Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass das
Gen in beiden Geweben einen identischen Promotor hat. Bei Hund, Katze und Mensch
konnte fiir dieses GH endokrine, para-/autokrine sowie exokrine Effekte nachgewiesen
werden (Mol et al. 2000). Durch die direkte Wirkung von GH auf die Milchdriise wird
die Synthese und die Sekretion von energiereicher Milch mit einem hohen Fettgehalt
wihrend der Laktation aufrecht gehalten (Flint und Gardner 1994). Da GH die
Milchmenge erhoht, kann bovines GH, auch bovines Somatotropin (BST) genannt, zur
Verbesserung der Persistenz in spiteren Laktationsabschnitten in kommerziellen
Milchkuhherden angewandt werden (VanBaale et al. 2005). Die Bedeutung des GH fiir
eine gleichbleibende Laktation wurde auch bei Ratten beobachtet. Durch den Einfluss
von IGF1 wurde die GH-Sekretion bei Ratten unterdriickt, dies fithrte zu einem
Riickgang der Milchmenge (Flint und Vernon 1998).

Die Glukokortikoide gehoren zu den in der Nebennierenrinde (NNR) gebildeten
Steroidhormonen, den Kortikoiden. Diese sind fiir die Zitzenentwicklung und die
Laktation von Bedeutung (Wintermantel et al. 2005). Glukokortikoide sind wihrend der

Hungerphasen in den Nihrstofffluss und die Erhaltung des Glukosegehalts im Blut
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eingebunden, somit wirken sie indirekt auf die Laktation. Die Abhéngigkeit der
Entwicklung der Milchdriisen von den Glukokortikoiden ist bei verschiedenen Spezies
unterschiedlich. Bei der Maus beispielsweise sind INL, Glukokortikoid und PRL fiir die
Induktion der Milchsynthese notwendig. Das Zitzengewebe beim Kaninchen reagiert
auf PRL sensibler, Glukokortikoide konnen diese Wirkung kaum verstdrken. Bei vielen
Spezies konnen Glukokortikoide jedoch die Milchsynthese in vivo und in vitro
stimulieren und die Wirkung von PRL amplifizieren (Martinet und Houdebine 1999).
Androgene gehoren wie die Glukokortikoide zur Gruppe der Steroidhormone. Sie
werden wihrend der Entwicklung von den Hoden gebildet und verursachen eine
teilweise Nekrose des Zitzenepithels bei minnlichen Foten. Diese Reaktion wird durch
die Parenchymzellen, das eigentliche Ziel der Androgene, vermittelt (Houdebine et al.
1985).

TH reguliert zusammen mit PRL die funktionelle Entwicklung der Milchdriise.
Verringerte Mengen des TH-Gehalts im Blutserum fithren zu einem gehemmten
Wachstum des Kanalsystems sowie zu einer verringerten oder einer fehlenden
Alveolarentwicklung (Bhattacharjee und Vonderhaar 1984, Vonderhaar und Greco
1979). TH ist fiir die galaktopoietische Reaktion auf GH und PRL notwendig. In diesem
Mechanismus wandelt das Thyroxin 5°-deiodinase (5°D) Enzym das Thyroxin (74) zu
Triiodothyronin um. Dieses kann in der Leber, der Niere und der Milchdriise
quantifiziert werden. 5°D wird durch die galaktopoietischen Hormone organspezifisch
reguliert (Capuco et al. 1999). Bei Nagern spielt eine Anderung der 5’D Enzym
Aktivitdt in peripheren Geweben fiir die physiologische Steuerung wihrend der
Aufrechterhaltung der Laktation eine wichtige Rolle. Bei Milchkiihen ist der Einfluss
des 5°’D Enzyms &dhnlich, wenn auch im Hinblick auf die Intensitit der etablierten
Laktation weniger wichtig (Capuco et al. 2001). Zur Steigerung und Erhaltung der
Milchleistung kann bei Milchkuhherden wihrend der Laktation das bereits oben
erwihnte BST eingesetzt werden. Dies verbessert im Vergleich zu anderen peripheren
Geweben die Aktivitidt des TH in der Milchdriise (Capuco et al. 2001, Kahl et al. 1995).
Die Aufgabe von TH in der Milchdriise ist also eng mit den Wachstumshormonen und
dem Laktogen verbunden. Niedrige Thyroidkonzentrationen in der Zitze fithren zu
einem verringerten Anbindungsvermdgen von PRL (Bhattacharya und Vonderhaar

1979). Beispielsweise kontrollieren die Thyroidhormone die Abhingigkeit der DNA-
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Synthese und des Zellzyklus von der Hormoninduktion der Laktose-Synthase-Aktivitit
in der Milchdriise der Maus (Vonderhaar et al. 1986).

INL ist ein Wachstumsfaktor fiir Epithelzellen in der Zitze. Es ist jedoch fiir das duktale
und das alveolare Wachstum der Zitze sowie fiir die Laktosesekretion in der Zitze nicht
notwendig (Hove 1978, Topper und Freeman 1980). INL kann bei Anwesenheit von
Kortisol und PRL die Kaseinsynthese in Zitzenexplantaten von trichtigen Méausen
stimulieren. Die Funktion von PRL wird jedoch ohne INL nicht eingeschrinkt. Neben
seiner Funktion als metabolischer Faktor und Wachstumsfaktor kann Insulin fiir die
Expression verschiedener Gene, die die Zelldifferenzierung beeinflussen, verantwortlich
sein (Bolander et al. 1981). Wihrend der Trichtigkeit reagiert die Milchdriise auf
Insulin sensibler, die Aktivitit der INL-Rezeptoren in den Fettzellen und den
Epithelzellen ist erhoht (Carrascosa et al. 1998).

Ein weiteres metabolisches Hormon, LEP, wird in den Fettzellen produziert und ist ein
wichtiges Hormon fiir den Fettstoffwechsel bei Sdugern. In den Epithelzellen der
Milchdriisen bei Rindern konnte nur eine geringe Expression des LEP-Rezeptors
festgestellt werden. LEP kann nicht durch eine direkte Wirkung auf die Epithelzellen
der Zitze den Einfluss der Erndhrung vermitteln. Es ist jedoch moglich, dass LEP einen
Einfluss auf die Mammogenese hat, indem es die Produktion von Cytokinen aus
anderen Zellpopulationen verdndert (Thorn et al. 2006). Bei Tieren, die energiereich
gefiittert wurden, steigt die LEP-Konzentration im Serum an. Die DNA-Synthese von
Zitzenepithelzellen, den MAC-T Zellen, sinkt. Eine energiereiche Erndhrung von Férsen
unterdriickt die Zitzenentwicklung, die Ursache dafiir konnte sein, dass physiologische
Konzentrationen von LEP die Zitzenentwicklung in Férsen in vivo unterdriickt (Silva et

al. 2002).
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2.14 Bedeutende Storungen der Funktion der Milchdriise

Verdnderungen der Milchdriise konnen durch duBere (Umwelteinfliisse) oder durch
innere Faktoren (zum Beispiel unterschiedliche Genexpression) ausgelost werden. Bei
verschiedenen Spezies gibt es unterschiedliche Abnormalititen, die Probleme
verursachen.

AuBere Bedingungen wie die Aufstallungseinrichtungen konnen bei Tieren zu
erheblichen Verletzungen fiihren, von kleineren Verletzungen bis zu grofflichigen
Verletzungen wie beispielsweise dem kompletten Abreiflen des Zitzenkomplexes.

Die wahrscheinlich bekannteste Abnormalitit der Milchdriise bei Tieren ist die Mastitis,
eine Euterentziindung, die von verschiedenen Mikroorganismen verursacht werden
kann. In Milchviehherden scheiden 21 % der Tiere aufgrund von Eutererkrankungen,
vor allem Mastitiden aus (ADR 2005).

Beim Menschen ist Brustkrebs die Verdnderung der Milchdriise, der die meiste
Aufmerksamkeit zukommt. Brustkrebs ist die héufigste Krebsart bei Frauen und
reprasentiert nach Lungenkrebs die zweithdufigste Todesursache aufgrund von Krebs

(Dumitrescu und Cotarla 2005).

2.2 Die Milchdriise beim Schwein

2.2.1 Besonderheiten und Einflussfaktoren

Beim Schwein befindet sich die Milchdriise in der Brust- und Bauchregion. Man
unterscheidet den Driisenkorper mit dem Hohlraumsystem als milchbildende Strukturen
sowie die Zitze mit zwei oder seltener drei Zitzenkandlen als die milchableitenden
Strukturen (Giinther 1984). Zu den milchbildenen Strukturen gehoren die ovalen bis
runden Alveolen, die aus Epithelzellen bestehen welche einer Basalmembran aufsitzen.
Zwischen Epithelzellen und Basalmembran befinden sich die Myoepithelzellen, die fiir
die Milchejektion verantwortlich sind. Jeweils eine Gruppe von Alveolarzellen wird
durch einen Milchgang verbunden und ist von Bindegewebe umgeben. Die
milchableitenden Strukturen bestehen aus interlobulidren, intralobidren und interlobiren
Gingen. Diese Milchkanile beginnen innerhalb der Alveolen als intralobuldre Génge,

werden zu interlobuldren Gingen, die in Sekundir- und Primirgéinge iibergehen, die
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wiederum zum Driisenteil der Zisterne fithren. An die Zisterne schlieBt sich der
Strichkanal an, der die Milch nach auflen ableitet (Giinther 1984). Fehlentwicklungen
der Zitzenproliferation konnen somit zu nicht funktionsfihigen Euterkomplexen fiihren.
Die Zitzenzahl ist ein stark polymorphes Merkmal. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der

Erhebung der Zitzenzahl in verschiedenen Schweinerassen aufgefiihrt.

Tabelle 4: Ergebnisse verschiedener Erhebungen der durchschnittlichen Zitzenzahl

(9) verschiedener Schweinerassen im Vergleich zueinander

Beobachtungen an den untersuchten Schweinen

@ Anzahl Quelle
Rasse Geschlecht Anzahl Tiere
Zitzen je Tier
mainnlich 786 13,97
LW
weiblich 748 14,01 Clayton et al.
BL ménnlich 1.169 13,71 (1981)
weiblich 1.147 13,77
DL weiblich 1.229 k.A. Blendl et al. (1980)
Meishan k.A. k.A. 17,0 Haley et al. (1995)
Jiaxing maénnlich 5 19,80
mannlich,
Iberian 5.713 10,24
weiblich
Fernandez et al.
mannlich,
Jiaxing x Iberian 98 14,54 (2004)
weiblich
mannlich,
Iberian x Jiaxing 2.230 12,60
weiblich

Rassenbezeichnungen: LW = Large White, BL = Britische Landrasse, DL = Deutsche

Landrasse
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In Untersuchungen von Sauen der Rassen Edelschwein und Britische Landrasse wurde
ein signifikanter Unterschied der Zitzenzahl zwischen den Rassen festgestellt, jedoch
nicht zwischen Geschlechtern. Bei dieser Untersuchung wurde ein maternaler Effekt fiir
das Merkmal Zitzenzahl angenommen (Clayton et al. 1981).

Die intensive Schweinezucht und -produktion fithrt neben der Beriicksichtigung der
Zitzenzahl als Reproduktions- und Selektionsmerkmal auch zu einer verstirkten
Uberwachung der Eutergesundheit. Die Zitze beim Schwein ist vielen endogenen und
exogenen Faktoren ausgesetzt. Nach der Geburt spielt die postnatale Umgebung bei der
Entwicklung eines funktionsfihigen Euters eine gro3e Rolle (Done 1980).
Reproduktionsstorungen, Puerperalerkrankungen und auch Sekretionsstorungen der
Milchdriise konnen groBe  wirtschaftliche Schidden verursachen. Agalaktie,
Hypogalaktie und Mastitiden, diese besonders im Zusammenhang mit dem
Krankheitskomplex MMA (Mastitis, Metritis, Agalaktie), fithren zu hohen
Ferkelverlusten.

Untersuchungen ergaben einen Zusammenhang zwischen dem pH-Wert des
Eutersekrets und der Erkennung von Erkrankungen des Gesdugekomplexes. Normale
Sauenmilch sollte einen pH-Wert von etwa 6,4 haben. Leicht saure oder alkalische pH-
Werte weisen auf eine Verdnderung des Sekrets hin, wobei in den ersten Tagen nach
dem Abferkeln das Sekret noch leicht sauer sein kann.

Die Zellzahl von Sauenmilch liegt bei etwa 500.000 Zellen je ml Milch (Varadin und
Filipovic 1975). Trotz fehlender duBlerlich sichtbarer klinischer Entziindungssyndrome
konnen auch bakteriologische Auffélligkeiten des Driisensekrets beobachtet werden

(Tabelle 5).
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Tabelle 5: Bakteriologische Befunde von 175 untersuchten Milchproben beim
Schwein (aus Varadin und Filipovic 1975)

Anzahl untersuchter

Befunde %
Milchproben

negativ 23 15,1
himolysierende Streptokokken 47 30,9
nicht-hamolysierende Streptokokken 22 14,5
himolysierende Staphylokokken 6 3,9
nicht-hdmolysierende Staphylokokken 9 5,9
Escherichia coli 11 7,2
Gram" Bakterien 7 4.6
Gram” Bakterien 10 6,6
Mischinfektionen 9 59
Pseudomonas aeruginosa 1 0,6
Diplokokken 7 4.6

Die klinische Untersuchung der Milchdriise der Sau und ihres Sekrets sollte also auch
bei der Selektion von Zuchtsauen beriicksichtigt werden. Eine Verdnderung des Sekrets
der Sau kann verschiedene Ursachen und Auswirkungen haben.

Eine weitere Ursache von Gesdugeproblemen bei Sauen konnen Verletzungen durch die

Ferkel beim Saugen wihrend der Laktation sein.

222 Zitzenanomalien beim Schwein

Fiir die Zuchtleistung der Sau spielt nicht ausschlieBlich die Anzahl der Zitzen, sondern
auch die Anzahl der funktionsfihigen Zitzen eine Rolle, da Sauen in der Praxis nur
selten mehr Ferkel aufziehen konnen als sie funktionsfihige Zitzen besitzen (Hamori
1962, Matzke 1980, Steffens 1993). FEine geringere Anzahl funktionsfdahiger
Gesdugekomplexe im Vergleich zur WurfgroBe zum Zeitpunkt des Abferkelns bedeutet
daher einen Mangel an Zitzen, die wihrend der Laktation besaugt werden konnen.

Beim Verkauf von Jungsauen wird ein Gesduge mit mindestens dreizehn

funktionsfihigen Zitzen erwartet (Mayer 1994). Die Selektionsquote von Jungsauen



Literaturiibersicht 26

hingt zudem stark von der Gesdugequalitit ab und schrinkt die Moglichkeit der
Selektion auf andere reproduktive und produktive Merkmale ein.

Beim Schwein sind verschiedene erbliche und angeborene Storungen des Gesduges
bekannt. Als Ursachen werden unter anderem Hormonstérungen wihrend der
Milchdriisenentwicklung,  beispielsweise =~ durch ~ fehlende  Rezeptoren  der
Sexualhormone, vermutet (Steffens 1993). Neben der Stiilpzitze zdhlen zu diesen
Gesdugeanomalien eine zu geringe Zitzenzahl, Blindzitzen, rudimentire Zitzen,
Afterzitzen, Zwischenzitzen, versprengte Zitzen und Beizitzen. Grundsitzlich sind sich
viele dieser Abnormalitdten dhnlich, die Fehler in der Entwicklung sind vermutlich in
unterschiedlichen Stadien der Zitzenproliferation im Fotus entstanden. Bei Blindzitzen
fehlt der natiirliche SchlieBmuskel, die Gesdugekomplexe sind nicht ausgebildet und
besitzen keinen Milchkanal (Blendl et al. 1980). Ahnlich werden auch rudimentire
Zitzen als kleine, unvollstindig entwickelte Zitzen mit wenig oder ohne Zitzengewebe
beschrieben (Done 1980). Sie sind hdufig asymmetrisch angelegt. Rudimentire Zitzen
am Ende des Gesduges werden auch Afterzitzen genannt. Dabei handelt es sich um
warzenartige Gebilde, die in verschiedenen Schweinepopulationen gehiduft auftreten
(Brevern et al. 1994, Plonait und Bickhardt 1988). Im Gegensatz zu diesen Komplexen
mit unzureichender Driisenentwicklung werden Zwischenzitzen als vollstindig
entwickelte, jedoch verkleinerte Zitzen beschrieben, die asymmetrisch in der
Zitzenleiste angeordnet sind. Ahnlich sind versprengte Zitzen mit ungleichen Abstinden
und hiufig kaudal angeordnet, sie konnen somit von den Ferkeln meist nicht besaugt
werden (Blendl et al. 1980, Done 1980). Beizitzen sind ebenfalls asymmetrisch
angeordnet, sie liegen unmittelbar neben einer funktionsfiahigen Zitze und verhindern
somit das Besaugen der Hauptzitze (Blendl et al. 1980, Plonait und Bickhardt 1988).
Der bedeutendste Defekt der Zitze ist die Stiilpzitze, die in Kapitel 2.2.3 niher
beschrieben wird.

Neben Zitzenmingeln aufgrund genetischer Fehlentwicklungen spielen durch exogene
Faktoren ausgeloste Anomalien, wie Technopathien, eine Rolle. Nekrosen werden meist
in den ersten Lebenstagen der Ferkel durch Umweltfaktoren, beispielsweise schlechte
Liegefldachen, verursacht. Betroffene Zitzen konnen nicht besaugt werden.
Zitzenverletzungen konnen bei der Sau ebenfalls durch problematische Liegeflichen

entstehen. Auch verschlossene Zitzen und infantile Zitzen sind exogen ausgeloste
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Zitzenanomalien. Verschlossene Zitzen entstehen nach der abgeschlossenen
Entwicklung des Fotus. Meist fithrt eine Entziindung, ausgelost durch direkte oder
indirekte Verletzungen, zum vollstandigen oder teilweisen Verschluss des Zitzenkanals.
Diese Zitzen sind hiufig eingestiilpt oder abgeplattet und besitzen eine fibrose Achse
(Done 1980). Bei infantilen Zitzen handelt es sich um Mammarkomplexe mit
ausgebliebener morphologischer Entwicklung. Da die Anomalie hormonell induziert ist,
sind alle Zitzen des Gesduges einer Sau betroffen. Es besteht bei dieser Fehlentwicklung
der Verdacht, dass eine Mutterkornvergiftung die Ursache ist (Done 1980, Plonait und
Bickhardt 1988).

223 Stiilpzitze beim Schwein

Die Stiilpzitze ist der haufigste und wichtigste Defekt der Milchdriise (Blendl et al.
1980, Brevern et al. 1994). Sie entsteht durch eine Hypoplasie des bindegewebeartigen
Zitzenkorpers und der Zisterne (Plonait und Bickhardt 1988). Der Erbfehler hat
erheblich negative Auswirkungen auf die Schweineproduktion, zudem kann er beim
lebenden Tier erst spit erkannt werden (Oltmanns 2003).

In  verschiedenen = kommerziellen = Schweinepopulationen findet man den
Stiilpzitzendefekt mit Frequenzen zwischen 3 und 30 % (Tabelle 6).

Der Vererbungsmodus und die Anzahl der Gene, die an der Fehlentwicklung des
Zitzenkomplexes beteiligt sind, ist noch unbekannt, daher werden verschiedene
Methoden zur Detektion der Ursachen des Defektes angewandt. Untersuchungen
zeigen, dass die Selektion betroffener Tiere aus der Zucht die Defektfrequenzen in
Populationen verringern kann, die Anzahl funktionsfihiger Zitzen je Sau wird damit

erhoht.
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Tabelle 6: Beobachtungen des Anteils betroffener Tiere und der durchschnittlichen
Stiilpzitzenzahl (SZ) in Untersuchungen innerhalb verschiedener

Schweinepopulationen (modifiziert nach Hittel 1984)

Anzahl beob. Anteil DSZ/
Rasse Quelle
Tiere betroffener Tiere  betroffenes Tier
kommerzielle
9.700 16,7 % 4,63 Hittel (1984)
Rassen
Blendl et al.
DL 1.229 30,4 % -
(1980)
Mayer und
BHZP 1.972 16,13 % 3,7
Pichner (1995)
Mayer und
DL 19.964 6,96 % 2,41
Pichner (1995)
200 20 % (Kastrate) 3,65
kommerzielle Grolle Beilage
200 17 % (Eber) 2,7
Rassen et al. (1996)
200 6 % (Sauen) 1,2
Clayton et al.
LW 1.500 17,5 % 4,01
(1981)
Varadin und
SL 392 3,2 % - Filipovic

(1975)

Rassenbezeichnungen: BHZP = Bundeshybridzuchtprogramm, SL = Schwedische

Landrasse

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der durchschnittlichen Stiilpzitzenzahl bei Jungsauen,
die in verschiedenen Untersuchungen ermittelt wurden, aufgefiihrt. Diese Ergebnisse
machen deutlich, dass das Auftreten dieses Gesdugedefekts zu einer zum Teil
erheblichen Verringerung der Anzahl funktionsfihiger Zitzen fiihren kann. Trotz
intensiver SelektionsmaBnahmen werden dennoch viele betroffene Tiere in
kommerziellen Populationen gefunden (Blendl et al. 1980). Jungeber und Jungsauen,

die Merkmalstriger von Zitzendefekten sind, miissen konsequent aus der Zucht
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ausgeschlossen werden. Denn neben zu niedrigen Zunahmen und Fundamentproblemen

sind Stiilpzitzen die hdufigste Ausfallursache (Niggemeyer 1993).

Tabelle 7: Untersuchungen der durchschnittlichen Anzahl betroffener Zitzen in den
Kategorien O (keine) bis 4 Stiilpzitzen mit der Gesamtanzahl untersuchter

Tiere (modifiziert nach Hittel 1984)

Anteil Jungsauen in % in den Kategorien 0

Anzahl
Quelle ) bis 4 Stiilpzitzen
Tiere
0 1 2 3 4
Blendl et al. (1980) 1.229 69,6 17,7 6,5 6,2
Varadin und Filipovic (1975) 392 81,4 4,6 5,9 4.8 3,3
Clayton et al. (1981) 1.500 82,5 43 3,0 2,3 2,1
Hittel (1984) 9.700 83,3 10,2

Die Lage der Stiilpzitzen im Gesidugekomplex ist nicht zufillig verteilt. Die meisten
Stiilpzitzen befindet sich um den Nabel und/oder den unmittelbaren Nachbarregionen
(Clayton et al. 1981, GroB3e Beilage et al. 1996, Hittel 1984, Steffens 1993). In anderen
Studien ist die haufigste Lage der eingezogenen Zitzen das kaudale Ende (Varadin und
Filipovic 1975). Zitzendefekte im kranialen Bereich werden seltener als Stiilpzitze

beschrieben, sie werden meist durch eine Nekrose verursacht.

2.2.3.1 Anatomie und Morphologie der Stiilpzitze

Stiilpzitzen entstehen aufgrund einer ungeniigenden Proliferation des Alveolargewebes
an der Zitzenbasis (Mayer 1994). Der Zitzenkorper, insbesondere die Zitzenkuppe, fehlt
oder ist unvollstindig entwickelt. Diese erblich bedingte Inversion der Zitzenkuppe
fiihrt in der Laktation zu einem erschwerten Milchabfluss (Steffens 1993, Wiesner und
Willer 1977).

Der Phénotyp Stiilpzitze ist ein Merkmal mit verschiedenen Ausprigungsintensititen
(Tabelle 8 und Tabelle 9). Einige betroffene Zitzen entwickeln sich wéhrend der
Laktation zu funktionsfihigen Zitzen. Dies ist moglich, da bei allen Stiilpzitzen das

Milchdriisengewebe vorhanden und entwickelt ist. Durch einen Zuwachs an
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Kuppengewebe mit einer Abflachung des Kraters kann bei einer weniger ausgeprigten

Einstiilpung eine funktionstihige Zitze entstehen (GroB3e Beilage et al. 1996).

Tabelle 8: Verschiedene Intensititen gemessen in Noten zwischen 1 und 6 der
Auspriagung von Zitzenanomalien mit dem Anteil betroffener Jungsauen

und der Reversibilitit des Defektes (aus Blendl et al. 1980)

Grad der Auspriagung  Beschreibung der Morphologie betroffene  rever-

Note ) )
der Stiilpzitze der Zitze Jungsauen sibel

Zitzenkuppe mehr oder

1 mittlere Ausprigung 42,6 % 80 %
weniger nach innen eingedellt

Zitze ist bei seitlicher

2 starkere Auspriagung 37,0 % 10 %
Betrachtung nicht sichtbar

Zitze bildet im
3 extreme Ausprigung Gesdugekomplex eine 20,4 % 0 %
kraterformige Vertiefung

4 Blindzitze kein Milchkanal vorhanden 6,6 % 0 %
5 Zwischenzitze - 12,9 % 0 %
6 Afterzitze - 0,002 % 0 %
7 Beizitze - k.A. 0 %
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Tabelle 9:

Histologische Merkmale normaler, unvollstindig eingestiilpter und vollstindig eingestiilpter Zitzen (aus Giinther 1984)

geringgradig- oder unvollstindig

Teil der Zitze normale Zitze vollstidndig eingestiilpte Zitze
eingestiilpte Zitze
. ] ] unvollstindig oder undeutlich _ _
ZitzenkOrper deutlich ausgebildet . nicht ausgebildet
ausgebildet
angeschrigt, nach lateral abfallend, . . . nicht ausgebildet, anstelle
nicht deutlich ausgebildet, U- oder V-
Zitzenkuppe zentrale seichte Einsenkung der Zitzenkuppe U- oder V- formiger
formige Einsenkung der Epidermis
Epidermis Krater
miinden seitlich der tiefsten Stelle miinden seitlich der tiefsten Stelle der  miinden seitlich der tiefsten Stelle des
Strichkanile . o . o
der flachen Epidermiseinsenkung Epidermiseinsenkung Kraters
. . Linge abhingig von Hohe des Lénge abhiingig von Hohe des ‘ ‘
Zitzenzisterne . . nicht ausgebildet
Zitzenkorpers Zitzenkorpers
. weites Lumen, Winde in hohe Falte  weites Lumen, Winde in hohe Falten  weites Lumen, Winde in hohe Falten
Driisenzisterne
gelegt gelegt gelegt
. L Fettgewebe schiebt sich in den Fettgewebe schiebt sich zwischen
Fettgewebe schiebt sich nicht in den . . . . .
Fettgewebe unvollstindigen oder undeutlich Bindegewebe und bindegewebeartigen

Zitzenkorper vor

ausgebildeten Zitzenkorper vor

Mantel vor
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Bei der Selektion betroffener Tiere sollte daher auch der Grad der Ausprigung
beriicksichtigt werden.

Bei der Stiilpzitze handelt es sich trotz der Bezeichnungen Stiilpzitze, Kraterzitze oder
eingestiilpte Zitze nicht um eine Einstiilpung im eigentlichen Sinne. Wihrend normal
entwickelte Zitzen einen deutlich ausgebildeten Zitzenkorper haben, fehlt dieser bei der
Stiilpzitze, wie in Abbildung 6 im Vergleich dargestellt. Die Zitzenkuppe der normal
ausgebildeten Zitze ist angeschrigt, nach lateral abfallend und weist eine zentrale
leichte Einsenkung auf, wobei der fehlerhafte Zitzenkomplex einen U- oder V-férmigen
Krater besitzt. Die Strichkanidle der Stiilpzitze miinden im Gegensatz zu denen einer
normalen Zitze nicht in die Zisterne des Zitzenkorpers, sondern mit leichter Biegung in
die Kratermitte. Die fehlenden Zisternen bei den defekten Zitzenkomplexen sollten ein
weites Lumen aufweisen, bei dem die Winde in hohe Falten gelegt sind (Giinther

1984).

normale Zitze Stiilpzitze
Ceroreez = o Driisengewebe < < et e
B T N R N e e
E Sl S N 2 i 1 \\\/f///’.
S T Driisenzisterne NN %

Zitzenzisterne

Strichkanal

Hauteinsenkung

Abbildung 6: Schema einer normalen Zitze (links) und einer Stiilpzitze (rechts) (nach

Steffens 1993)

Die Stiilpzitze wird weiter unterschieden in aplastische und hypoplastische Zitze. Bei
einem aplastischen Zitzenkorper fehlt die Zitzenzisterne, das subkutane Fettgewebe
liegt direkt dem Korium an und die Epidermis ist kraterformig eingesenkt (Grofe
Beilage et al. 1996). Bei der hypoplastischen Zitze hingegen ist die Zisterne
unvollstindig ausgebildet, an Driisenzisternen und Milchgingen gibt es keine sichtbaren
Verdnderungen. Die Strichkanile enden an der tiefsten Stelle des Kraters, dadurch

konnen sich solche Zitzenkorper noch veridndern (GroBe Beilage et al. 1996).



Literaturiibersicht 33

2.2.3.2 Heritabilitit

Die Heritabilitit (k%) ist aus ziichterischer Sicht der wichtigste Populationsparameter.
Sie gibt an, um wie viele Einheiten sich der genotypische Wert durchschnittlich dndert,
wenn sich der phédnotypische Wert um eine Einheit dndert (Schiiler et al. 2001). Die
Heritabilitidten fiir das Merkmal Stiilpzitze unterscheiden sich je nach gewdhltem
Modell. Sie liegen zwischen 0,03 und 0,5 (Brevern et al. 1994, Clayton et al. 1981,
Hittel 1984). Da in den meisten Publikationen, abhiingig vom gewihlten Modell, h?
unter 0,5 liegt, lassen sich phinotypische Abweichungen nicht ausschlieBlich iiber
genotypische Unterschiede erkliren. Eine Reihe von weiteren Faktoren, wie
beispielsweise die zufillige Wurfumwelt (cz), die auf die Zitze wirken, beeinflussen
wahrscheinlich die Entstehung der Stiilpzitze (Brevern et al. 1994). Die geschitzten

Heritabilititen unter der Annahme von Wurfumwelt-Effekten und ohne diese sind in

Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10:  Geschitze Heritabilititen und Wurfumwelt-Effekte fiir verschiedene
Zitzenmerkmale, einschlieBlich der Standardfehler in Klammern (aus
Brevern et al. 1994)
Merkmal Modell ohne ¢ Modell mit ¢
h’ h’ ¢’
Anzahl funktionsfdhiger Zitzen 0,286 (0,010) 0,117 (0,013) 0,071 (0,007)
Anzahl Stiilpzitzen 0,256 (0,001) 0,083 (0,012) 0,073 (0,004)
Anzahl abgescheuerter Zitzen 0,150 (0,001) 0,007 (0,002) 0,076 (0,003)
Anzahl Zwischenzitzen 0,006 (0,003) 0,002 (0,001) 0,019 (0,003)
Anzahl Zitzen insgesamt 0,263 (0,001) 0,140 (0,014) 0,051 (0,005)
Anzahl Zitzenanomalien insgesamt 0,242 (0,001) 0,069 (0,011) 0,074 (0,004)

Neben Heritabilititen spielen Korrelationen fiir die Charakterisierung von Merkmalen
eine Rolle, sie beschreiben die Beziehung verschiedener Merkmale zueinander.
Korrelierte Merkmale konnen beispielsweise als Parameter zur Frithselektion bei spéter

Erkennung des Phinotyps verwendet werden (Schiiler et al. 2001).
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Die genetische Korrelation der Stiilpzitze zur Zitzenzahl liegt zwischen -0,18 und -0,13
(Brevern et al. 1994, Hittel 1984). Zwischen der Anzahl der Zitzen und der Ausprigung
der Stiilpzitze scheint nur eine geringe Abhingigkeit zu bestehen, wihrend die Anzahl
funktionsfihiger Zitzen und das Merkmal Stiilpzitze negativ korreliert sind (Brevern et

al. 1994).

Tabelle 11:  Phénotypische (A), genetische (B) und Wurfumwelt-Korrelationen (C)
der Anzahl der funktionsfdahigen Zitzen sowie der Zitzenzahl insgesamt
zu der Stiilpzitzenzahl sowie der Anzahl der Zitzenanomalien insgesamt

(aus Brevern et al. 1994)

Anzahl Zitzenanomalien

Merkmale Stiilpzitzenzahl
insgesamt
Korrelationen A B C A B C
Anzahl funktionsfahiger
-0,648 -0,782 -0,680
Zitzen
Zitzenzahl insgesamt 0,011 -0,175 -0,008 0,087 -0,134 -0,025

2.2.3.3 Ursachen fiir die Entstehung der Stiilpzitze

Fiir den Erbfehler Stiilpzitze werden verschiedene Ursachen suggeriert. Grundsitzlich
kann man Stiilpzitzen in zwei Gruppen einteilen. Die erblich bedingten, angeborenen
Stiilpzitzen weisen eine Missbildung der Zitzenkanile auf und liegen in der Regel in der
Nabelregion (Done 1980). Daneben wird noch die zufillig entstandene postpartal
eingestiilpte Zitze beschrieben, die als Reaktion auf eine Zitzenverletzung, besonders
der Zitzenkanile, entstanden ist. Die zweite Form der Stiilpzitze wird von den meisten
anderen Autoren nicht als solche beschrieben. Entziindungen und mechanische
Einwirkungen werden meist als Ursache fiir die Entstehung der Stiilpzitze, ebenso wie
ein Zusammenhang mit der Nekrose, ausgeschlossen (GroBe Beilage et al. 1996).
Aplasie und Hypoplasie beschreiben eher das klinische Erscheinungsbild der Stiilpzitze.
Wabhrscheinlich ist eine erbliche Genese vorhanden. Die unterschiedliche Anzahl und
die Ausprigung der Stiilpzitze lassen die Beteiligung mehrere Gene, also einen

polygenen Erbgang, vermuten (Grofe Beilage et al. 1996, Matzke 1980, Mayer 1994).
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Ein saisonaler Unterschied und ein betriebsspezifischer Verlauf konnten festgestellt
werden (Brevern et al. 1994, Hittel 1984).

Bei der Stiilpzitze fehlt der Zitzenkorper, die Zitzenkuppe ist unvollstindig oder fehlt,
die Proliferation des Alveolargewebes an der Zitzenbasis ist ungeniigend. Die
Hemmung der Mesenchymproliferation entsteht wahrscheinlich im Fotus (Giinther
1984). Beim Menschen ist eine dhnliche Anomalie mit familidirer Anhidufung bekannt
(Plonait und Bickhardt 1988).

Der Erbgang der Vererbung der Stiilpzitze ist noch unbekannt, wahrscheinlich unterliegt
die Stiilpzitze keinem autosomal rezessivem Erbgang, sondern ist ein quantitatives

multifaktorielles Schwellenmerkmal (Brevern et al. 1994).

2.2.4 Kandidatengene

2.2.4.1 Prolaktin

Das Proteohormon PRL ist in viele physiologische Prozesse eingebunden und ist ein
wichtiger Faktor fiir die Entwicklung der Milchdriise und der Laktation (Bole-Feysot et
al. 1998). Fiir die Entwicklung der Zitze sind das PRL-Gen und das Gen des PRLR von
Bedeutung, beide sind Kandidatengene fiir die Entwicklung des Zitzendefekts
Stiilpzitze beim Schwein. Bei Mausen konnte die Expression des PRL-Gens in der Zitze
und der Milchdriise wihrend der Tréachtigkeit und Laktation nachgewiesen werden
(Koizumi et al. 2003). Beim Menschen wurde festgestellt, dass der Rezeptor fiir PRL im
Fettgewebe der Brust exprimiert ist. Die PRL-Aktivitit iiber den Rezeptor ist fiir die
Regulation des Fettgewebestoffwechsels wihrend der Laktation essentiell (Ling et al.
2003). Milchdriisen  von  PRL-knock-out  Miusen  entwickeln  normale
Kanalverzweigungen, diese bilden jedoch im Gegensatz zu dem Wildtyp keine
lobuldren Strukturen. PRL ist also fiir die weibliche Reproduktion und die post-
pubertale Entwicklung der Milchdriise notwendig (Horseman et al. 1997).
Untersuchungen bei Milchkiihen haben eine Assoziation von PRL mit der Milchmenge
und dem Fettgehalt der Milch ergeben. Mutationen des PRL-Gens sind im

Zusammenhang mit der Milchleistung von Bedeutung (Feuermann et al. 2004).
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Das PRL-Gen liegt beim Menschen in der Region 6p22.2-p21.3 (Cooke et al. 1981) und
kodiert fiir 227 Aminosduren (Cooke et al. 1981). Beim Schwein wurde das PRL-Gen
auf Chromosom 7p1.1-p1.2 kartiert, es kodiert 841 Basenpaare und transkribiert fiir 229
Aminosduren (Schulz-Aellen et al. 1989, Vincent et al. 1998).

Die Expression des PRLR-Gens steigt wihrend dem spiten Stadium der Trichtigkeit an
und ist in Zitzen die nicht besaugt werden niedriger. Dies konnte ein Schliisselfaktor fiir
die Zellerneuerung und eventuell auch fiir die Produktivitit der Milchdriise wihrend der
Trockenstehphase und dem erneuten Beginn der Laktation sein (Theil et al. 2005).
Einen Zusammenhang zwischen der Expression beider Gene (PRLR, PRL) und der
Milchmenge konnte bei Kiihen festgestellt werden (Auchtung et al. 2005).

Beim Schwein kodiert das Gen des PRLR fiir 625 Aminosduren und wurde von Vincent

et al. (1998) auf Chromosom 16 kartiert.

2.2.4.2 Hypophysen-spezifischer Transkriptionsfaktor

Der pituitary-specific transcription factor (PIT1) gehort zur Familie der Gene mit einer
POU-Region. Zu dieser Familie gehoren Transkriptionsfaktoren mit einer hoch
konservierten POU-spezifischen (POUS) Region und einer divergenten Homeo-POU
Region (POUHD) (Pfaffle et al. 1992).

PIT1 ist in der Hypophyse von vielen Sdugern ein zellspezifischer Aktivator der
Gentranskription des GH und des PRL (Ingraham et al. 1990, Mangalam et al. 1989,
Pfaffle et al. 1992, Steinfelder et al. 1992). Es vermittelt zudem die Stimulation des
PRL-Gens und der Thyrotropin-13-Subeinheit (7SH.J) Gene iiber das Thyrotropin-
Releasinghormon (7RH) und das cAMP (Steinfelder et al. 1992). Eine Mutation in der
POU-Region des PIT1-Gens fiihrt zu Defiziten des GH, des PRL und des TSH (Pfaffle
et al. 1992). Bei zwergwiichsigen Miusen und Menschen mit vielen Defiziten der
Hypophysenhormone wurde eine unzureichende Aktivitit des PIT1-Gens festgestellt
(Cohen et al. 1999, Li et al. 1990, Pfaffle et al. 1992, Radovick et al. 1992, Vallette-
Kasic et al. 2001).

Beim Schwein ist PIT1 ein Kandidatengen fiir das Wachstum und die
Muskelentwicklung. Im PIT1-Gen wurden verschiedene Polymorphismen gefunden. die
in verschiedenen Studien untersucht wurden (Yu et al. 1993, Yu et al. 1994, Yu et al.

2001). In weiteren Untersuchungen konnte eine signifikante Assoziation eines PIT1-



Literaturiibersicht 37

Polymorphismus mit der Speckdicke festgestellt werden (Franco et al. 2005, Yu et al.
1995).

Die Basensequenz des PIT1-Gens beim Schwein ist zu 90 %, die Proteinsequenz ist zu
95 % mit dem PIT1-Gen beziehungsweise der Proteinsequenz bei anderen Sdugern wie
Mensch, Rind, Schaf und Nager identisch (Yu et al. 2001). Im PIT1-Gen ist alternatives
Splicing ein hiufiges Mutationsschema. Verschiedene alternative Formen konnten
gefunden werden, in denen Exon 2 oder Exon 4 fehlten oder zusitzliche Basen vor
Exon 2 vorhanden waren (Yu et al. 2001). In Abbildung 7 sind die Aufgaben der
Faktoren der Homeoregion fiir die Festlegung der spezifischen Hypophysen-

Zellstimme gezeigt.
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Abbildung 7: Hypophysenspezifische Transkriptionsfaktoren, die in die Entwicklung
des  Hypophysenvorderlappens  eingebunden sind und ihre
Reaktionsmechanismen auf weitere wichtige Hormone verschiedener
Kategorien, weitergehende Erklirungen im Text (aus Cohen und

Radovick 2002)

Das rathke pouch homeoboxgene (RPX) im oberen Teil der Abbildung 7 ist der fritheste
spezifische Marker fiir die Vorstufe der Hypophysenhormone. PITx1 und PITx2 sind in
der fotalen Hypophyse und in den meisten Zellen der adulten Hypophyse vorhanden.
Die LIM-Homeobox-Gene Lhx3 und Lhx4 sind in Gonadotrophen, Thyrotrophen,
Somatotrophen und Laktotrophen exprimiert. Der paired-like homeodomain
transcription factor 1 (PROPI) beeinflusst die Zellstimme des PIT1. PIT1 ist fiir die

Entwicklung von kortikotropen, gonadotropen, thyrotropen, somatotropen und
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laktotropen Hormonen, den in der Abbildung 7 dargestellten adrenocorticotropic
hormone (ACTH), LH/FSH, TSH, PRL und GH, notwendig. (Cohen und Radovick
2002).

2.2.4.3 Relaxin

Es sind drei verschiedene Relaxin-Gene bekannt. Relaxin 1, im Folgenden als Relaxin
bezeichnet, Relaxin 2 und Relaxin 3. Relaxin 2 wurde bisher nur beim Menschen
sequenziert, dort liegt es wie Relaxin auf dem Chromosom 9 (Crawford et al. 1984).
Relaxin 3 wurde erst 2002 identifiziert, es ist in Neuropeptid signalisierende Prozesse
eingebunden (Bathgate et al. 2002).

Das Polypeptidhormon Relaxin (RLN) gehort zu der Insulinfamilie der Peptide. Einige
Regionen des RLN sind mit Abschnitten des Insulin-Gens identisch. Beide Gene
entstanden wahrscheinlich aus einem gemeinsamen Gen (Schwabe und McDonald
1977). Das Triachtigkeitshormon RLN bewirkt bei Sidugern die Weitung des
Geburtskanals. Bei den meisten untersuchten Spezies wird es vor allem im Gelbkorper
wihrend der Trachtigkeit gebildet. Im Ovar wurde eine niedrige Aktivitdt des RLN
gefunden (Bryant-Greenwood et al. 1980).

RLN kann die Zitzenldnge und das Zitzengewicht erhéhen (Kuenzi et al. 1995, Kuenzi
und Sherwood 1995). Endogen zirkulierendes RLN fordert das Wachstum der Zitzen
wihrend der zweiten Hilfte der Trachtigkeit. RLN-defiziente Ratten haben kleinere
Zitzen mit einer verdanderten Histologie, die Zitzen konnen von den Nachkommen nicht
besaugt werden (Kuenzi und Sherwood 1992). RLN-defiziente Miuse sind fruchtbar,
die Entwicklung ihrer Milchdriisen ist jedoch fehlerhaft. Die Nachkommen von RLN-
knock-out Miusen starben aufgrund von Milchmangel (Zhao et al. 1999).

Das RLN-Gen beim Schwein enthilt zwei Exons, die durch ein 5,5 kb Intron geteilt
werden (Haley et al. 1982, Haley et al. 1986). Es ist auf Chromosom 1q28-q29 kartiert
(Ellegren et al. 1994). Bei der Genotypisierung von zwei Punktmutationen im RLN-Gen
beim Schwein konnte eine Assoziation zu dem Stiilpzitzendefekt gezeigt werden

(Chomdej 2005, Wimmers et al. 2002b).

Das leucin-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 7 (LGR7) Gen wurde

kiirzlich als Rezeptor fiir das Peptidhormon RLN identifiziert (Hsu et al. 2000). LGR7
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gehort zu der groBten Familie von Proteinen bei Sdugern, der Familie der G protein-
coupled receptors (GPCR). Diese Familie umfasst verschiedene Funktionen, die in
autokrine, parakrine und endokrine Prozesse eingebunden sind (Fredriksson et al. 2003).
In dieser Familie sind die leucine-rich repeat (LRR)-containing GPCRs (LGR) der
Glykoprotein-Rezeptor Gruppe zugeordnet, die zur iibergeordneten Gruppe der
Rhodopsinfamilie gehoren. Zu der LGR-Subfamilie gehoren auch die humanen FSH-
Rezeptoren (FSHR), LH-Rezeptoren (LHR), TSH-Rezeptoren (TSHR) sowie LGR4,
LGRS, LGR6, LGR7 und LGRS (Hsu et al. 2000).

LGR7 beinhaltet ein Lipoprotein niedriger Dichte (LDL), zehn leucinreiche
Wiederholungen (LRR) und sieben Transmembran-Regionen (7M). LGR7 wird iiber
den Kinase A-, jedoch nicht den Phospholipase C-Signalweg vermittelt (Hsu et al. 2000,
Hsu et al. 2002, Krajnc-Franken et al. 2004).

Nach Behandlung von Zellen die LGR7 exprimieren mit RLN konnte eine
dosisabhingige cAMP-Produktion erreicht werden (Hsu et al. 2002, Muda et al. 2005).
In Abbildung 8 sind die wahrscheinlichen Mechanismen der Anbindung von RLN an
seinen Rezeptor dargestellt. Dabei wird ein G-Protein-vermittelter Signalweg aktiviert,
der zu einer Stimulation von Adenylat Cyklase (AC) und einem Riickgang der cAMP-
Bindung fiihrt (auf der rechten Seite der Abbildung 8 dargestellt). Die Anbindung von
RLN an seinen Rezeptor konnte auch durch ein Tyrosin Kinase (7K) Signalweg
vermittelt werden. Dieser unterdriickt die Aktivitit einer Phosphodiesterase (PDE), die

wiederum cAMP degradiert (Ivell 2002).



Literaturiibersicht 40

Abbildung 8: Die unterschiedlichen Signalwege, die in die Regulation des cAMP
durch das Peptidhormon RLN (hier RLX) eingebunden sind: im oberen
Teil die Anbindung von RLN an seinen Rezeptor (LGR7 oder LGRS),
auf der linken Seite der Signalweg iiber TK und PDE, auf der rechten
Seite iiber Gs und AC (aus Ivell 2002)

Alternatives Splicing ist ein besonders auffilliges Merkmal in der LGR7-Familie. Im
humanen LGR7 wurden verschiedene Isoformen von LGR7 gefunden (Muda et al.
2005, Scott et al. 2005).

Ahnlich der Beobachtungen in RLN-defizienten Miusen zeigten auch LGR7” Miuse
normale Fruchtbarkeit und WurfgréBe. Einige der knock-out Méuse konnten jedoch ihre
Nachkommen nicht mit Milch versorgen, da sie eine beeintrichtigte Zitzenentwicklung
hatten. Diese Ergebnisse der Versuche mit knock-out Madusen weisen auf die Rolle des
LGR7-Gens fiir die normale Zitzenentwicklung wihrend der Trichtigkeit hin (Krajnc-
Franken et al. 2004).

Das LGR7-Gen beim Menschen besteht aus 18 Exons, die insgesamt 2.274 bp lang sind
(Hsu et al. 2000). Die Sequenzen von Ratte und Maus weisen 85,7 % und 85,2 %
Ahnlichkeit zur humanen Sequenz auf. Das LGR7-Gen beim Schwein ist noch nicht
vollstindig sequenziert, es wurden jedoch ebenfalls Splicing Varianten festgestellt

(Scott et al. 2005).
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2.2.4.4 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind in die interzellulare Signalisierung der Driisen eingebunden.
GH ist ein Hormon des Hypophysenvorderlappens. Die Sekretion des GH in der
Hypophyse wird in erster Linie durch das growth hormone-releasing hormone (GHRH)
aus dem Hypothalamus durch die Aktivierung eines spezifischen G-Protein-gekoppelten
Rezeptors, dem GHRH-Rezeptor (GHRHR), stimuliert. GH wird auch als Antwort auf
Gherlin, einem im Magen, im Hypothalamus und in der Hypophyse produzierten
Peptid, abgegeben.

Dieses Somatotroph, auch als GH sekretorischer-Rezeptor (GHSR) bezeichnet, wird
durch einen ausgeprigten G Protein-gekoppelten-Rezeptor aktiviert (Frohman et al.
1992, Giustina und Veldhuis 1998, McMahon et al. 2001, Muller et al. 1999).

Die GH-Aktivitdit in der Galaktopoiesis wird bei der Morphogenese der
Milchdriisenkanile durch IGF1 vermittelt (Akers et al. 2000, Oka et al. 1991).

In Abbildung 9 ist eine Ubersicht der wahrscheinlichen Aufgaben der wichtigsten
Neuropeptide und Neurotransmitter dargestellt. Sie vermitteln die GH-Sekretion {iiber
GHRH oder Somatostatin oder durch direkte Wirkung von GH auf die Hypophyse. Bei
einigen Neuropeptiden und Neurotransmittern sind zwei oder mehr Orte der Aktion
bekannt. Zahlreiche andere metabolische und hormonelle Effektoren, die ebenfalls iiber
verschiedene Wege agieren sind in der Abbildung nicht gezeigt. Dargestellt ist die
verstirkende Wirkung von GHRH auf GH, die verringernde von Somatostatin sowie die
Wechselwirkung zwischen diesen Faktoren. Ebenfalls ist die Wechselwirkung zwischen
GH und IGF1 deutlich dargestellt. Die Abbildung macht weiterhin die Vielzahl von
Einfliissen und Bestandteilen der Neuropeptide und Neurotransmitter auf die GH-
Sekretion deutlich (Giustina und Veldhuis 1998).

Beim Schwein wird die Expression von GHRHR und GHSR von verschiedenen
Signalen reguliert, die sich von den bei anderen S&dugern beschriebenen Signalen
unterscheiden (Luque et al. 2004). In einer Studie wurde eine Assoziation eines GH-
Polymorphismus mit der Speckdicke (P = 0.0326) und der durchschnittlichen tdglichen
Zunahme (P = 0.0127), und eines GHRH-Polymorphismus mit der durchschnittlichen
taglichen Zunahme detektiert (Franco et al. 2005). Das GH-Gen wurde beim Schwein
auf Chromosom 12 kartiert, der GHR auf Chromosom 16 (Chowdhary et al. 1994,
Thomsen et al. 1990).
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Abbildung 9: Ubersicht der wahrscheinlichen Aufgaben der wichtigsten Neuropeptide
und Neurotransmitter, die eine GH-Sekretion vermitteln, dargestellt bei
der Ratte (A) und beim Menschen (B): mit Stern (*) gekennzeichnete
Neuropeptiden und Neurotransmittern haben zwei oder mehr Orte der
Aktion, verstikende Effekte (+) und verringernde Effekte (—) sowie
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2.2.4.5 Transformierende Wachstumsfaktoren

Zu den Wachstumsfaktoren gehoren ebenfalls die transforming growth factors alfa und
beta (TGFo und TGFp). TGFa gehort zu der Familie der epidermal growth factors
(EGF) und interagiert mit dem EGF-Rezeptor (Massague 1983). Die TGFj-
Superfamilie besteht aus den verwandten Faktoren TGFB1, TGFB2 und TGF3. Fiir
TGFp existieren mindestens drei Rezeptorarten (Sporn und Roberts 1990). Sowohl
TGFa als auch TGFP beeinflussen die Regulierung des Zellwachstums und die
Differenzierung der Milchdriise (Oka et al. 1991).

Bei Miusen unterdriickt TGFp das Wachstum der Epithelzellen, das Zitzenwachstum
und die Morphogenese behandelter Milchdriisen (Knabbe et al. 1987). Dieses
wachstumsunterdriickte Zitzengewebe ist histologisch normal, die Auswirkungen sind
reversibel (Silberstein und Daniel 1987). Eine Uberexpression von TGFP wihrend der
Pubertit reduziert die Wachstumsrate des Zitzenkanals (Daniel et al. 1996). Die
Expressionsspiegel von TGFo und TGFB1 bei der Milchkuh sind wihrend der
Laktogenese und Galaktopoiese sehr niedrig, sie steigen wihrend der Mammogenese in
erstmalig belegten Férsen. Wihrend der Mammogenese von Firsen vor der ersten
Belegung und wihrend der Involution sind die Expressionsspiegel beider Gene am
hochsten. In der Milchdriise von Rindern sind das wachstumsverbessernde TGFoa und
das wachstumsunterdriickende TGFB1 gleichzeitig exprimiert. Beide
Wachstumsfaktoren haben wihrend der Proliferation und der Reorganisation der
Milchdriisengewebe eine autokrine oder eine parakrine Funktion (Plath et al. 1997).

In bestimmten Brustkrebszellen (MCF-7) ist TGFB ein hormonell regulierter
Wachstumsinhibitor mit moglichen autokrinen und parakrinen Funktionen (Knabbe et
al. 1987).

Beim Schwein wurde TGFa auf Chromosom 3q, TGFp auf Chromosom 10p kartiert
(Hu et al. 1997). TGFB1 wurde mit enger Kopplung zum Marker SW1067 am Genort
Sscr6ql1-q22 kartiert. Ebenfalls wurde eine A/G Transition im Exon 5 des TGFp1-
Gens detektiert. Es konnte keine signifikante Assoziation des Genotyps zum
Stiilpzitzendefekt im Schwein festgestellt werden, jedoch zur Anzahl der Stiilpzitzen

und zur Gesamtanzahl der Zitzen im Gesduge (Chomdej 2005, Wimmers et al. 2002a).
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2.2.4.6 Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren

Die Familie der insulin-like growth factors (IGF) bildet eine Familie von Peptiden, die
das Wachstum und die Entwicklung bei Sdugern wesentlich beeinflussen. Die insulin-
like growth factor-binding protein (IGFBP) binden mit hoher Affinitit an die beiden
Formen IGF1 und IGF2. Diese sowie der IGF-Rezeptor sind fiir das normale Wachstum
und die normale Entwicklung des Organismus notwendig. IGF1 ist fiir die prinatale und
postnatale Entwicklung wichtig, wihrend IGF2 nur wéhrend der prinatalen Stadien von
Bedeutung ist (Butler und LeRoith 2001). Parakrines, und nicht endokrines IGF1, ist fiir
die Morphogenese der Zitzenverzweigung notwendig (Richards et al. 2004).

Wihrend der Entwicklung der Zitze vermittelt IGF1 die GH-Aktivitit in der
Galaktopoiesis und in der Morphogenese der Milchdriisenkanile (Kleinberg et al. 2000,
Oka et al. 1991). Versuche mit IGF1-knock-out Méusen zeigten, dass diese nur ein
Zitzenrudiment bilden, ansonsten ist die Ausdehnung der Kanile in das Fettgewebe
trotz steigender GH-Spiegel nur limitiert (Liu und LeRoith 1999, Ruan und Kleinberg
1999). Auch durch GH- und Ostradiol-Injektionen konnte das Wachstum der
Milchdriise in vivo nicht stimuliert werden. Eine Behandlung mit IGF1 und E2 hingegen
kann die Anzahl der Kanalstrukturen effizient stimulieren (Beamer und Eicher 1976,
Keough und Wood 1979, Richards et al. 2004) Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
intakte GH-IGF1-Achse fiir die postnatale Bildung der Zitzenkanile von Bedeutung ist.
IGF1 spielt wahrscheinlich auch wéhrend der Trichtigkeit und der Laktation eine Rolle
(Kleinberg et al. 2000). Normale Miuse exprimieren Transkripte des IGF1-Gens und
des IGF1-Rezeptor-Gens in den Vorstufen der Milchdriisen wihrend der pubertalen
Wachstumsphase (Richert und Wood 1999).

IGF1 reguliert die Laktation durch Stimulation der Mitogenese, durch Unterdriickung
der Apoptose und durch teilweise Vermittlung der Effekte vom Wachstumshormon auf
die Laktogenese. Zitzenspezifische transgene Uberexpression von IGF1 erhoht die
Menge von IGFl und IGFBP signifikant, sie beeinflusst jedoch nicht die
Laktationsfiahigkeit beim Schwein (Monaco et al. 2005).

Beim Schwein kodiert das IGF1-Gen mit 567bp fiir 130 Aminosduren und ist auf
Chromosom 5 lokalisiert (Inage-Miyake et al. 2005, Robic et al. 1996, Wintero et al.
1994). Das IGF1-Gen enthilt eine Wiederholung eines (CA) Dinukleotids in der 5°-

flankierenden Region, sodass das Gen auch als Mikrosatellitenmarker eingesetzt wird
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(Kirkpatrick 1992, Rohrer et al. 1996). Das IGF2-Gen kodiert fiir 181 Aminosiuren und
besteht aus einer 1.483bp Sequenz (Catchpole und Engstrom 1990, Muller und Brem
1990).

2.2.477T Parathyroid hormone-related peptide

Das PTHrP-Gen, auch parathyroid hormone-like hormone (PTHLH) Gen genannt, und
sein Rezeptor (PTH/PTHTrP) sind wichtige Regulatoren fiir die Zellentwicklung und fiir
die Differenzierung wihrend des Wachstums (Wysolmerski und Stewart 1998). Das
PTHrP wird von vielen Zellen synthetisiert und agiert als ein lokaler parakriner oder
autokriner Faktor, der Zellwachstum und Differenzierung beeinflusst. Das PTHrP-Gen
und der PTH/PTHrP-Rezeptor repriasentieren eine Epithel-Mesenchym-Interaktion, die
fiir die Zitzenmorphogenese notwendig ist, wobei die Stromazellen die PTHrP-Aktivitit
in der Milchdriise entscheidend beeinflussen (Dunbar et al. 1998, Wysolmerski et al.
1998). PTHrP wird von dem dufleren NéhrstoffgefiBsystem der Milchdriise produziert.
Die Regulierung der PTHrP-Synthese durch die laktierende Driise sowie der Einfluss
auf den regionalen Blutfluss und die Calciumsekretion zeigen die Bedeutung des PTHrP
in der Milchdriise wihrend der Laktation (Thiede 1994). Bei Kiihen ist die PTHrP-
mRNA wihrend der spiten Trichtigkeit und in der Laktation exprimiert (Wojcik et al.
1998).

Bei transgenen Miusen verhindert eine Uberexpression des PTHrP-Gens unter anderem
die vollstandige Morphogenese der Kanalsysteme der Milchdriise (Wysolmerski et al.
1994, Wysolmerski et al. 1995). Eine Uberexpression dieses Gens vor der Geburt kann
zu Defekten der Verzweigung der Zitzenkanédle wéhrend der Pubertét fithren. Eine
Uberexpression wihrend der Pubertit verringert die Verlingerungsrate der Zitzenkanile
(Dunbar et al. 2001).

Die Regulierung des Zellverhaltens durch PTHrP ist von zentraler Bedeutung fiir das
Uberleben und die Morphogenese des Zitzenepithels und fiir die Formung der Zitze.
PTHrP wird in den Epithelzellen der Zitzenknospen gebildet und interagiert wéhrend
der embryonalen Zitzenentwicklung mit dem umgebenden Mesenchymgewebe. Fehlt
das PTHrP-Signal, entwickeln sich die Zitzenepithelzellen wieder zu einer Epidermis
zuriick. AuBerdem werden die Zitzenkanile nicht gebildet und die Zitzen nicht geformt

(Foley et al. 2001). In vitro Studien haben gezeigt, dass in vivo PTHrP eines der
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Schliisselelemente fiir die lokale Kontrolle der invasiven Prozesse wihrend der
Entwicklung von Brustkrebs sein kann (Luparello et al. 1997).

Das porcine PTHLH-Gen besteht aus einer 1.336 Nukleotide kodierenden Region und
wurde auf Chromosom 5 kartiert. Im Vergleich zum PTHLH-Gen anderer Spezies ist
die Sequenz stark konserviert (Chomdej et al. 2004). Eine Punktmutation in der
kodierenden Region zeigt eine signifikante Assoziation zu der Anzahl der Zitzen und

dem Zitzendefekt Stiilpzitze (Chomdej 2005).

2.2.4.8 Weitere Gene, die die Milchdriise beeinflussen

Im Zusammenhang mit der Milchdriise werden viele Gene beschrieben, die die
Zitzenentwicklung und/oder die Milchzusammensetzung beeinflussen. Einige Gene
stehen in engem Zusammenhang zu bereits beschriebenen Hormonen und Genen, sie
sind daher ebenfalls mogliche Kandidatengene fiir die Detektion des genetischen

Hintergrunds der Ursache des Stiilpzitzendefektes.

Die janus kinase 2 (JAK2) ist eine Hormon-Rezeptor-gekoppelte Kinase, die die
Phospholierung des Tyrosin, die Aktivierung von Signaliibertrigern sowie den signal
transducter and activator of transcription (STAT) vermittelt. Da ein Defizit dieser
Kinase zum embryonalen Tod fiihrt, ist es schwierig, die biologische Relevanz der
JAK2-STAT-Signalisierung zu untersuchen. JAK2-defiziente Weibchen sind aufgrund
einer unvollstindigen Alveolarentwicklung nicht zur Laktation fdhig. Eine
vergleichende Analyse mit STATSa/b-knock-out ergab, dass ein JAK2-Defizit auch die
durch die Trachtigkeit induzierte Morphogenese der Verzweigungen verhindert. Fiir die
Proliferation und Differenzierung der Alveolarzellen und auch fiir ihre Erhaltung

withrend der Laktation ist JAK2 notwendig (Wagner et al. 2004).

STATS ist ein Transkriptionsfaktor, der fiir die funktionierende Entwicklung des
Zitzengewebes notwendig ist (Liu et al. 1997). Bei Abwesenheit von STAT5a sind die
alveolare Proliferation und die funktionelle Differenzierung unzureichend (Liu et al.
1998). Die durch PRL induzierte Phosphorylierung von STATS stellt ein
Schliisselereignis in der Milchdriisenentwicklung und -differenzierung dar. Neben PRL

konnen auch GH und EGF den Faktor STATS in unterschiedlichen Bereichen der
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Zitzengewebe aktivieren. Dies reprisentiert ihre spezifische Aufgabe wihrend der

Kanal- und Alveolarentwicklung und der Differenzierung (Gallego et al. 2001).

Die Mitglieder der v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
(ERBB) Familie sind Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Sie und ihre Liganden sind in die
Mammogenese eingebunden. Mause mit Cre-lox-vermittelten Deletionen der beiden
Allele des  Erbb4-Gens  wihrend der  Entwicklung der  Milchdriise
(ERBB4FLOX/FLOXWAP-Cre) reichern keine Lobuloalveoli an. Diese Deletion trigt
teilweise zu einer fehlerhaften Proliferation des Epithels bei. Eine Analyse des
Zitzenfaktors fiir die Differenzierung STATS ergab ein komplettes Fehlen der STATS-
Aktivitat im ERBB4FLOX/FLOXWAP-Cre-Zitzenepithel bei der Befruchtung. Defekte
in der funktionellen Differenzierung des Epithels wihrend der Befruchtung werden von
einer starken Reduzierung der Expression der STATS-regulierten Gene Kasein-beta und
Molkeprotein begleitet. ERBB4-Gene sind fiir die Vermittlung der Signalisierung des
STATS notwendig, bei Miusen fiihrt ein Verlust dieser Aktivitit zu einer fehlerhaften
Differenzierung der Milchdriisen (Long et al. 2003).

Das FSH beeinflusst die Reproduktion von Sdugern (Fan und Hendrickson 2005). Es
gehort wie TSH, LH und chorionic gonadotropin (CG) zu der Glykoproteinfamilie der
Hypophysenhormone (Simoni et al. 1997, Themmen und Huhtaniemi 2000). Das FSH-
Gen besteht aus zwei post-translatorisch veridnderten Subeinheiten, die biologisch aktiv
sind. Die Expression des FSH-Gens wurde ebenfalls in der Milchdriise festgestellt
(Greenberg et al. 1991).

Die peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (PINI) reguliert die Funktion einiger
phosphorylierten Serin-Threonin-Proline iiber eine Isomerisation der phosphorylierten
Serin-Threonin-Prolin-Verbindung. Junge PIN1” Miuse entwickeln sich normal, sie
zeigen jedoch verschiedene Abnormalititen der Zellproliferation. Bei erwachsenen
PIN1”" Musen findet keine massive Veriinderung der Proliferation des Brustepithels in
Verbindung mit der Trichtigkeit statt. Viele der PIN1-defizienten Phénotypen, auch die
Unterentwicklung der Milchdriise, sind ebenfalls bei Cyklin-D1-defizienten Miusen

charakteristisch. Die Phanotypen der Miuse mit einem Verlust der Funktion von Pinl
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zeigen somit auch die Cyklin-DI1-null Phédnotypen. PINI ist fiir die Erhaltung der
Zellproliferation essentiell und reguliert die Cyklin-D1 Funktion (Liou et al. 2002).

Homeobox (HOX) Gene sind in die embryonale Entwicklung eingebunden. Im
Folgenden wird die Funktion der Hox-Gene HOX9 und HOXG®6 fiir die Entwicklung der
Milchdriise beschrieben.

HOXa9, HOXb9 und HOXd9 sind bei der Vermittlung der Expansion und/oder
Differenzierung des Kanalsystems des Zitzenepithels als Reaktion auf die Trichtigkeit
von Bedeutung. Die Milchdriisen von Méusen mit Mutationen in allen drei genannten
Genen scheinen vor der Pubertit normal entwickelt, jedoch als Reaktion zur
Trachtigkeit und Geburt nicht angemessen zu sein. HOXa9, HOXb9 und HOXd9 sind
in der erwachsenen Milchdriise exprimiert, dies zeigt die direkte Rolle dieser Gene in
der Entwicklung des Zitzengewebes nach der Trichtigkeit. Die Mutationen verursachen
in dieser Phase eine Hypoplasie der Milchdriise. Die Gene konnten auch die
Krebsbildung in Milchdriisen beeinflussen (Chen und Capecchi 1999).

Weibliche Miuse mit einem gezielt hervorgerufenen Fehler im HOX6-Gen produzieren
thorakische Milchdriisen, die bei der Geburt unterentwickelt sind. Die Zitzenknospen
sind in diesen Embryonen vorhanden. Neugeborenen Weibchen, die homozygot fiir
diesen Fehler im HOX6-Gen sind, zeigen reduzierte Verzweigungen der
Kanalstrukturen und die Entwicklung des Fettgewebes ist unvollstindig. Das HOX6-
Gen hat somit eine Funktion in der Vermittlung der hormonell regulierten
Kanalexpansion und Regression in erwachsenen weiblichen Individuen (Garcia-Gasca

und Spyropoulos 2000).

Die receptor-linked protein-tyrosin phosphatase LAR, auch protein-tyrosin phosphatase
(PTPRF) genannt, besteht aus zwei intrazellularen Tyrosin-Phosphatase-Regionen und
aus einer Zelladhdsions-molekiilahnlichen extrazelluliren Region mit drei
Immunoglubulin-dhnlichen Regionen. Diese sind mit acht Fibronektin Typ-III-
ghnlichen Wiederholungen kombiniert. Milchdriisen von LAR” Miusen konnen keine
Milch abgeben, da die terminale Differenzierung der Alveoli in der spiten Trichtigkeit

unvollstdndig ist. Die Milchdriisen von diesen Méusen bilden sich nach der Geburt
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schnell wieder zuriick. Die LAR-vermittelte Signalisierung beeinflusst wahrscheinlich

die Entwicklung und Funktion der Milchdriise (Schaapveld et al. 1997).

Maspin gehort zu der Familie der Serin-Protease-Inhibitoren mit einer
tumorunterdriickenden Funktion (Zou et al. 1994). Heterozygote Maspin” " Mause
zeigen eine unvollstandige Kanalentwicklung wihrend der Pubertit. Progesteron kann
das Wachstum jedoch wieder stimulieren. Die Alveolarentwicklung von Maspin®”

Meiusen ist im Vergleich zu Maspin**

Mausen reduziert. Dieser Effekt basierte jedoch
nicht auf das Fehlen des Maspin, sondern auf eine verringerte Expression des
Progesteron bei Maspin” " Miusen. Die Maspin-defizienten Miuse konnten dennoch
ihre Nachkommen wiéhrend der Laktation ohne erkennbaren Defekt mit Milch

versorgen (Shi et al. 2004).

Der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) ist ein nuklearer Rezeptor. Der Ligand dieses
Transkriptionsfaktors, das 1,25-Dihydroxyvitamin-D [/,25-(OH)2D], wird nach der
metabolischen Aktivierung von Vitamin-D durch die spezifischen Hydroxylasen des
Vitamin-D generiert. Der VDR ist in der Milchdriise vorhanden und wird dynamisch
wihrend der Trichtigkeit, der Laktation und der Zitzenriickbildung reguliert. Ein Fehlen
des VDR ist mit einer geringeren Driisenentwicklung wihrend der Pubertét assoziiert.
Weiterhin zeigen Maéuse mit fehlendem VDR eine geringere lobuloalveolare
Entwicklung und eine unvervollstindigte Kasein-Expression wihrend der Tréachtigkeit.
Die Riickbildung nach der Laktation findet im Vergleich zu Miusen mit
funktionierendem VDR nicht statt. Wihrend des reproduktiven Zyklus wirkt der VDR
auf die Zitzenzellumlagerung. Endokrine und autokrine Signale der Stoffwechselwege

konnen durch den VDR vermittelt werden (Zinser und Welsh 2004).
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2.3 Ansitze zur genetischen Untersuchung von Merkmalen

Die Untersuchung der Ursachen fiir die Auspriagung unterschiedlicher Phinotypen ist
das grundlegende Ziel der molekularen Genetik. Bei Nutztieren spielt die Zucht, also
die kiinstliche Selektion der verwendeten Tiere, eine wichtige Rolle. Der Mensch
beeinflusst die Tierpopulationen, um sie fiir verschiedene Ziele einzusetzen. Die
molekulare Genetik kann die traditionellen Methoden der kiinstlichen Selektion
erweitern, die substantielle Steigerung kann gleichzeitig nachgepriift werden (Lande
und Thompson 1990). In den letzten Jahren wurden bei der Identifizierung von Genen,
der Feststellung der Genorte (Kartierung) und der funktionellen Analyse der Gene im
Bereich des Genoms der Nutztiere ein enormer Fortschritte erzielt. Die daraus
gewonnenen Erkenntnisse werden bereits heute in der Nutztierzucht zur Verbesserung
der Produktion und Reproduktion sowie zur Verringerung der Krankheits- und
Defektdisposition angewandt (Rothschild 2003, Spelman und Bovenhuis 1998).
Methoden zur Detektion von Genen, die unterschiedliche Phinotypen verursachen, sind
vielfiltig und fithren haufig in Kombination zur Erreichung des angestrebten Ziels. Die
wichtigsten angewandten Methoden sind die Kopplungskartierung mit der QTL-
Analyse, die Assoziationsanalyse von Kandidatengenen und die Expressionsanalyse zur
Detektion der Transkription mit der Mikroarray-Technologie. Das Ziel dieser Analysen
ist die Detektion von Genombereichen, in denen Marker detektiert werden konnen.
Diese konnen spiter die Effizienz der kiinstliche Selektion in der MAS erhéhen, um den
Selektionserfolg zu verbessern (Gomez-Raya und Klemetsdal 1999).

Die folgende Abbildung 10 gibt einen Uberblick iiber den Stand der aktuell
angewandten Methoden zur Identifizierung von Ursachen fiir die Auspriagung
unterschiedlicher Phédnotypen. Weitere Anwendungen von Verkniipfungen der
einzelnen Methoden wie beispielsweise den expression QTL (eQTL) sind hier nicht

aufgefiihrt.
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markergestiitzte Selektion

Abbildung 10: Ubersicht iiber die Modglichkeiten und Wege zur Detektion der Ursachen
unterschiedlicher Phénotypen (modifiziert nach Geldermann 1988,

Rothschild 2003, Rothschild und Plastow 1999)
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2.3.1 Kopplungsanalyse

Die Kopplungsanalyse, auch positionelles Klonieren genannt, ist ein Prozess des
systematischen Scannens von DNA-Bereichen. Dazu werden DNA-Segmente, meist
hoch variable Segmente wie polymorphe Mikrosatellitenmarker (Kapitel 2.3.1.2),
verwendet, deren Positionen durch Kartierung (Kapitel 2.3.1.1) bekannt sind. Mit diesen
Markern wird die Kopplung der Marker-Varianten (Allele) zum Defekt hergestellt
(Kapitel 2.3.1.3). Die detektierten Regionen werden anschlieend weiter analysiert

(Kwon und Goate 2000).

2.3.1.1 Kartierung

Die Kartierung des Genoms ist die Grundlage aller Genomuntersuchungen. Die
gefundenen Loci werden ihrer Lage auf den Chromosomen zugeordnet. Beim Schwein
wurden nach der PIGQTLDB bis zum Jahr 2005 etwa 2.490 Marker und 1.590 Gene im
Genom Kkartiert (Hu et al. 2005). Man unterscheidet die beiden Varianten physische
auch zytogenetische oder vergleichende Genkarten genannt sowie genetische oder
Kopplungskarten. Die vergleichende Genkartierung ist bei Sdugern in die Identifikation
von Segmenten der konservierten Regionen des Genoms verschiedener Spezies
eingebunden (Yang und Womack 1998). Sie kann die Anordnung von Genen auch dann
bestimmen, wenn die genbasierte Kopplungskartierung nicht praktikabel ist. Die
vergleichende Kartierung kann auch Auskunft iiber die Evolutionsgeschichte geben
(Yang und Womack 1998).

Die Kopplungskarten verwenden nur Informationen innerhalb einer Spezies. Die
Genotypen verschiedener Marker werden ermittelt, anschlieBend wird die Kopplung der
Marker berechnet. Das Mal} der Kopplung zwischen diesen Markern (Rekombination)
gibt iiber den Abstand der Marker zueinander Auskunft. Marker mit hoher
Rekombination liegen weit voneinander entfernt. Ist die Rekombination sehr niedrig,
liegen die Marker dicht nebeneinander. Marker mit der Rekombination von Null liegen
wahrscheinlich am gleichen Genort auf einem Chromosom. Mit Radiation Hybrid
Panels konnen Kopplungen zwischen verschiedenen Markern und untersuchten

Markern oder Genen ermittelt und der Genort bestimmt werden.
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Verschiedene Zusammenschliisse von Wissenschaftlern bieten die Verwendung
publizierter Genkarten an, um eigene Ergebnisse iiberpriifen zu kénnen. Die wichtigsten
Programme, im Rahmen derer in den 1990er Jahren Genkarten vom Schwein
veroffentlicht wurden, sind USDA von der US-amerikanischen Gruppe (Rohrer et al.
1994), PigMaP von der Forschergruppe aus Europa (Archibald 1994) sowie das
Programm bestehend aus Wissenschaftlern der Nordic-Gruppe (Ellegren 1993), die in
weiteren Publikationen miteinander verglichen wurden (Bornemann-Kolatzki 2004).
Beim Vergleich der Genkarten wurden Langenunterschiede zwischen den Genkarten,
jedoch keine signifikant unterschiedlichen Lédngen, festgestellt. Weiterhin waren die
extremen Unterschiede zwischen der amerikanischen und der schwedischen Genkarte
mit den Unterschieden zwischen den Genkarten weiblicher und minnlicher Schweine
vergleichbar. Die porcine weibliche Genkarte ist, gemessen in centimorgan (cM)
Einheiten, um den Faktor 1,3 groBer als die porcine minnliche Genkarte (Archibald
1994, Marklund et al. 1996). Die Abstinde der Marker zueinander konnen ebenfalls
zwischen Familien unterschiedlich sein, die Anordnung der Marker stimmt jedoch meist
iiberein (Geldermann et al. 1996). Um die vollstindige Information zu erhalten, sollten
jedoch Informationen aus physikalischen Genkarten hinzugezogen werden (Ollivier
1995).

Die Lokalisierung von Defekten im Genom bildet mit den Kenntnissen iiber die

Ursachen die Basis fiir die weitere Untersuchung eines Defekts (Kiithn 1997).

2.3.1.2 Mikrosatelliten als genetische Marker

Zur Entwicklung von Genkarten konnen verschiedene Marker eingesetzt werden. Dazu
zdhlen alle Bereiche des Genoms, die in Abbildung 11 dargestellte kodierende und nicht
kodierende nukleare DNA (Ellegren 1993). Mikrosatelliten, Punktmutationen (SNP)
und Polymorphismen der Fragmentlingen (AFLP) sind besonders hiufig eingesetzte
Genmarker (Rothschild 2003).

Nur wenige Mikrosatelliten befinden sich im Exon, meist liegen sie in den nicht
kodierenden Bereichen der DNA (Moore et al. 2003, Stallings et al. 1991). Die
Entstehung von Mikrosatelliten konnte durch Synthese repetitiver Einheiten durch
Slippage in vitro nachvollzogen werden (Schlotterer und Tautz 1992). Im Hinblick auf

die Entwicklung von solchen Tandem-Wiederholungen werden zwei Theorien
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diskutiert. Diese sind die Moglichkeiten der Entstehung der Mikrosatelliten durch
ungenaue Replikation sowie durch das Auftreten von Crossing-over Ereignissen
(Bullock et al. 1986, Harding et al. 1992, Levinson und Gutman 1987a, Levinson und
Gutman 1987b, Mahtani und Willard 1993, Morral et al. 1991, Smith 1976).

nukleare DNA

Protein kodierende DNA nicht kodierende DNA

[ |
Einzelkopie DNA repetitive DNA

vermischte Elemente

Tandem-Wiederholungen
SINEs LINEs

Minisatelliten Satelliten-DNA Mikrosatelliten Telomere

Abbildung 11: Aufbau des Genoms von Sidugern (nach Ellegren 1993)

Mikrosatelliten lassen sich aufgrund der Lidnge ihrer Wiederholungseinheiten in Di-,

Tri-, und Tetranukleotidmotive unterteilen, sowie in:

(a) perfekte Mikrosatelliten ohne Unterbrechung der Wiederholungseinheit, z.B. (CA)4

(b) nicht perfekte Mikrosatelliten, bei denen das Motiv unterbrochen und umgekehrt
wird, z.B. (CA)1GT(AC),

(c) Compound-Mikrosatelliten mit mehreren Sequenzmotiven mit oder ohne

Unterbrechungen und Umkehrungen, z.B. (AC);;(TC)g

Im Genom von Schweinen findet man am héufigsten (GT), oder (CA), Dinukleotid

Wiederholungssequenzen (Wintero et al. 1992).
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Die Gesamtlingen der Mikrosatelliten variieren héufig stark zwischen verschiedenen
Individuen, da Mikrosatelliten beim Schwein eine hohe Mutationsrate von 7%107 pro
Locus und Gamet aufweisen. Die unterschiedlichen Lingen der Mikrosatelliten findet
man auch hdufig innerhalb einer Familie. Mikrosatelliten-Allele werden nach den
Mendelschen Gesetzen vererbt, sie sind als Genmarker besonders gut geeignet
(Bornemann-Kolatzki 2004, Johansson et al. 1992). Die meisten dieser Marker haben
mehrere Allele, die den Grad der Polymorphie (PIC) bestimmen. Dieser PIC kann
berechnet werden, um die Informativitit des Markers zu ermitteln. Die Unterschiede der
Mikrosatelliten lassen sich auch an diesem erkennen, der PIC liegt in Untersuchungen
zwischen 0,42 bis 0,84 (Fredholm et al. 1993, Johansson et al. 1992). IThre Verwendung
ist daher besonders interessant in Kopplungsanalysen, da ein hoher Informationsgehalt
der Marker die Leistung von Analysen erhohen kann, besonders bei Elternpopulationen

mit unterschiedlichen Allelen (Ovilo et al. 2002).

2.3.1.3 QTL-Kartierung

Ein Ansatz zur Identifizierung der verursachenden Gene fiir ein Merkmal ist die QTL-
Analyse. Sie analysiert die Kopplung zwischen Genorten, um so die
Chromosomenregionen zu lokalisieren, in denen Kandidatengene liegen. Das Hauptziel
der QTL-Untersuchungen ist Regionen auf Chromosomen zu detektieren, die zur
Verbesserung von Merkmalen beitragen konnen und die eventuell in die Selektion mit
Genmarkern integriert werden konnen (Spelman und Bovenhuis 1998). Es wurden
bereits signifikante Forschungserfolge bei der Identifikation von QTL, die 6konomisch
interessante Merkmale in Nutztieren beeinflussen, erzielt (Moody et al. 2003). Beim
Schwein wurden QTL-Regionen fiir Wachstum, Schlachtkorper- und Fleischqualitét auf
fast allen Chromosomen und QTL-Regionen fiir reproduktive Merkmale auf vielen
Chromosomen festgestellt (Hu et al. 2005, Rothschild und Plastow 1999).

Fiir die Kopplungsanalysen werden hdufig Mikrosatelliten verwendet, da sie aufgrund
ihrer polymorphen Allele die Leistung der Analysen erhohen (Ovilo et al. 2002). Da die
Lokalisierung vieler Mikrosatelliten auf den Chromosomen anhand von publizierten
Genkarten bekannt ist, konnen Marker mit definierten Abstinden zueinander gewihlt
werden. Fiir eine erste Detektion von Genorten wird meist eine grobe Kartierung

gewihlt, wobei nur wenige Marker auf allen Chromosomen ausgewihlt werden. Diese



Literaturiibersicht 56

werden in einer Population genotypisiert, anschlieBend wird die Signifikanz der
Kopplungen mithilfe von LOD-Score (logarithmic odds ratio) Berechnungen verifiziert.
Bei der Auswahl der Population werden haufig stark divergente Rassen gekreuzt und als
Versuchspopulationen verwendet. Diese werden in der kommerziellen Zucht nicht in
dieser Form verwendet. Meist werden Eltern kommerzieller Rassen mit Eltern
exotischer Rassen gekreuzt, da eine grofle genetische Distanz zwischen den Rassen
erwartet werden kann. Der PIC ist in solchen Kreuzungspopulationen meist hoher, sie
sind somit hiufig informativer als kommerzielle Populationen. Die Ubertragung der
Ergebnisse muss jedoch in kommerziellen Populationen durch weitere
Kopplungsanalysen oder Assoziationsanalysen bestitigt werden. Weiterhin werden die
gefundenen Genregionen hdufig mit neuen Markern, die geringere Abstinde zueinander
haben, detaillierter kartiert.

In nachfolgend durchgefiihrten Bestdtigungsstudien sollten die Ergebnisse der QTL-
Analysen in unabhédngigen Populationen iiberpriift werden, da Studien, basierend auf
QTL-Analysen, populationsabhingig sind (Gerbens et al. 2000). Populations-
unterschiede konnten dabei zur Erkldarung nicht iibereinstimmender Ergebnisse dienen
(Spelman und Bovenhuis 1998).

Nur zwei Studien wurden bisher zur Detektion von QTL verschiedene interessante
Regionen auf unterschiedlichen Chromosomen identifiziert werden (Oltmanns 2003, Un
2002). In verschiedenen Untersuchungen konnten jedoch QTL fiir die Zitzenzahl beim
Schwein auf fast allen Chromosomen gefunden werden (Cassady et al. 2001, Hirooka et
al. 2001, King et al. 2003, Rodriguez et al. 2005, Wada et al. 2000). Bei Rindern spielt
die Milchleistung fiir die Produktivitit eine groBe Rolle. Daher wurden viele QTL-
Studien beziiglich Milchleistungsmerkmalen, jedoch auch hinsichtlich der anatomischen
Anordnung des Euters durchgefiihrt (Ashwell et al. 2005, Chen et al. 2006, Hiendleder
et al. 2003, Plante et al. 2001, Schrooten et al. 2000).
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2.3.2 Assoziationsanalyse — Untersuchung von Kandidatengenen

Ein weiterer Ansatz zur Detektion der Ursachen verschiedener Merkmale ist der
funktionelle oder direkte Kandidatengenansatz. Gene werden aufgrund der
physiologischen Bedeutung der Proteine, die sie kodieren, von vorneherein (a priori),
ausgewihlt.

Fiir einige Merkmale existieren solche a priori Kandidatengene nicht, da das
biologische Modell und die physiologischen Zusammenhinge unbekannt sind. Fiir
solche Merkmale wird hdufig der positionelle Kandidatengenansatz angewandt. Die
erste Analyse der Kopplung von Markern wird meist iiber alle Chromosomen
durchgefiihrt. Als Ergebnis werden Regionen abgeleitet, die tausende von Genen
umfassen konnen. Zur besseren Identifizierung konnen interessante Genorte weiter
eingegrenzt werden, um die Anzahl von Genen, die sich in den Regionen befinden, zu
minimieren. Die Selektion der Loci ohne a priori Gene basiert meist auf einer
Kombination von QTL-Kartierung, Feinkartierung und auch biologischer Intuition
(Wayne und MclIntyre 2002). Daher ist es einfacher beide Kandidatengenansitze
miteinander zu verbinden. Die Genorte werden in QTL-Analysen identifiziert,
anschliefend werden physiologisch interessante Gene in den detektierten Regionen als
positionelle und funktionelle Gene ausgewihlt und weiter untersucht. Die Basensequenz
von Kandidatengenen wird ermittelt. Verdnderungen in der Abfolge der Basen, meist
Punktmutationen (SNP), werden untersucht. Beide Ansitze basieren auf
Assoziationsstudien zwischen diesen genetischen Polymorphismen, die in den
Kandidatengenen identifiziert wurden, und dem phénotypischen Merkmal (Spotter und
Distl 2006). Bei Untersuchungen von Kandidatengenen wird die Nullhypothese
aufgestellt, ob bestimmte Allele eines Gens hidufiger im Zusammenhang mit einer
unerwiinschten Merkmalsausprigung gefunden werden als in Individuen ohne diese
Ausprigung (Kwon und Goate 2000). Die Kandidatengene kénnen auch als bi-allele
Marker in den QTL-Analysen verwendet werden, sie sind jedoch weniger informativ als
multi-allele  Marker wie Mikrosatelliten. Werden mehrere verschiedene
Polymorphismen in dem Gen detektiert und genotypisiert, konnen auch die Haplotypen
fiir die Analyen gebildet werden. Die Suche nach Verdnderungen im Genom fokussiert
sich vor allem auf die kodierenden Regionen des Genoms (Exon), da diese die Struktur

und die Zusammensetzung der kodierten Proteine verdndern konnen. Héufig sind solche



Literaturiibersicht 58

Polymorphismen jedoch keine verursachenden und verdndernden Mutationen. In vielen
untersuchten Kandidatengenen kann eine Assoziation eines Allels oder einer Reihe von
Allelen zu dem untersuchten Merkmal gefunden werden. Das Gen liegt jedoch nur sehr
nahe an dem Genort mit dem eigentlichen kausalen Gen (Kwon und Goate 2000, Ovilo
et al. 2002). Fiir die Anwendung von Ergebnissen aus Kandidatengenanalysen fiir
Gentests ist ein Vorwissen iiber den Defekt erforderlich. Dies ist insbesondere in der
Humangenetik von enormer Bedeutung, dort wird der Kandidatengenansatz bereits bei
der Alzheimer-Erkrankung und dem Alkoholismus angewandt (Kwon und Goate 2000).
Fir den Erbfehler Stiilpzitze wurden bisher ausschlieBlich am Institut fiir
Tierwissenschaften =~ der  Rheinischen  Friedrich-Wilhelms-Universitit ~ Bonn
Kandidatengenstudien durchgefiihrt. Es konnten dabei Assoziationen zwischen dem
Phinotyp Stiilpzitze sowie verwandter Merkmale wie der Zitzenzahl zu den Genen des
AR, RLN, TGFB1 und PTHLH festgestellt werden (Chomdej 2005, Chomdej et al.
2004, Trakooljul et al. 2004, Wimmers et al. 2002a, Wimmers et al. 2002b). Weitere
Studien konnten Assoziationen zwischen den Varianten verschiedener Gene zu
Merkmalen der Milchleistung zeigen (Short et al. 1997, van Rens und van der Lende
2002). Eine statistische Untersuchung unter Anwendung zweier verschiedener Ansitze,
die auch die Zitzenmerkmale beim Schwein betrachtete, ergab, dass es Hauptgene fiir
die Merkmale gute Zitzen und Zitzenzahl gibt (Sanchez et al. 2003).

Beim Rind wurden verschiedene Genvarianten, beispielsweise Polymorphismen
identifiziert, die einen signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der Milch haben
(Brym et al. 2004, Brym et al. 2005, Falaki et al. 1996, Leonard et al. 2005).

Der Kandidatengenansatz eignet sich neben der direkten Anwendung fiir Gendiagnosen
ebenfalls sehr gut dazu die Genarchitektur von komplexen Merkmalen zu studieren
(Wayne und McIntyre 2002). Die Kombination von Kopplungsanalyse und
Kandidatengenansatz ist bislang der erfolgreichste Ansatz zur Identifizierung von

krankheits- oder merkmalsverursachenden Genen (Kwon und Goate 2000).
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233 Expressionsanalysen — Entwicklung von Mikrochips

Die Expressionsanalyse stellt die Verbindung zwischen Genom und Transkriptom, die
Transkription der DNA zur RNA (einzelstringige Nukleinsdure), dar. Fiir die
Expressionsanalyse wird RNA verwendet, sodass nur die kodierende Region des
Genoms betrachtet wird. Die grundlegende Analyse ist die Erstellung einer Liste der
Gewebearten, in denen verschiedene Gene exprimiert sind, die in der ndchsten Ebene,
im Proteom, die Basentriplets fiir die verschiedenen Aminoséduren kodieren. Die Menge
an RNA, die auch Einfluss auf das Potenzial zur Translation des Gens in dem
entsprechenden Gewebe hat, kann beispielsweise durch Real-Time Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) festgestellt werden. Die Mikroarray-Analyse setzt eine
unterschiedliche Expression von Genen innerhalb eines Gewebes zwischen Individuen
mit variablen Phédnotypen oder in verschiedenen Entwicklungsstadien voraus. Im
Vergleich zu Majorgenanalysen mit phénotypischen Daten, Kandidatengen-Analysen
oder QTL-Kartierungen erhoht sich die Aussagekraft der Experimente bei der
Anwendung der Mikroarray-Analyse. Dabei werden viele Gene gleichzeitig erfasst und
die Expressionsunterschiede beschrieben. Die Anwendung dieser Methode kann zu
einem verbesserten Verstdndnis der biologischen Prozesse fiihren (Moody et al. 2003).
Ziel der Anwendung von Mikroarrays in Untersuchungen ist die Identifizierung von
neuen Genen und die Uberpriifung von Hypothesen, die den Zusammenhang zwischen
Genen und Merkmalen beschreiben. Diese Unterschiede der Genexpression kénnen
jedoch auch auf einer natiirlichen Variabilitit basieren. Bei Gewebeuntersuchungen von
Maiusen wurde eine Variabilitit der gepriiften Transkripte von 0,8 %, 1,9 % und 3,3 %
in Leber, Hoden und Niere festgestellt. Die Expressionslevel variierten in mehr als
einem Gewebe signifikant (Pritchard et al. 2001). Daher ist die Planung von
Mikroarray-Experimenten fiir eine sinnvolle Interpretation der Ergebnisse von
Bedeutung. Neben den technischen Variationen, deren Entwicklung erstmals in den
1990er Jahren beschrieben wurden (Schena et al. 1995), miissen auch biologische und
experimentelle Variabilititen kontrolliert werden, um detektierte
Expressionsunterschiede der verwendeten Gene als Ergebnis ausschlieBlich natiirlicher
Variation auszuschlieen. Daher sind biologische und technische Wiederholungen der
Experimente notwendig. Insbesondere die Transkription der RNA zu Proteinen ist von

biologischer Relevanz, da die Variationen der mRNA-Expression nicht zwangsldufig
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die Funktion der Gene hinsichtlich der Ebene des Proteoms verdndert (Moody et al.
2003).

Die Mikroarray-Analyse ist besonders fiir solche Merkmale interessant, fiir die nur
wenige a priori Kandidatengene, basierend auf dem biologischen Modell, bekannt sind.
Die Verwendung von QTL-Studien mit anschlieBender Feinkartierung fiihrt noch zu
einer hohen Zahl an Genen, deren Untersuchung zeit- und kostenaufwiindig wire. Daher
konnen durch Kombination von QTL-Kartierung und Feinkartierung mit Arrays
positionelle Kandidatengene fiir das Merkmal selektiert werden. Eine Kombination
solcher Ansidtze kann die Anzahl an gefundenen Genen von zundchst iiber tausend
positionellen Loci auf wenige Kandidatengene reduzieren (Wayne und Mclntyre 2002).
Die bestitigten Gene konnen anschlieend in aufwindigen Analysen wie TagMan oder
RNAi (RNA-Interferenz) untersucht werden, um eine Korrelation zwischen mRNA-
Expression in natiirlichen Populationen und Variationen des untersuchten Merkmals
festzustellen. Die Kombination von QTL-Kartierung und quantitativer Mikroarray-
Analyse kann zu vorher nicht bekannten Kandidatengenen fiihren. Dies ist ein
bedeutender Schritt fiir die funktionelle Analyse von Genotyp-Phinotyp-Beziehungen
(Wayne und Mclntyre 2002).

Die Milchdriise ist ein exzellentes Modellsystem zur Untersuchung der Regulation der
Entwicklung und funktionellen Differenzierung eines Organs. Der grofite Teil der
Milchdriisenentwicklung geschieht postnatal. Dabei unterliegt die Milchdriise wéahrend
der Trachtigkeitszyklen einem stark regulierten Ablauf von extremem Wachstum nach
innen, Verzweigung, Differenzierung, Sekretion, Apoptose und Remodellierung
(Clarkson et al. 2004, Stein et al. 2004). Verschiedene Arbeiten zeigen, dass die
Mikroarray-Analyse zur Charakterisierung von komplexen Entwicklungssystemen und
Prozessen wihrend der verschiedenen Stadien der Milchdriisenentwicklung verwendet
werden kann. Ebenfalls sind Oligonukleotid-Mikroarrays ein niitzliches Hilfsmittel fiir
die Identifizierung von Genen, die in die frithe Riickbildung der Milchdriise der Maus

eingebunden sind (Clarkson et al. 2004, Stein et al. 2004).



Literaturiibersicht 61

234 Markergestiitzte Selektion

Die MAS setzt direkt zur Verbesserung von Merkmalen mithilfe von Ergebnissen aus
der Genomanalyse an. Die Methoden zur Detektion von genetischen Ursachen fiir die
verschiedenen Merkmalsausprigungen stellen die dazu notwendigen Informationen der
molekularen Strukturen zur Verfiigung (Forster 1992, Lande und Thompson 1990). Bei
der MAS konnen direkte und indirekte Gentests verwendet werden.

Das gesuchte Gen sowie die Genvariante sind bei der indirekten Gendiagnose
molekularbiologisch unbekannt. Polymorphe Marker werden eingesetzt, um eine
Wahrscheinlichkeitsaussage iiber den zu erwartenden Phinotyp des Individuums zu
treffen. Die Triger des ungewiinschten Merkmals werden iiberwiegend ausgeschlossen.
Die indirekte Gendiagnose ist jedoch meist nur bei einem spezifischen, meist
familienabhidngigen genetischen Hintergrund zutreffend. Besonders bei Markern, die
aus QTL-Studien entwickelt wurden, muss vor der Anwendung getestet werden, ob der
QTL zutreffend ist und in der Zuchtpopulation segregiert (Spelman und Bovenhuis
1998). Der direkte Gentest hat demgegeniiber eine hohere Testsicherheit, da das Gen
und die Defektmutante identifiziert sind (Forster 1992). DNA-Marker werden
wahrscheinlich zu einem niitzlichen Instrument zur Detektion von genetischen
Defekten. Ihre Anwendung kann zum Ausschluss betroffener Tiere oder
Merkmalstrager aus der Zucht fiihren. Die DNA-Marker dienen somit als
Selektionshilfe in der Zucht landwirtschaftlicher Nutztiere (Ovilo et al. 2002, Thaller et
al. 1996). Reproduktive Merkmale eignen sich neben Erbfehlern gut fiir die MAS.
Aufgrund der FEinbeziehung genetischer Marker in die Selektion konnen
Generationsintervalle verkiirzt werden. MAS wird schon in Zuchtprogrammen zur
Verbesserung der Wurfgroe eingesetzt. Das Gen des ER wird dabei als genetischer
Marker verwendet (Rothschild et al. 1997, Short et al. 1997, Spotter und Distl 2006,
Spotter und Andersson 1998).

Bei der Anwendung der Gentests in der MAS ist zu beachten, dass auch Tiere, die
Merkmalstrager sind, eine ziichterische Notwendigkeit haben konnen. So geben Kiihe
mit dem Weaver Syndrom eine groBlere Menge Milch, stresslabile Schweine, die Triger
der MHS sind, haben eine groBere Fleischfiille, auch wenn ihre Fleischbeschaffenheit

schlechter ist (Forster 1992, Otto et al. 2005).
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Bei geschlechtslimitierten Merkmalen erlaubt die Moglichkeit, die molekulare Ebene
einzubeziehen, auch die Selektion von miénnlichen (oder je nach Merkmal von
weiblichen) Tieren, bei denen das Merkmal nicht erfasst werden kann (Spotter und Distl
2006). Jedoch gilt fiir die Anwendung der MAS, dass die Kosten-Nutzen-Relation fiir
Merkmale mit hoher Heritabilitidt geringer ist (Gomez-Raya und Klemetsdal 1999).

QTL-Studien fiir Merkmale der Milchleistung und Eutergesundheit bei Rindern zielen
sehr stark auf die Detektion von Markern ab, die in der MAS fiir die Tierzucht mit der
Verbesserung der Merkmale eingesetzt werden konnen. Es wurden verschiedene Gene,
darunter auch der GHR als Marker, die die Milchzusammensetzung beeinflussen,
detektiert (Ashwell et al. 2004, Cohen-Zinder et al. 2005, Looft et al. 2001, Winter et al.
2002). Die Anwendung der MAS konnte insbesondere bei reproduktiven Merkmalen in
der Schweineproduktion zu einer Verbesserung der Selektion fiihren (Cassady et al.

2001).
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3 Material und Methoden

3.1 Ubersicht iiber den Versuchsplan

Ergebnisse der QTL-Analysen der
DUMI-Population

¢

Probensammlung kommerzieller Tiere

Erfassung der Phinotypen

Bildung einer Familienstruktur

—

o . Auswabhl zusitzlicher Marker auf den
Bestitigungsanalyse bei

interessanten Chromosomen aus der

DUMI-Population

kommerziellen Tieren

~L \

e feinere Kartierung der Genorte
bestitigte Genorte £
a in kommerziellen Tieren

\ /

Detektion von Kandidatengenen

— auf den Chromosomen mit bestétigten QTL

— abhiéngig von der Lage der QTL nach der Feinkartierung

Abbildung 12: Eigene Versuchsplanung des Ablaufs der Untersuchungen im Rahmen
dieser Arbeit, ausgehend von den Ergebnissen der vorhergehenden

Untersuchungen
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3.2 Aufbau der Tierpopulationen

3.2.1 Kommerzielle Tiere

In der vorliegenden Untersuchung wurden kommerzielle Schweine der DL und DE
sowie deren Kreuzungen verwendet. Die Schlachtkorper der in den
Leistungspriifungsanstalten (LPA) Frankenforst in Vinxel und Haus Diisse gepriiften
minnlichen Kastraten wurden am Schlachthof beprobt. Es wurden jeweils Proben der
Zitzen entnommen und das Aussehen der Zitzen erfasst. Die Proben von Tieren mit
einer Stiilpzitze wurden aufgrund der vorliegenden Abstammungsdaten aus den LPAs
den Vollgeschwistern zugeordnet und entsprechend des affected Sibpair Design
zusammengestellt. Proben der Eltern von mindestens einem betroffenen Tier stammten
von der Besamungsstation GFS in Ascheberg sowie dem Landesverband Rheinischer
Schweineziichter (LRS) und dem Schweinezuchtverband Nord-West (SNW). Die Proben
der Tiere aus den Bestinden des SNW konnten zum Teil aus der institutsinternen
Datenbank entnommen werden, wihrend die Tiere aus den Bestinden des LRS in den
angegliederten Zuchtbetrieben beprobt wurden. Es konnten nur etwa die Hilfte aller
moglichen Familien fiir die Analysen weiter verwendet werden. Viele Tiere waren
bereits selektiert und die Proben dieser Elterntiere konnten nicht mehr gewonnen
werden. Aufgrund der geringen Divergenz der Rassen DL und DE wurde die Anzahl
der untersuchten Familien stidndig erhoht, um die Ergebnisse der QTL-Kartierung zu
verbessern.  Zusitzlich wurden 100 Tiere mit Nachkommen aus der
Leistungspriifungsanstalt Grub in Bayern verwendet. Diese Tiere wurden ebenfalls im
affected  Sibpair  Design  zusammengestellt. = Gewebeproben und erfasste
Phénotypendaten wurden von der bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL)
zur Verfiigung gestellt. Die DNA-Proben dieser Tiere aus den bayerischen Betrieben
wurden von der Firma AgroBioGen Veterinary Services (Hilgertshausen) isoliert.

Insgesamt wurden 500 Vollgeschwisterpaare mit Eltern in den QTL-Kartierungen
verwendet. Die QTL-Kartierung iiber alle Chromosomen wurde bei 100 Tieren

durchgefiihrt.
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Als phénotypische Merkmale der Tiere aus den LPAs Frankenforst und Haus Diisse
wurden alle Fleischleistungsmerkmale erfasst, die jedoch in dieser Arbeit nicht
beriicksichtigt wurden. Weiterhin wurden die Nachkommen aus der LPA am zweiten
Tag nach der Schlachtung auf Stiilpzitzen untersucht. Proben einer Zitze von jedem Tier
wurde entnommen, sodass auch eine histologische Bestitigung der als Stiilpzitze
charakterisierten Zitzen stattfinden konnte. Die Daten der Proben der bayerischen Tiere

umfassen die komplette Zitzenbonitierung.

322 Versuchspopulation

Die Auswahl der verwendeten Chromosomenbereiche fiir die QTL-Kartierung bei den
kommerziellen Tieren basiert auf vorhergehende Untersuchungen von Liu (2005),
Oltmanns (2003) und Un (2002) am Institut fiir Tierwissenschaften, Abteilung
Tierzucht und Tierhaltung der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn. Die
Versuchspopulation, die fiir die vorhergehenden Untersuchungen verwendet wurde, ist
eine F»-Population, die auf der reziproken Kreuzung des Berliner Miniaturschweins mit
Duroc beruht. Fiir die Erzeugung der F;-Generation (Elterntiere) wurde ein Eber der
Rasse Duroc mit vier Sauen der Rasse Berliner Miniaturschwein und ein Eber der Rasse
Berliner Miniaturschwein mit fiinf Duroc-Sauen mittels kiinstlicher Besamung
wiederholt angepaart. Fiir die Erzeugung der F,-Tiere wurden die Tiere aus der Fi-
Generation untereinander angepaart. Fiir diese Untersuchung wurden als Merkmale die
Gesdugebonitierungen mit Erfassung von Stiilpzitzen verwendet. Die erfassten
Fleischleistungsmerkmale wurden wie bei den kommerziellen Rassen nicht in die
Analysen einbezogen.

Die Ausgangsrassen wurden aufgrund ihrer hohen Divergenz hinsichtlich verschiedener
Merkmale ausgewihlt, da sich solche Populationen besonders gut fiir QTL-Analysen
eignen. Die Tiere wurden in vorhergehenden Untersuchungen bereits genotypisiert und
eine QTL-Analyse iiber alle Autosomen wurde durchgefiihrt (Oltmanns 2003, Un
2002). Die Ergebnisse dieser Versuche dienten als Grundlage fiir die
Bestdtigungsanalyse und die Feinkartierung der QTL-Regionen in den kommerziellen
Rassen. Weitere Untersuchungen fanden in dieser Population nicht statt. Mit
zunehmendem Anteil der Rasse Duroc wurde diese Versuchspopulation nicht mehr

fortgefiihrt, da der Anteil von Tieren mit Defektzitze zu gering wurde. Abbildung 13
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zeigt die Heterogenitit der F,-Generation der Versuchpopulation. In der F;-Generation
wurden insgesamt 59 Tiere erzeugt, in der Fp-Generation 1.413 Tiere, von denen 969

Tiere genotypisiert wurden.

Duroc 9 Berliner

Miniaturschwein &

F1: 54 Sauen x 5 Eber

F2: 1.413 Tiere geboren, 969 typisiert

Abbildung 13: Bonn-Berlin-DUMI-Versuchspopulation: Beispiel fiir die Anpaarung

eines weiblichen Miniaturschweins an einen Duroc Eber

3.2.3 Erfasste und untersuchte Merkmale

Die Tiere der kommerziellen Population stammten aus den stationdren
Leistungspriifungen Haus Diisse, Frankenforst und Grub. Die Erfassung der Mast- und
Schlachtleistungsmerkmale erfolgte nach den Richtlinien der Leistungspriifung (ALZ

Richtlinie, 2003). Fiir die vorliegende Untersuchung wurden zusitzlich die Anzahl der
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Stiilpzitzen der Tiere nach der Schlachtung erfasst. Die Gesdugebonitierung wurde
immer von den gleichen Mitarbeitern durchgefiihrt, um eine gleichmiflige Bewertung
der Zitzen zu gewihrleisten. Ausnahme waren die Tiere aus Bayern, dort wurden die
Bonitierungen wie bereits beschrieben von den Mitarbeitern der LPA Grub
vorgenommen. Fiir die QTL-Kartierung wurden ausschlieBlich Tiere mit eindeutiger
Stiilpzitze verwendet. Die Phinotypen der Zitzen werden nach der Schlachtung erfasst,
da der Defekt und die Beschaffenheit der Zitzen am sauberen Tier am Schlachtband
eindeutiger erkannt werden konnen. Dies ist aufgrund der Verschmutzungen der Tiere
im Bestand schwieriger. Zudem entspricht das Alter der Tiere auch dem Alter der
Jungsauen zum Zeitpunkt der Selektion in den Zuchtbetrieben. Der Anteil der
Stiilpzitzen ist in Tabelle 12 aufgefiihrt. Es wurden insgesamt 2.160 Tiere in diese
Beobachtungen einbezogen, davon konnten bei 244 Tieren mindestens eine Stiilpzitze

festgestellt werden.

Tabelle 12:  Anteil der Tiere mit mindestens einer Stiilpzitze in den
Leistungspriifungen; beobachtete betroffene Tiere n = 244 (von

insgesamt 2.160 beobachteten Tieren)

beobachtete Anzahl betroffener Zitzen
beobachtetes Merkmal
Tiere Durchschnitt  Minimum Maximum
Anzahl der Stiilpzitzen je
2,28 1 11
betroffenes Tier
Tiere mit
Anzahl der Stiilpzitzen linke
Stiilpzitze 1,26 1 5
Korperhilfte
(n =244)
Anzahl der Stiilpzitzen
1,04 1 6
rechte Korperhilfte

Die Versuchspopulation wurde unter standardisierten Bedingungen auf dem Versuchgut
Frankenforst der Landwirtschaftlichen Fakultit der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-
Universitdt Bonn aufgezogen. Die Erhebung der Mast- und Schlachtleistungsmerkmale
erfolgte ebenfalls nach den Richtlinien der stationdren Leistungspriifung. Als
Versuchspopulationen wurden weitere Merkmale, beispielsweise Immunparameter,

erfasst. In der F,-Generation dieser Versuchspopulation traten vermehrt Stiilpzitzen auf,
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dadurch ist diese Population fiir die Zitzenmerkmale besonders interessant. Die
Bonitierung des Gesduges fand bei diesen Tieren am 130. und am 200. Lebenstag statt.
Zusitzlich wurde die Anzahl der Zitzen und das Auftreten weiterer Zitzendefekte
(beispielsweise Zwischenzitzen und Beizitzen) erfasst. Die Zeitpunkte der Bonitierung
in beiden Populationen sind vergleichbar und ein Vergleich der Ergebnisse beider
Populationen kann durchgefiihrt werden. In der Tabelle 13 sind die Ergebnisse der

Bonitierung in der Versuchspopulation aufgelistet.

Tabelle 13:  Ergebnisse der Gesdugebonitierung am 120. Tag in der
Kreuzungsgeneration F,-Generation der Versuchspopulation; Anzahl

Beobachtungen n = 1.019

Anzahl defekter Zitzen
beobachtete Merkmale

Durchschnitt Minimum Maximum

je Tier 12,92 4 22

Anzahl der
) linke Korperhilfte je Tier 6,57 5 8

Zitzen

rechte Korperhilfte je Tier 6,45 5 8
je Tier 2,18 0 12

Anzahl der
) linke Korperhilfte je Tier 0,75 0 6

Stiilpzitzen
rechte Korperhilfte je Tier 0,93 0 6

33 Material

3.3.1 Chemikalien und Enzyme

BeckmanCoulter, Krefeld = Fragmentanalyse Kit (Standard, SLS, Ollbsung, Puffer)

Biomol, Hamburg Phenol

Biozym, Hess. Oldendorf ~ Sequagel xR, Sequagel complete buffer reagent
GeneCraft, Miinster Taq Polymerase, 10xBuffer (Mg,Cl)

Merck, Lohmar Silan A174

MWG, Ebersberg Primer unmarkiert, Primer markiert (IRD700, IRD800,

Cy5)
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Roth, Karlsruhe Ammoniumperoxodisulfat, Borsdure, Chloroform,
Dimethylsulfoxid, ANTPs, EDTA Dinatriumsalz Dihydrat,
Ethanol, Essigsdure, Formamid, Natriumacetat,
ProteinaseK, SDS, Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

Sigma, Taufkirchen Agarose, Blue Dextral, Bromophenol Blau, Isopropanol,
M13-DNA, Primer markiert (IRD700, IRD800)

Sigma-Proligo, France Primer markiert (Cy7)

332 Stammldsungen und Puffer

Agarose Beladungspuffer

Bromophenol Blau 0,5 mg/ml
Xylenzyanol 0,5 mg/ml
EDTA pH 8,0 10 mM
Formamid 98 % (v/v)
APS 10 % (w/v) in ddH,O

Blue Dextral Beladungspuffer

Blue Dextran 10 mg/ml

EDTA pH 8,0 4 mM

Formamid 83 % (v/v)
Haftsilane

Silan A174 50 ul

0,5 % Essigsdure (v/v) 30 ul

ddH,O 200 pl

95 % Ethanol 9,62 ml

Phenol-Chloroform
Phenol (100 %) 500 ml
Chloroform (100 %) 500 ml
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ProteinaseK 2 % (w/v) in 1XTE
SDS 10 % (w/v) in ddH,O
S0xTAE (pro Liter)

Tris 2M

Essigsdure 57 % (vIv)

EDTA pH 8.0 0,05 M
10xTBE

Tris 8910 mM

Borsiure 890 mM

EDTA pH 8,0 20 mM
IXTE

Tris-HCI pH 8,0 10 mM

EDTA pH 8,0 1 mM
Verdauungspuffer

NaCl 0,1M

Tris-HCI1 pH 7,6 0,05 M

EDTA pH 8,0 1 mM
3.3.3 Verbrauchsmaterial

BeckmanCoulter, Krefeld Pufferplatte, Multireaktionsplatte
Roth, Karlsruhe und Labomedic, Bonn Multi-Reaktionsgefi3e, Multi-Ultra Stripes,

Pipettenspitzen, Falconrohrchen
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334 Gerite

Elektrophorese/DNA-Analyzer
LI-COR Gene Reader 4200 DNA Analyzer, (MWG-Biotech, Ebersberg)
BeckmanCoulter, CEQ8000, Kapillarsequenzer (BeckmanCoulter, Krefeld)

Elektrophoresezubehor fiir Agarosegele
Power Pac 3000 (BIO RAD, Miinchen)
Sub-Cell GT, Elektorphoresekammer (BIO RAD, Miinchen)
UVldoc Transilluminator, CCD Kamera und Monitor (UniEquip, Martinsried)
Spektralphotometer
Beckman, Unterschleissheim-Lohhof
Thermocycler
PTC 100 Thermal Controller MJ Research, Inc. (Biozym, Hess. Oldendorf)
PTC 150 Minicycler (Biozym, Hess. Oldendorf)
iCycler BIO RAD (BIO RAD, Miinchen)
Weitere Gerite
HERMLE Z323K, Zentrifugation (Hermle, Wehingen)
Milli Q und RiOs Wasser-Reinigungsanlage (Millipore, Eschborn)

3.3.5 Verwendete Software

Assoziations-Analyse
FBAT: http://www.biostat.harvard.edu/~tbat/fbat.htm
Berechnung der Genkarten
Crimap, Version 2.4 (Green et al. 1990)
Bestimmung der Allellingen
OneDScan: Scanalytics Inc., Billerica, MA
Fragmentanalyse: BeckmanCoulter, Krefeld
Graphische Darstellung der Genkarten
MapChart 2.2 (ttp://www.biometris.wur.nl/UK/Software/MapChart/)
Mikrosatelliten-Analyse
Image Analysis Programm, Version 4.10: LI-COR Biotechnologie, USA
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QTL-Analyse

Genehunter, Version 2.1 (Kruglyak et al. 1996)
Auswertung der Tierdaten der Versuchspopulation

SAS, Version 8.2: SAS Institut Inc., Cary, NC, USA
Tm Bestimmung der Primer

http://www_iit-biotech.de/iit-cgi/oligo-tm.pl
Vergleich Nukleotide

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

http://www.ncbi.nlm.nih.gov (National Center for Biotechnology Information)

34 Isolierung genomischer DNA

Fir die Genotypisierung der Marker wurde die Erbsubstanz der Tiere, die
Desoxyribonukleinsdure (DNA), aus verschiedenen Substanzen und Geweben
gewonnen.

Fiir die Genotypisierung der Tiere der Versuchspopulation wurde DNA aus
Schwanzgewebe isoliert. Es wurden zwei bis drei reiskorngrofle Stiicke vom gefrorenen
Gewebe abgeschnitten, mit einem Skalpell weiter zerkleinert und mit 700 pl
Verdauungspuffer, 70 ul SDS sowie 18 ul ProteinaseK iiber Nacht bei 37°C schiittelnd
fiir den Gewebeverdau inkubiert. Nach dem Verdau wurden 700 ul Phenol-Chloroform
(1:1) zu der Probe pipettiert, mit der Verdauungslosung gut gemischt und zehn Minuten
bei 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieend in ein anderes Rohrchen
pipettiert, mit 700 ul Chloroform vermischt und erneut zehn Minuten bei 10.000 g
zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde in einem neuen Roéhrchen mit 70 pl 3 M
Natriumacetat sowie 700 pl Isopropanol (100 %) die DNA ausgefillt. Das DNA-Pellet
wurde nach kurzer Zentrifugation mit 200 pl Ethanol (70 %) gereinigt, anschliefend
getrocknet und in 200 bis 500 pl TE iiber Nacht bei Raumtemperatur aufgelost. Nach
der Bestimmung der Qualitdt und des DNA-Gehalts mittels Dichtebestimmung bei 260

nm und 280 nm im Photospektrometer wurde die DNA bei 4°C aufbewahrt.
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3.5 Mikrosatellitentypisierung

3.5.1 Auswahl der Marker

Die Marker fiir die Grobkartierung in dieser Untersuchung wurden, basierend auf
Arbeiten von Un (2002), Oltmanns (2003) und Liu (2005) ausgewihlt, da diese
Grobkartierung dazu diente, die QTL-Genorte aus der Versuchspopulation in einer
kommerziellen Population zu bestitigen (Liu 2005, Oltmanns 2003, Un 2002). Zunichst
wurden Marker in 100 kommerziellen Tieren iiber alle Chromosomen typisiert, spater
ausgewihlte Mikrosatellitenmarker auf den Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14 in der
kommerziellen Population typisiert. Die Auswahl der Marker basierte auf den
publizierten Genmappen der US-amerikanischen Gruppe (USDA-MARC) sowie fiir vier
Mikrosatellitenloci auf dem Chromosom 6 auf der Kopplungskarte der europdischen
Gruppe (PiGMaP). Die untersuchten Marker waren gleichmidBig mit Abstinden
zwischen 5 cM und 30 cM iiber die Chromosomen verteilt.

Aufgrund der Ergebnisse, die in den Arbeiten von Un (2002) und Oltmanns (2003)
erzielt wurden, und den Ergebnissen der eigenen Bestitigungsanalyse erfolgte die
Auswahl zusitzlicher Mikrosatelliten. Fiir die Auswahl der Marker zur weiteren
Eingrenzung der QTL-Regionen fiir den Stiilpzitzendefekt dienten die publizierten
Genkarten der MARC-Datenbank.

Die Abstinde zwischen den Markern lagen zwischen 8 ¢cM und 15 cM, weiterhin
wurden die Randregionen, insbesondere Regionen hinter Markern an gefundenen QTL-
Genorten, weiter abgedeckt. Die folgenden Abbildungen Abbildung 14, Abbildung 15,
und Abbildung 16 zeigen die Chromosomen mit der Markeranordnung.

Wurden in der Datenbank mehrere Marker in einer Region aufgefiihrt, wurden sie
entsprechend der weiteren Angaben zu der erwarteten Heterozygotie, der

Fragmentgrofen sowie der Schmelztemperaturen der Primer ausgewihlt.
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SSC1 SSC2 SSC3
3—— SWI824 0 SwW2443 0 Apr22
SW2623
16— SWI515 10 2
18—— SW72
S 1
3 SWR2300 31— SW2445 S0141 33— smar0
45—— SWI1851 42— SW240
54~]_|~ FSH 51— S0032
59 S0312 55 > Swis64
o1 swsm 61— S0164
70 SW2166 68 —— s26
72—1— SW2570
81~ so113 77— SWI517
84— T Relaxin
86—f— S0216
ou—— so0155 89 SWR2157
102—— SWI879 102 ——— S0002
111—— SWI957
120 SW373
127——— S0056
128 ——— SWR308 129 SW2532
141~} swi301
144—~ SW2512
Ss¢4 SSC5 SSCo6
4—— S0227 40 SW1482 7—F— S0035
21 —1— SW2406
27— S0301 61—~ PTHLH
42— S0001 47— Sw1057
88 ——— S0005
62— SW839 63— S0087
71~ SW1067
7o
79 S0214 777\, Swio3
119 IGF1 787 4150220 50300
86| | - SWRog7
93 j,\ S0059
9 SW524 134——— SW378 977 SW2173
1027] | s0003
108 —1— SW58 146 —I— SWo67 110~ > SWR726
120 S0097 12— LEPR
131 —— SWB36
150 SW322
165—— SW2052

Abbildung 14: Genkarten der Chromsosomen 1 bis 6 und die Angabe der Reihenfolge
der verwendeten Marker sowie ihrer Position in cM auf der MARC-

Genkarte (http://www.marc.usda.gov/genome/swine/marker_list.html)
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SSC7 SSC8 SSCO
4—— S0025 -1—— SwW2410 15— — SW21
3—1— SW26l11
37 ——— SWoI1
30 S0064
67— SW4
73 ——— S0109
——— S0086
70 S0102 62
82— Swl75
101 ——— S0295
102—— S0115 96— S0144
112—o— SWol
135—<— S0101
SSC10 SSC11 SSC12
0 SWR30 14—F— SW2008 0 SW2490
6——— S0143
44——— S0071
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62——— S0070 76——— SW703
65— SW874
101 ——— SWos1
108 —— SW605
122——— SWR67
128 —— SW2067

Abbildung 15: Genkarten der Chromsosomen 7 bis 12 und die Angabe der Reihenfolge
der verwendeten Marker sowie ihrer Position in cM auf der MARC-

Genkarte (http://www.marc.usda.gov/genome/swine/marker_list.html)
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SSC13 SSC14 SSC15
2—— SW219 7—— SW857 13—F— S1416
22— SWI125
40 SWil11
35— Sw344 40 50037
60 50007
70 PITI
78——1— SWCSS
79 SW398 89 SWO36
88— SW1557
H2=o=s 120 SWI119
SSCl16 SSC17 SSC18
0 So111 0 SW335 5—A— SWI1023
20 PRLR
32— swrs7
—H— so026
i 49 SW840
58—— SWR414

93— S0061 U —o— SW2431

Abbildung 16: Genkarten der Chromsosomen 13 bis 18 und die Angabe der Reihenfolge

der verwendeten Marker sowie ihrer Position in ¢cM auf der MARC-

Genkarte (http://www.marc.usda.gov/genome/swine/marker_list.html)
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3.5.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurden mit Volumen zwischen 6 bis 12 ul
durchgefiihrt, je nach benotigter Produktmenge fiir die Analyse. Da fiir die Analyse auf
dem LICOR-Sequenzer nur 1 bis 2 pl PCR-Produkt benétigt wird, wurde auch nur
PCR-Produkt mit einem Volumen von 6 pl produziert. Die Losungsvolumen der Marker
fiir den BeckmanCoulter-Kapillarsequenzer CEQ8000 mit den Primerlabeln Cy7 wurde
direkt verwendet, wihrend die Label Cy5 und IRD700 weiter mit Wasser verdiinnt
wurden, um die gleichzeitige Analyse der verschiedenen Label innerhalb einer
Mehrfachbeladung (Multiloading) trotz der unterschiedlichen Signalstirken zu
ermoglichen.

Jede der PCR-Reaktionen enthielt 25 bis 50 ng genomische DNA, 0,1 bis 0,5 uM jedes
Primers, 50 uM jedes dNTP, 0,5 U der Taq Polymerase (Biotherm) und 1,5 mM MgCl,
in 1XPCR Puffer. Die PCR wurde in einem Thermocycler PTC 100 (MJ Research USA)
bei 95°C fiir 5 Minuten, gefolgt von 32 bis 42 Zyklen 94°C fiir 30 Sekunden 55 bis
62°C fur 30 Sekunden, 72°C fiir 30 Sekunden und einer abschlieBenden Extension bei
72°C fiir 5 Minuten durchgefiihrt.

353 Herstellung der Lingenstandards

Um die Basenpaarldngen der amplifizierten PCR-Produkte bestimmen zu konnen, ist es
notwendig, gleichzeitig mit der Elektrophorese der PCR-Produkte einen Standard auf
das Gel aufzutragen. Die Basenpaargrof3en dieses Standards, auch DNA-Leiter genannt,
sind bekannt. Neben den kommerziellen Standards wurde im Rahmen der
Mikrosatellitenanalysen ein institutsinterner Standard verwendet. Die FragmentgroB3en
des institutsinternen Standards entsprechen zum groften Teil dem kommerziellen
Standard der Firma LICOR. Bei einem Vergleich des institutsinternen mit dem
kommerziellen LICOR-Standard konnte die Ubereinstimmung bestiitigt werden. Der
Standard wurde aus einer Mischung von je zwolf PCR-Produkten je Primermarkierung
(IRD700 und IRDS800) hergestellt. Die Fragmentlingen der Standardprodukte
entsprachen den BasenpaargroBBen 75 bp, 100 bp, 105 bp, 120 bp, 145 bp, 175 bp, 200
bp, 204 bp, 230 bp, 255 bp, 300 bp und 320 bp. Jede der PCR-Reaktionen enthielt 50 ng
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M13-DNA (Sigma), 0,5 uM des jeweiligen unmarkierten Léngenprimers und eines
markierten Primers, 50 uM jedes dNTP, 0,5 U der Taq Polymerase (Biotherm) und 1,5
mM MgCl, in 1XPCR Puffer. Die PCR wurde in einem Thermocycler PTC 100 (MJ
Research USA) bei 95°C fiir 5 Minuten, gefolgt von 35 Zyklen 94°C fiir 30 Sekunden,
64°C fiir 30 Sekunden, 72°C fiir 1 Minute und einer abschlieBenden Extension bei 70°C
fir 5 Minuten, durchgefiihrt. Es wurden fiir jede Fragmentlinge zwei PCR-Produkte
hergestellt, die jeweils die markierten Primer IRD700 oder IRDS800 enthielten.
Insgesamt wurden also vierundzwanzig PCR-Produkte amplifiziert. Fiir die
Fragmentanalyse auf dem LICOR-Sequenzer wurden 1 ul aller PCR-Produkte mit je 30
ul Beladungspuffer und 25 pl Formamid (83 %) gemischt. Diese wurden zum
Gesamtstandard mit je 2 ul in ein neues Rohrchen gegeben. Fiir die Fragmentanalyse
auf dem CEQ8000-Sequenzer wurden je 5 ul der PCR-Produkte aus der Amplifikation
mit den Primern der IRD800-Markierung in ein neues Tube gegeben und diese

anschliefend als Standard weiterverwendet.

3.54 Analyse auf dem LICOR-Sequenzer

Fiir die zweiundzwanzig Mikrosatellitenmarker, die zur Bestitigung der QTL-Genorte
aus den vorangegangenen Arbeiten verwendet wurden, und fiir zusitzliche zwanzig
Marker der Feinkartierung wurden  Multiplex-PCR-Sets,  basierend  auf
Annealingtemperaturen, Fragmentgrof3en sowie Markierung der vorhandenen Primer,
zusammengestellt.

Die PCR-Produkte wurden in einem sechsprozentigen Polyacrylamidgel auf einem
DNA-Sequenzer (DNA Analyzer, GENE Reader 4200) elektrophoretisch aufgetrennt.
Um ein wiederholtes Beladen des Gels zur ermoglichen, wurde Haftsilane zur
Stabilisierung der Taschen aufgetragen. Die verwendete Polyacrylamidgel-Losung,
bestehend aus 15 ml Sequagel xR (SQG-XR-842 MWG), 3,75 ml Sequagel complete
buffer reagent, 200 ul DMSO und 150 pl APS, wurde zwischen die gereinigten
Glasplatten gegossen. Nach einer Stunde war das Gel erhirtet (polymerisiert) und die
Elektrophorese konnte in 1xXTBE durchgefiihrt werden. Die PCR-Produkte wurden 1:10
mit Blue Dextral Beladungspuffer gemischt und je 1 pl in die Taschen des Gels
aufgetragen. Zusitzlich wurden fiir die spétere Analyse der Fragmentgrofen die

Standardprodukte an beide Enden des Gels aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei
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50°C, 50 W, 40 mA und bis zu 1.500 V durchgefiihrt. Die Daten aus der Elektrophorese
wurden mit dem Image Analysis Programm, Version 4.10 (LICOR Biotechnology),
analysiert.

Die AllelgroBen wurden mit der Software OneDScan identifiziert. Mit diesem
Programm werden die Allellingen in Relation zu den Standardprodukten mit den
bekannten Fragmentgroflen bestimmt. Die Fragmentgroen wurden in Abstinden von
mindestens 2 bp iiber Desmile-Linien bestimmt und anschlieend mithilfe der Report-

Funktion zur weiteren Analyse in Exceltabellen iibertragen.

3.5.5 Analyse auf dem CEQ8000-Sequenzer

Neun zusitzliche Mikrosatellitenmarker wurden auf dem Kapillar-Elektrophorese (CE)
genetischen Analyse-System (CEQ) von BeckmanCoulter (Krefeld) analysiert. Die
Markierungen der Primern fiir die Typisierung von den weiteren Markern wurden
entsprechend des BeckmanCoulter CEQ8000-Sequenzers ausgewihlt. Die IRD700-
Farbung wurde gewihlt, da Marker mit dieser Markierung ebenfalls auf dem LICOR-
System analysiert werden konnen. Sie entsprach dem Beckman Label D3 im
Wellenldngenbereich 685 nm bis 706 nm. Als weitere Primerlabel wurden Cy7
entsprechend D4 (Bereich 650 nm bis 670 nm) und CyS5 entsprechend D2 (750 nm bis
770 nm) ausgewdihlt.

Die Analyse der Marker wurde durch gleichzeitige Beladung der PCR-Produkte von
acht bis zehn verschiedenen Markern durchgefiihrt. Diese Mehrfachbeladungen wurden,
basierend auf die zu erwartenden Fragmentgroen aus der MARC-Datenbank und der
Farbungen der Primer, zusammengestellt. Falls moglich, wurden innerhalb der
Multiloadings auch die PCRs in Multiplexen, das heiflit gleichzeitige Amplifikation
verschiedener Fragmente mit unterschiedlichen Primern in einer PCR, durchgefiihrt.
Zum Vergleich der Proben wurde der institutseigene Standard mit dem Label IRD800,
der dem D1 Beckman Label entspricht, verwendet (Fragmentgroen 75, 100, 105, 120,
145, 175, 200, 204, 230, 255, 300 und 325 bp).

Zur Analyse wurden die PCR-Produkte mit den Cy5-Labeln 1:5 bis 1:10, die PCR-
Produkte mit der IRD700-Féarbung 1:2 bis 1:5 mit Wasser verdiinnt. Die verschiedenen
PCR Produkte wurden in Mengen zwischen 0,6 pl bis 1,2 pl mit je 23 pl SLS Puffer und
0,3 ul Standard gemischt und auf dem CEQ8000-Sequenzer analysiert. Als zusétzlicher
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Puffer wurde der Beladungspuffer von BeckmanCoulter verwendet. Die
Denaturierungszeit betrug zwei Minuten bei 90°C, die Injektionszeit wurde zwischen 30
und 35 Sekunden gewihlt, die Injektionsspannung betrug 2,0 kV. Die Fragmente
wurden bei einer Spannung von 4,2 kV mit einer Dauer zwischen 60 und 85 Minuten
aufgetrennt.

Die Fragmentgrolen wurden im Anschluss an alle Analysen mit der Binning Funktion
bestimmt. Aufgrund der gleichzeitigen Analyse alle PCR-Produkte mit StandardgroB3en
im Hintergrund konnten somit Fehler aufgrund unterschiedlicher Laufzeiten der
Fragmente in den verschiedenen Kapillaren weitgehend ausgeschlossen werden. Die
Fragmente wurden automatisch den Markern zugeordnet. Die Liste der Fragmente und

ihrer Basenpaarldangen wurde im Anschluss an die Analyse erstellt.

3.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse

3.6.1 Informationsgehalt der Marker

Der Grad der Heterozygotie dient dazu, die Diversitit der Allele beziehungsweise den
Informationsgehalt eines genetischen Markers zu bestimmen. Der Informationsgehalt

der genetischen Marker steigt mit steigender Heterozygotie. Diese wird berechnet durch

k 2
Hzl—Zpi,
k=0

wobei p; die Frequenz des i*" Allels und k die Anzahl der Allele ist (Nei 1978, Otto und
Goldstein 1992).

Alternativ kann die Informativitit von genetischen Markern in Outbred Arten anhand
des polymorphischen Informationsgehalts gemessen werden (Botstein et al. 1980). Der

PIC eines Markers wird bestimmt durch
k 2 k k 2 2
PICzl—gpi —; j;lpi P,
wobei p; die Frequenz des i*" Allels und k die Anzahl der Allele ist (Botstein et al.
1980, Otto und Goldstein 1992).
Die Berechnung des PIC-Wertes wurde in Bezug zu kodominanten genetischen

Markern entwickelt, um die Allele zu ermitteln, die durch einen betroffenen
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heterozygoten Elternteil, der Tridger eines dominanten Defektallels ist, vererbt werden
(Otto und Goldstein 1992). Der PIC bestimmt die Wahrscheinlichkeit, dass der
kodominante Markergenotyp eines Nachkommens verwendet werden kann, um
festzustellen, welcher der beiden Markerallele durch einen Elternteil mit einem
dominanten  Defektallel  vererbt wird. Der  Ausdruck  polymorphischer
Informationsgehalt wird alternativ und héufig fiir die Heterozygotie und fiir mogliche

andere Messmoglichkeiten der Informativitit der Marker benutzt.

3.6.2 Kopplungsanalyse und Konstruktion der genetischen Karten

Die Daten aus den Analysen der Fragmentgrofen wurden zunichst mit Pedcheck
(Version 1.1) auf fehlerhafte Genotypen gepriift (O Connell und Weeks 1998). Die
anschlieBenden Multipoint-Analysen wurden fiir weibliche, minnliche und
geschlechtsunabhiingige Karten mit der Crimap Software (Version 2.4) durchgefiihrt
(Green 1992). Es wurden unter anderem die Funktionen twopoint zur Analyse zwischen
je zwei Markern sowie die Optionen fixed und flipsn verwendet. Berechnet wurden die
Markerdistanzen in Kosambi- und Haldaneeinheiten sowie die Rekombinationsraten
zwischen den Markern. Die Rekombinationsraten wurden fiir die weiteren QTL-

Analysen verwendet.

3.6.3 QTL-Analyse

Die QTL-Analysen fiir das Merkmal Stiilpzitze wurden in dieser Arbeit mit dem
Programmpaket Genehunter, Version 2.0 (Whitehead Institute, Cambridge,
Massachusetts, USA) (Kruglyak et al. 1996) durchgefiihrt. Dieses Analyseprogramm
kann parametrische und nicht parametrische Analysen mit vielen genetischen Markern
durchfiihren. Genehunter verwendet ausschlieBlich bimire Merkmale, analysiert wurde
das Merkmal ,,Stiilpzitze vorhanden oder nicht*. Fiir die Analysen wurden jeweils die
Vollgeschwister mit den Eltern verwendet. Zusitzlich zu dem Vollgeschwisterdesign
wurden in den kommerziellen Familien ebenfalls auf einem Chromosom die
Nachkommen zu Halbgeschwistergruppen zusammengestellt und als

Halbgeschwisterdesign analysiert.
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Bei nicht parametrischen Analysen werden die Individuen eines Pedigrees in founder
und non founder unterteilt. Die zwei Eltern werden als founder Tiere eingeteilt, da deren
Vorfahreninformationen nicht beriicksichtigt werden. Die n Nachkommen, in diesen
Analysen die Vollgeschwister jeder Familie, sind die non founder Tiere. Anhand eines
Vererbungsvektors v(t) (inheritance vector) aus je einem parentalen oder maternalen
Allel, das die Eltern an ihre Nachkommen weitergeben, kann dargestellt werden,
welches Allel an die Nachkommen weitergegeben wird. Das Vererbungsmuster am
Markergenort ¢ wird somit durch diesen Vererbungsvektor v(t) = (vI, v2, v3, v4, ...,
v2n-1, v2n)" beschrieben. Dessen Elemente beschreiben die Ergebnisse der paternalen
und maternalen Meisosen, die auf die » Nachkommen {iibertragen wurden. Fiir alle
moglichen  Allelkombinationen  der = Nachkommen  lassen  sich  solche
Vererbungsfaktoren darstellen. Vererbungsvektoren bei denen ein Nachkomme vom
Eber ein maternales Allel erhélt und der andere ein paternales Allel, werden anhand der
Genotypen ausgeschlossen. Da alle Vererbungsvektoren als gleichwahrscheinlich
betrachtet werden, betrdgt die a posteriori Wahrscheinlichkeit 1/8. Durch Abzéhlen wird
die GroBe Spairs, die Anzahl der Allele, die bei einem spezifischen Vererbungsvektor
und beim paarweisen Vergleich der kranken Individuen identisch (IBD) sind, ermittelt.
Ein normalisierter Wert (normalized score) Z(v), der unter der Nullhypothese Hy einen
Mittelwert von null und eine Varianz von eins hat, wird anschlieBend berechnet. Die
Nullhypothese lautet dabei, dass keine Kopplung zwischen Krankheitslocus und
Markerallel vorhanden ist (Kruglyak et al. 1996).

P E(CR"]
N

S(é';) = Spairs
& = Mittelwert der Spirs = P & Spairs

P = a priori Wahrscheinlichkeit
§2= p & (Spairs - H)Z

AnschlieBend wird unter der Nullhypothese die normalverteilte Teststatistik NPL (rnon

parametric linkage) berechnet.
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NPL=EZ(v)x P

P = a posteriori Wahrscheinlichkeit
Diese NPL-Analyse berechnet den Anteil der geteilten Allele an jedem Genort auf dem

gesamten Chromosom. Sie werden als Z0, Z1 und Z2 bezeichnet, mit

a0 2A-1) )
720=—, zl=al, z22=a2 , mit
As As

As = das relative Risiko fiir einen Nachkommen,
a0=",
al=Y2und

a2 =l

3.64 Signifikanzschwelle der QTL-Analysen

Bei einer statistischen Analyse konnen zwei Fehler auftreten. Fehler vom Typ I sind
falschpositive Fehler und Fehler vom Typ II sind falschnegative Fehler. Zur
Reduzierung der falschpositiven Fehler, die ein groleres Problem bei QTL-Analysen
darstellen, wird ein Signifikanzniveau beim Genomscan festgelegt. In einer F,-
Population ist ein NPL-Wert von etwa 4,3 notwendig, um ein Signifikanzniveau von 1
% bei einer genom-weiten Untersuchung zu erreichen. Bei einem Signifikanzniveau von
5 % betragt der NPL-Wert ungefihr 3,0 (Lander und Kruglyak 1995). Mit den genom-
weiten Signifikanzschwellen erhilt man signifikante oder suggestive Kopplung, wobei
die signifikante Kopplung mit einer 5 % genom-weiten Signifikanz definiert wird. Die
suggestive Kopplung ist gleichzusetzen mit einem vermuteten falsch positiven Ergebnis
je Merkmal in einem gesamten Genomscan.

Bei den Analysen der kommerziellen Familien ergab die Analyse mit Genehunter
bereits bei NPL-Werte unter 4,3 signifikante p-Werte. Daher wurden die mit dem
Programm Genehunter errechneten chromosom-weiten Signifikanzen anschlieBend in
experiment-weite Signifikanzen transformiert. Da keine Marker auf den Autosomen

kartiert wurden, konnte keine Transformation zu den genom-weiten Signifikanzen
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vorgenommen werden. chromosom-weite Signifikanzschwellen werden mit der
Methode des Permutationstests berechnet (Churchill und Doerge 1994). Diese
empirische Methode betrachtet die Distribution der genotypischen und phénotypischen
Daten. Es wurden fiir das Merkmal 10.000 Permutationen mit Intervallen von 1 cM fiir
jedes Chromosom durchgefiihrt.

Die experiment-weiten Signifikanzlevel wurden mit folgender Formel berechnet

_1-(1-Po)

r

Pg

r = Lédnge des spezifischen Chromosom/Gesamtlidnge aller Chromosomen

Pc = chromosom-weites Signifikanzlevel

3.6.5 Bestimmung der interessanten Allele

Im Anschluss an die QTL-Analysen wurden die Allele bestimmt, die im
Zusammenhang mit dem Defekt Stiilpzitze interessant sind. Dies diente zum Test einer
moglichen Anwendbarkeit der Ergebnisse fiir die markergestiitzte Selektion. Es wurden
Assoziationsanalysen mit dem Programm FBAT an allen Markern in den QTL-
Regionen durchgefiihrt.

Allele, bei denen eine signifikante Assoziation auftrat, wurden anhand des F-Wertes in
Allele eingeteilt, die hédufiger bei Tieren mit Stiilpzitzen oder hédufiger bei Tieren mit
normalen Zitzen auftraten.

Diese Analysen spielen insbesondere fiir zukiinftige Projekte, bei denen Merkmale
benotigt werden, um Proben verschiedener Tiere fiir Microarray-Analysen zu poolen,
eine Rolle. Insbesondere bei Feten und jungen Tieren ist der Phdnotyp der Zitze jedoch
noch nicht identifizierbar. Somit sind genetische Daten zur Einteilung von
Probenmaterial anhand einer indirekten Gendiagnose notwendig.

FBAT testet in einem Zwei-Schritte Prozess. Im ersten Schritt wird die Teststatisitk
definiert, diese reflektiert Assoziation zwischen dem Merkmalslocus und dem
Markerlocus. Im zweiten Schritt wird die Verteilung der Daten der Genotypenmarker
unter der Nullhypothese getestet. Dabei werden die Genotypen der Nachkommen als

zufillig behandelt (Rabinowitz und Laird 2000).
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Die generelle FBAT-Statistik U basiert auf einer linearen Kombination der Genotypen

der Nachkommen und der Merkmale

U=S-ES] mt S= T X,

Xj; ist eine Funktion des Genotyps des j-ten Nachkommens in Familie 1 an dem
gestesteten Locus (abhingig von dem angewandten genetischen Modell)

Tj; ist eine Funktion des Merkmals (abhédngig von moglicherweise unbekannten
Parametern)

Tij = Yij-pij

Y;; ist das beobachtete Merkmal des j-ten Nachkommen in der Familie i

w;j ist eine Zufallsvariante

Die Annahme der Expression der generellen FBAT-Statistik wird unter der
Nullhypothese “keine Kopplung und keine Assoziation zwischen dem Marker und dem
Gen* berechnet. Die basiert auf Tj; und den Genotypen der Eltern. Unter derselben
Nullhypothese ist U wie erwartet, da E(U) = 0.

Mit der Verteilung der Genotypen der Nachkommen (Xj; wird als zuféllig behandelt und
Tj; als fix), V = Var(U) = Var(S) kann ebenfalls unter der Null berechnet werden und
verwendet werden, um U zu standardisieren.

Wenn Xj; die Skalarsumme der Genotypen eines Individuums ist, dann ist die gesamte

Probenteststatistik

ndherungsweise N(0,1). Wenn Xj; ein Vektor ist, dann gilt, dass
x2=U"V-U

Eine ndherungsweise y2-Verteilung mit den Freiheitsgraden @hnlich dem Status von V

hat (Horvath et al. 2001).
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In dieser Untersuchung wurde keine FBAT Analyse mit der Nullhypothese ,keine

Assoziation unter der Voraussetzung von Kopplung* durchgefiihrt.
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4  Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Marker

In der kommerziellen Population wurden 101 Mikrosatellitenmarker und acht

Polymorphismen in verschiedenen Genen typisiert. Die Marker hatten zwischen einem

und 21 Allelen, durchschnittlich 7,43 Allele mit einer durchschnittlichen Heterozygotie

von 0,64 und einem durchschnittlichen Informationsgehalt von 0,61. In der Tabelle 14

sind die Anzahl der Marker und Allele sowie die Heterozygotie auf den einzelnen

Chromosomen aufgelistet.

Tabelle 14:  Charakterisierung der verwendeten Marker: analysierte Marker je

Chromosom (SSC) mit den Merkmalen der Polymorphie, jeweils

geringster Wert (min.), hochster Wert (max.) sowie der durchschnittliche

Wert (@) je Chromosom und von allen untersuchten Chromosomen ()

Angahl Anzahl gefundener Heterozygotie Informationsgehalt
SSC Marker Allele der Marker der Marker
min. max. @ | min. max. @ | min. max. @

1 14 2 12 7,79 | 0,15 0,79 0,66 | 0,14 0,77 0,63
2 12 2 21 9331035 083 0,71 | 0,29 0,81 0,67
3 9 6 16 9,56 | 063 087 08 | 057 0,77 0,77
4 9 4 19 10 | 021 088 065]| 02 087 0,62
5 4 6 11 8 0,21 0,79 062 | 02 0,75 0,6
6 14 2 17 7,79 | 0,01 0,88 0,58 | 0,06 0,87 0,55
7 5 4 9 52 1052 082 068|049 08 0,63
8 4 3 10 7,75 1057 0,79 0,74 | 0,48 0,76 0,7
9 5 1 5 3,6 0 0,69 0,44 0 0,63 04
10 4 4 10 6,5 | 0,54 084 067|048 0,82 0,63
11 4 4 8 5251055 06 058045 05 0,52
12 3 4 12 942 0,18 0,75 055|017 0,71 0,52
13 3 4 6 567 | 0,57 0,71 0,66 | 0,49 0,65 0,6
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Fortsetzung Tabelle 14

Angahl Anzahl gefundener Heterozygotie Informationsgehalt
SSC Marker Allele der Marker der Marker
min. max. @ | min. max. @ | min. max. @
14 7 3 16 8571054 09 0751052 08 0,72
15 3 5 10 7,67 | 0,68 0,78 0,74 | 0,62 0,76 0,7
16 3 4 10 922032 081 063|031 0,79 0,61
17 3 4 8 5,67 1032 06 044 | 03 05 041
18 3 6 7 6,67 | 0,53 0,77 0,68 | 047 0,74 0,64
) 109 3,7 11,5 743 | 0,38 0,78 0,64 | 0,35 0,75 0,61
4.2 Kopplungskarten

Die Gesamtlidnge der errechneten Genkarten in den kommerziellen Familien iiber die
achtzehn Chromosomen betrug 3.337 cM. Die Kartenldngen lagen zwischen 36,1 cM
auf Chromosom 15 und 559 cM auf Chromosom 6 mit einer durchschnittlichen
Kartenldnge von 185,36 cM. Der durchschnittliche Abstand der Marker auf den
Chromosomen betrug 36,15 ¢cM mit einem minimalen Abstand von 17,43 cM auf
Chromosom 11 und einem maximalen Abstand von 70,95 ¢cM auf Chromosom 17. Die
Gesamtlidnge der weiblichen Genkarte betrug 3.249,6 cM, die der ménnlichen Genkarte
3.340,6 cM. Die durchschnittliche Liange der weiblichen Genkarte je Chromosom
betrug 180,5 cM, die der minnlichen Genkarte 185,6 cM. Die kiirzeste weibliche
Genkarte wurde auf Chromosom 15 ermittelt (28 cM), die ldngste Genkarte auf
Chromosom 1 (538,7 cM). Ebenfalls wurde auf Chromosom 1 mit 590,6 cM die ldangste
méannliche Genkarte und auf Chromosom 11 (12 cM) die kiirzeste méannliche Genkarte
ermittelt. Der durchschnittliche Abstand der Marker auf der weiblichen Genkarte betrug
36,31 cM, auf der ménnlichen Genkarte 35,66 cM. Der geringste Abstand zwischen
zwei Markern betrug auf der weiblichen Genkarte von Chromosom 12 16,2 ¢cM und auf
der méannlichen Genkarte von Chromosom 11 4 cM. Der grofite Abstand zwischen zwei
Markern betrug auf Chromosom 10 der weiblichen Genkarte 68,33 ¢cM und auf
Chromosom 17 der méannlichen Genkarte 94,95 cM.
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Da die Marker auf den Chromosomen 5, 7 bis 13 und 15 bis 18 bei nur etwa 100 Tieren
genotypisiert wurden, werden diese von den Ergebnissen der interessanteren
Chromosomen (Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6, und 14) getrennt betrachtet. Aufgrund der
Ergebnisse der QTL-Kartierung in der Versuchspopulation wurden diese Chromosomen

ausgewihlt, um sie mit weiteren Markern abzudecken.

4.2.1 Kartierung in der DUMI-Population

Die Karten und die QTL wurden in der Versuchspopulation neu berechnet, da neue
Marker hinzugekommen waren. Es wurden insgesamt 67 Mikrosatellitenmarker und
28 bi-allele Marker in diesen Analysen verwendet. Tabelle 15 beschreibt die

errechneten Abstdnde der Marker in der Population aus den Kartierungen mit CRIMAP.

Tabelle 15:  Untersuchte Mikrosatellitenmarker auf den Chromosomen 1 bis 18 in der

Versuchspopulation, multi-allele und bi-allele (*) Marker sind aufgefiihrt

ssC untersuchte Marker, ihre Reihenfolge auf den Chromosomen sowie ihre
jeweilige genetische Distanz zueinander
SWI1515  33,0cM SW1851 30,8 cM C5* 17,9 cM
SSC1 | L159* 24,3 cM RLN* 8,0 cM S0155 85,4 cM
SW1301
SW2443 40,2 cM L144 22,5 cM SW240 11,2cM
SSC2 | STS2* 14,3 cM C3* 23,6 cM SW1564 229 cM
BHMT* 12,0 cM S0226
SW72 51,8 cM S0164 12,4 cM NTAN* 19,8 cM
35C SW2570  36,7cM S0002
SSC4 S0227 42,7 S0001 20,0 CRH* 25,1
S0214 38,4 S0097
SW1482 39,6 cM SW1134 21,1 cM PTHLH* 14,8 cM
SSC5 | CIR* 28,8 cM IGF1 38,1 cM SW378
S0003
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Fortsetzung Tabelle 15

ssC untersuchte Marker, ihre Reihenfolge auf den Chromosomen sowie ihre
jeweilige genetische Distanz zueinander
S0035 26,1 ctM L248%* 36,0 cM S0087 11,3cM
SW1067 9,7 cM SW193 5,4 cM S0300 6,1 cM
SSC6 | TGFp* 10,9 cM CIQA* 10,9 cM C8* 33,3cM
S0220 40,5 ctM S0059 15,8 cM S0003 42,2 cM
LEP*
S0025 25,0 cM S0064 23,6 cM DQR* 21,1 cM
SSC7 | BF* 15,0 cM DRB* 15,0 cM S0102 16,8 cM
SW175 33,1 cM SO0115 31,3 cM S0101
SSC8 SW2410 57,2 cM KIT1* 10,6 cM S0086 25,2 cM
S0144 23,2 cM SWe6l1
$SC9 SW21 25,8 cM SWol11 35,1 cM SW54 15,4 cM
S0109 35,4 cM S0295
SW830 68,4 cM S0070 46,9 ctM ITIH2* 30,5 cM
SSC10
SW2067
SW2008 32,7cM S0071 32,9 cM S0386 36,4 cM
SSC11
SW703
S0143 49,0cM SW874 47,7 cM SW605 34,4 cM
SSC12
L147*
SSCI3 S0219 41,9 cM SW344 359 cM SW398 16,1 cM
IL12P3* 6,1 cM HGO*
SSC14 SW857 14,8 cM MBL1* 19,3 cM MBL2* 22,6 cM
S0007 31,2 cM VIN* 34,2 ctM SWC27
S0355 32,8 cM SW1111 51,4 cM SW936 32,9 cM
SSC15
SW1119
L.84* 40,6 ctM SO0111 52,9 cM S0026 14,9 cM
SSC16
IL12P40* 29,5 cM S0061
SSC17 | SW335 33,8 cM SW840 33,3 cM SW2431
SSC18 | SW1023 23,2 cM SW787 38,8 cM SWR414




Ergebnisse 91

4.2.2 Bestitigungskartierung in der kommerziellen Population

Auf den Chromosomen 5, 7 bis 13 und 15 bis 18 wurden 42 Marker, durchschnittlich
3,5 Marker je Chromosom in 29 Familien bestehend aus 100 Tieren, genotypisiert. Die
durchschnittliche Lénge der Chromosomen betrug 103,1 cM mit einem
durchschnittlichen Abstand von 38,6 cM je Chromosom. In der Tabelle 16 sind die
Abstinde zwischen den verwendeten Markern aus den Ergebnissen der Kartierung mit
CRIMAP aufgefiihrt.

Die durchschnittliche Linge der weiblichen Genkarte betrug 112,4 cM, die der
minnlichen Genkarte 87,2 cM. Der durchschnittliche Abstand der Marker auf der
weiblichen Genkarte betrug 40,5 cM, auf der médnnlichen Genkarte 34,7 cM.

Tabelle 16:  Untersuchte Mikrosatellitenmarker auf den Chromosomen 5, 7 bis 13
und 15 bis 18 in den kommerziellen Familien, multi-allele und bi-allele

(*) Marker sind aufgefiihrt

ssC untersuchte Marker, ihre Reihenfolge auf den Chromosomen sowie ihre
jeweilige genetische Distanz zueinander
SSC5 SW1482 42,8 cM S0005 0,1 cM PTHLH* 44,5cM
IGF1 27,8 cM SWo67
$SC7 S0025 76,9 cM S0102 20,4 cM SW175 33,4 cM
S0115 34,8 cM S0101
SW2611 46,3 cM S0086 19 cM S0144 21,3 cM
SSC8
SW61
$SC9 SW21 21,7 cM SWol1l1 0cM SW54 51,1 ctM
S0109 51,2 cM S0295
SW8&30 40,4 ctM S0070 78,3 cM SWo51 73,9 cM
SSC10
SWR67
SW2008 28,5 cM S0071 16,1 cM S0009 7,7 cM
SSCl11
SW703
SW2490 28,3 cM GH* 28,7 cM SW874 38,5 cM
SSC12
SW605
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Fortsetzung Tabelle 16

ssC untersuchte Marker, ihre Reihenfolge auf den Chromosomen sowie ihre

jeweilige genetische Distanz zueinander

S0219 100 cM SW344 30,6 cM PIT1* 10,5 cM
SSC13

SW398
SSC15 | Swlll1 20,6 cM SWo36 15,5 cM SW1119

SO0111 57,9 ctM S0026 20,0 cM PRLR* 2,5cM
SSC16

S0061

SW335 38,9 cM SW840 0,1 cM GHRH* 86,3 cM
SSC17

SwW2431

SW1023 29,8 cM LEP* 7,3 cM SW787 34,6 cM
SSC18

SWR414

423 Kartierung der QTL

Die Anzahl der analysierten Marker auf den Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14 wurde
im Anschluss an die Bestdtigungskartierung erhoht, sodass die Regionen feiner kartiert
werden konnten. So konnen QTL besser lokalisiert werden, die Anzahl der Gene in den
Regionen verringert sich und somit die Anzahl der moglichen Kandidatengene.

Auf den Chromosomen wurden insgesamt 65 Marker untersucht, durchschnittlich
10,8 Marker je Chromosom. Der durchschnittliche Abstand zwischen den Markern
betrug 31,25 cM, auf der weiblichen Genkarte 27,9 cM, auf der minnlichen Genkarte
37,5 cM. Die Lingen der Genkarten lagen zwischen 126,7 cM auf Chromosom 14 und
559,4 cM auf Chromosom 1. Im Durchschnitt betrug die Linge 240,2 cM, auf der
weiblichen Genkarte 311,0 cM, auf der minnlichen Genkarte 365,7 cM. Die Anordnung
der Marker auf der MARC-Datenbank ergab geringere Abstinde zwischen den
Markern, sodass die zusitzlichen Marker zu einer feineren Kartierung der
Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14 fiihrten. Die Ergebnisse der Kartierung dieser

Chromosomen sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.
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Tabelle 17:  Untersuchte Mikrosatellitenmarker auf den Chromosomen 1 bis 4, 6 und
14 in den kommerziellen Familien, multi-allele und bi-allele (*) Marker

sind aufgefiihrt

SSC untersuchte Marker und ihre jeweilige genetische Distanz zueinander
SW1824 100cM  SW1515" 24,6cM SWR2300 19,5cM
SW1851%  348cM  S0312 26,8cM  SW2166  23,5cM
SSC1 S0113 87,5cM RLN*™ 46,8 cM  S0155* 19,3 cM
SW1957  583cM SW373 20,6 cM  S0056 52,9 cM
SW1301"  24,0cM  SW2512
SW2443% 251 cM  SW2445° 6,2cM  S0141 21,2cM
SW240" 239cM FSHB* 132cM  SW1564" 0,0 cM
32 SW834* 18,9cM  S0226° 29,7cM  SWI1517 224 cM
SWR2157 30,0cM SW1879 71,9cM  SWR308
APR22 100cM  SW72° 17,2cM  SE47329 228 cM
SSC3 S0032 142cM  S0164" 28,2cM  SW2570" 39,8 cM
S0216 23,0cM  S0002* 60,4 cM  SW2532
S0227* 17,5cM  S0301 31,5cM  S0001* 19,5cM
SSC4 SW8&39 443 cM  S0214° 82,6 c M SW524 0,5 cM
SW58 455cM  S0097* 24,6 c M SW856"
S0035* 29,0cM  SW1057 64,2cM  S0087" 25,0cM
SW1067" 18,0cM SW193* 27,7¢cM  S0300" 46,5 cM
SSC6 TGFp* * 89,9cM SWRI87 18,8cM  S0220° 35,2 cM
S0059* 97,5cM  SW2173 87,9cM  S0003" 13,7cM
SWR726 543cM LEPR
SW857* 27,7cM  SW1125 29cM  S0037 48,1 ctM
SSC14 S0007* 0,1cM  SWC55 16,0cM  SWI1557  32,0cM
SWC27*

" Marker aus der Bestitigungskartierung
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4.3

Kartierung in der Versuchspopulation

Die Ergebnisse der Genotypen der DUMI-Versuchspopulation wurden erneut analysiert.

Die Ergebnisse der QTL-Analysen in der DUMI-Population sind in Tabelle 18

aufgefiihrt.

Tabelle 18:  Ergebnisse aus den QTL-Analysen in der DUMI-Population, je

Chromosom sind die Werte fiir die chromosom-weiten Berechungen
sowie die transformierten p-Werte fiir die experiment-weiten QTL mit

Position und entsprechendem Marker aufgefiihrt

chromosom-weit experiment- Position des QTL
SSC weit

NPL-Wert p-Wert b-Wert Lage [cM] Marker
1 4,43 <0,01** 0,09 283 SW1301
2 4,56 <0,01** 0,04* 0 SW2443
3 3.9 <0,01** <0,01** 76 S0164
4 4,6 <0,01** <0,01%** 166 S0097
5 3,83 <0,01** <0,01** 0 SW1482
6 9,25 <0,01** <0,01** 183 S0220
7 2,63 <0,01** 0,04* 173 S0101
8 3,41 <0,01** <0,01** 0 SW2410
9 2,35 <0,01%* 0,13 33 SWoll
10 2,88 <0,01** 0,03* 173 SW2067
11 3,35 <0,01** <0,01** 87 S0386
12 6,7 <0,01** <0,01** 0 S0143
13 1,92 0,02* 0,37 105 SW398
14 3,78 <0,01** <0,01%** 57 S0007
15 2,44 <0,01%* 0,09 119 SW936
16 3,14 <0,01** 0,01* 186 S0061
17 0,64 0,23 0,99 87 SW2431
18 3,23 <0,01** 0,02%* 80 SWR414

*: signifikant p < 0,05 **: hoch signifikant p < 0,01
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Die Ergebnisse entsprachen meist den bereits publizierten NPL-Werten und
signifikanten QTL. Anderungen ergaben sich insbesondere aufgrund der Erweiterung

der bisherigen Analyse um weitere Marker.

4.4 Bestitigungskartierung in den kommerziellen Familien

Die QTL-Kartierung der Chromosomen 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17 und 18
wurde mit 22 Familien, beziehungsweise mit 100 Tieren, durchgefiihrt. In Tabelle 19
sind die Ergebnisse der Analysen je Chromosom dargestellt. Es werden die NPL-Werte
und die p-Werte fiir die chromosom-weiten Berechungen (Chr) sowie die
transformierten p-Werte fiir die experiment-weiten QTL (Gen) mit Position (Pos.) und
entsprechendem Marker aufgefiihrt. Weiterhin sind die Ergebnisse fiir die Tiere der

Rassen DL und der Kreuzungstiere getrennt aufgefiihrt.

Tabelle 19:  Ergebnisse aus den QTL-Analysen in den kommerziellen Familien

QTL Position p-Werte
NPL- DLxDE
SSC | Pos. gesamt DL
M) Marker | Wert DExDL
c

Chr Gen Chr Gen Chr Gen

149 | SW967 | 1,45 0,07 0,75 0,28 0,99 0,01** 1 0,19

166 | S0101 0,77 0,1 0,75 0,17 0,92 0,13 0,84

5
7
8 76 S0086 0,9 0,06 0,8 0,06 0,79 0,01** 1 0,79
9 81 SW54 0,36 0,33 0,99 0,19 0,99 - -

10 0 SWS830 | 0,64 0,14 0,92 0,08 0,73 0,29 0,99

11 65 SW703 | 1,95 0,01** | 0,24 0,04* 10,83 0,05* 10,9

12 26 SW874 | 0,74 0,21 0,99 - - 0,17 0,99

13 50 SW344 10,73 0,2 0,97 0,42 0,99 0,04* | 0,44

15 24 SW936 | 0,77 0,08 0,99 0,15 0,99 0,24 0,99

16 0 SO111 0,5 0,2 0,99 0,31 0,99 0,28 0,99

17 86 SW840 | 0,5 0,12 0,85 0,19 0,96 0,13 0,89

18 0 SW1023 | 0,17 0,37 0,99 0,29 0,99 0,42 0,99

*: signifikant p < 0,05 **: hoch signifikant p <0,01 -: keine verwendbaren Daten
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Die Analysen wurden ebenfalls getrennt bei den verschiedenen Rassen durchgefiihrt.
Zusitzlich wurden die chromosom-weit ermittelten p-Werte zu experiment-weiten
Werte transformiert.

Es konnten signifikante NPL-Werte auf dem Chromosom 11 festgestellt werden.

Auf Chromosom 5 wurde der hochste NPL-Wert von 1,45 gefunden. Es konnte jedoch
noch kein signifikantes Niveau erreicht werden (p = 0,07). Bei der getrennten Analyse
der Familien nach Rassen verringerte sich der NPL-Wert bei den DL Tieren auf 0,6 (p =
0,28). Der NPL-Wert von 1,92 bei der Analyse der Kreuzungstiere DExDL und DLXDE
ergab p = 0,011. Es konnte also eine Signifikanz bei der Analyse der Kreuzungstiere
zum Niveau p < 0,05 in der Region des Markers SW967 festgestellt werden (Abbildung
17).
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Abbildung 17: NPL-Werte auf Chromosom 35, unterteilt nach den Rassen DL und den
Kreuzungstieren (DExDL, DLXDE)

Auf Chromosom 7 konnte kein signifikanter NPL-Wert festgestellt werden. Die Werte
der rassenspezifischen Auswertung lagen unterhalb der NPL-Werte der
Gesamtauswertung. Der hochste NPL-Wert wurde mit 0,77 (p = 0,1) am Genort mit
dem Marker SO101 detektiert.
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Bei der Analyse aller Tiere auf Chromosom 9 betrug der hochste NPL-Wert 0,36
(p = 0,33). Bei der Analyse der Kreuzungstiere und der Familien der Rasse DL konnten

ebenfalls keine signifikanten NPL-Werte berechnet werden.

Auf Chromosom 10 wurde kein signifikanter QTL detektiert. Der hochste NPL-Wert
und das niedrigste Signifikanzniveau p wurden bei der Auswertung der Familien der

Rasse DL mit 0,813 und 0,075 erreicht.

Auf Chromosom 8 unterschieden sich die Ergebnisse zwischen den Rassen,
insbesondere im Vergleich zu der Analyse der Familien der Rasse DL, erheblich. Bei
der Analyse der DL Familien wurde ein hochster NPL-Wert von 1,01 (p = 0,06) um den
Genort des Markers SW2611 ermittelt. In Abbildung 18 sind die Ergebnisse grafisch

dargestellt.
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Abbildung 18: NPL-Werte auf Chromosom 8, unterteilt nach den Rassen DL und den
Kreuzungstieren (DExDL, DLXDE)

Auf Chromosom 11 wurde an der Position 64,7 cM in der Region des Markers SW703
ein maximaler NPL-Wert von 1,95 gefunden. Es konnte eine chromosom-weit hohe
Signifikanz ermittelt werden (p < 0,01). Bei der separaten Analyse der Familien der

Rasse DL und der Kreuzungsfamilien wurden signifikante NPL-Werte von 1,5 und 1,32
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ermittelt. Die Kurvenverldufe stimmten in allen Analysen iiberein, sie unterschieden
sich jedoch in der Hohe, da auch die Anzahl der informativen Familien unterschiedlich

war. Abbildung 19 zeigt die Kurvenverldaufe der NPL-Werte.
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Abbildung 19: NPL-Werte auf Chromosom 11, unterteilt nach den Rassen DL und den
Kreuzungstieren (DExDL, DLXDE)

Auf Chromosom 12 konnten keine signifikanten NPL-Werte ermittelt werden. Die
Kurvenverlidufe der NPL-Werte der Gesamtanalyse sowie der Analyse der Tiere der
Rasse DL stimmten iiberein, die Hohen unterschieden sich geringfiigig. Aufgrund der
geringen Anzahl an vollstindig analysierten Familien waren die NPL-Werte der
Kreuzungsfamilien sehr niedrig. Der hochste NPL-Wert wurde bei der Gesamtanalyse
am Genort um den Marker SW874 bei 25,5 cM mit 0,74 ermittelt, der p-Wert betrug
0,21. In der kommerziellen Population konnte kein QTL auf Chromosom 12 ermittelt

werden.

Auf Chromosom 13 wurde bei der Auswertung der Tiere der Kreuzungen DLXDE und
DExDL ein signifikanter chromosom-weit signifikanter QTL mit einer F-Statistik von

1,41 detektiert (p < 0,05). Dieser QTL konnte experiment-weit ein signifikantes Niveau
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erreichen. Abbildung 20 stellt die erreichten NPL-Werte der verschiedenen Analysen

der Marker an den verschiedenen Genorten dar.
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Abbildung 20: NPL-Werte auf Chromosom 13, unterteilt nach den Rassen DL und den
Kreuzungstieren (DExDL, DLXDE)

Auf Chromosom 15 wurde der hochste erreichte NPL-Wert bei der Auswertung aller

Familien am Genort des Markers SW936 mit 0,773 gefunden (p = 0,08).

Auf Chromosom 16 konnten keine signifikanten QTL gefunden werden.

Auf Chromosom 17 wurden bei der Auswertung der Ergebnisse in der kommerziellen

Population keine signifikanten QTL festgestellt.

Der Informationsgehalt der Marker auf Chromosom 18 war sehr niedrig, ein hoher
NPL-Wert wurde am Genort des Markers SW1023 erreicht. Es konnte kein

signifikanter QTL detektiert werden.
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4.5 Feinkartierung

Die QTL-Kartierung der Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6, und 14 wurde bei 100 Familien mit
insgesamt 400 Tieren durchgefiihrt. Es wurden jeweils zwei QTL-Analysen
durchgefiihrt. Zunéchst die Kartierung zur Bestédtigung der Genorte bei den Tieren der
Versuchspopulation und anschlieend die erweiterte Analyse mit zusétzlichen Markern.
In den folgenden Tabellen werden jeweils die Ergebnisse der Bestidtigungsstudie
(Tabelle 20) sowie der Feinkartierung (Tabelle 21) fiir jedes Chromosom aufgefiihrt.
Die Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der Bestitigungskartierung der kommerziellen
Familien. Je Chromosom (SSC) sind die F-Werte und p-Werte fiir die chromosom-
weiten Berechungen (Chr) sowie die transformierten p-Werte fiir die experiment-weiten
QTL (Gen) mit Position (Pos) und entsprechendem Marker aufgefiihrt. Weiterhin sind

die Ergebnisse fiir die Tiere der Rassen DL und der Kreuzungstiere getrennt aufgefiihrt.

Tabelle 20:  Ergebnisse aus den QTL-Analysen der Bestitigungskartierung der

kommerziellen Familien

p-Werte

Marker- NPL. DLxDE

SSC | loci des Wert Gesamt DL DEXDL
Peak
Chr. Gen Chr. Gen Chr. Gen

1 SW1301 | 0,69 0,15 0,62 0,21 0,75 0,18 0,69
2 SW1564 | 0,59 0,11 0,89 0,4 0,99 0,05%* 0,62
3 S0164 0,49 0,21 0,99 0,56 0,99 0,05%* 0,63
4 S0097 0,99 0,04* 0,48 0,07 0,69 0,09 0,78

S0035 1,16 0,02%* 0,27 0,18 0,87 0,07 0,52
6 S0059 1,64 0,01** 0,1 0,1 0,66 0,04* 0,34

S0003 0,69 0,1 0,66 0,05* 041 0,21 0,91
” SW857 10,5 0,22 0,99 0,12 0,99 0,43 0,99

S0007 0,19 0,37 0,99 0,57 0,99 0,1 0,97

*: signifikant p < 0,05 **: hoch signifikant p < 0,01
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In den Bestitigungskartierungen konnten chromosom-weit signifikante QTL auf den
Chromosomen 4 und 6 bei der Analyse aller Familien gefunden werden. Auf den
Chromosomen 2, 3, und 6 wurden weiterhin auch chromosom-weit signifikante QTL
bei der Analyse der Kreuzungsfamilien (DExXDL und DLXDE) und auf Chromosom 6
bei der Analyse der Tiere der Rasse DL detektiert. Die Anzahl der analysierten Tiere
der Rasse DE war sehr gering, bei der separaten Betrachtung dieser Familien konnten
keine signifikanten QTL festgestellt werden.

Bei der Feinkartierung auf diesen Chromosomen konnten signifikante NPL-Werte auf
dem Chromosom 6 festgestellt werden. Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse der
Feinkartierung der kommerziellen Familien mit den NPL-Werten und p-Werten fiir die
chromosom-weiten Berechungen (Chr) sowie die transformierten p-Werte fiir die
experiment-weiten QTL (Gen) mit Position (Pos.) und entsprechendem Marker.
Weiterhin sind die Ergebnisse fiir die Tiere der Rassen DL und der Kreuzungstiere
getrennt aufgefiihrt.

Aufgrund der vorhergehenden Ergebnisse aus den Versuchspopulationen wurden die
Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14 als interessante Chromosomen betrachtet und weitere

Marker auf diesen Chromosomen analysiert.



Ergebnisse 102

Tabelle 21:  Ergebnisse aus den QTL-Analysen der Feinkartierung der kommerziellen

Familien
p-Werte

Marker- NPL. DLxDE

SSC | loci des Wert Gesamt DL DEXDL
Peak
Chr. Gen Chr. Gen Chr. Gen

SW1824 | 0,63 0,12 0,53 - - 0.05%* 0,26
. S0312 0,89 0,05* 0,26 - - 0,05%* 0,26

SW1301 | 0,66 0,11 0,5 - - 0,02%* 0,11

SW2512 | 0,68 0,11 0,5 - - 0,05%* 0,26
2 SW1564 | 0,53 0,16 -
3 S0032 1,02 0,04* 0,54 0,1 0,7 0,19 0,98
4 S0097 0,99 0,04* 0,48 0,1 0,82 0,09 0,78

S0035 1,09 0,03* 0,27 0,06 0,47 0,18 0,87
6 SW1067 | 0,85 - - 0,07 0,52 - -

S0059 1,58 0,002** | 0,02* | 0,03* | 0,27 0,05%* 0,41
14 SWC55 | 0.87 - - - - 0,05%* 0,82

*: signifikant p < 0,05 **: hoch signifikant p < 0,01

4.5.1 Chromosom 1

Auf Chromosom 1 wurden vier Mikrosatellitenmarker und ein Polymorphismus im
RLN-Gen als bi-alleler Marker verwendet. Die durchschnittliche Heterozygotie und der
durchschnittliche Informationsgehalt der Marker lagen bei 0,63 und 0,59. Der hochste
NPL-Wert betrug 0,93 bei einem p-Wert von 0,049 bei den Familien der Kreuzungstiere
am Marker SW1301. Es wurde ein chromosom-weit signifikanter Wert auf SSC1 bei
der Analyse der kommerziellen Population nur in diesen Familien gefunden.

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse nach der Einbeziehung weiterer Marker in der

Feinkartierung aufgefiihrt.
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Abbildung 21: NPL-Werte auf Chromosom 1, unterteilt nach den Rassen DL, DE und
den Kreuzungstieren (DExDL, DLXDE)

Es konnten bei dieser Analyse hohere NPL-Werte am Genort des Markers S0312 in der
gesamten Analyse und der Analyse der Familien der Rasse DL festgestellt werden. Es
wurden jedoch keine signifikanten Level erreicht. Bei der getrennten Analyse der
Familien nach Rassen ergaben sich weiterhin chromosom-weit signifikante Werte bei
den Hybridfamilien an den Markern SW1824, SW1301 und SW2512. Der hochste
NPL-Wert von 0,98 (p = 0,02) wurde am Marker SW1301 berechnet.

452 Chromosom 2

Auf Chromosom 2 wurde in den kommerziellen Familien nur bei der getrennten
Auswertung der Hybridfamilien ein signifikanter NPL-Wert festgestellt. Dieser konnte
durch die Analyse mit zusitzlichen Markern nicht weiter erhalten werden.

Es wurden fiir die feinere Kartierung zehn Mikrosatellitenmarker und ein
Polymorphismus im FSHB-Gen als bi-alleler Marker verwendet. Die durchschnittliche
Heterozygotie und der durchschnittliche Informationsgehalt der Marker lagen bei 0,71
und 0,67.
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4.5.3 Chromosom 3

Auf Chromosom 3 wurden bei der feineren Kartierung acht Mikrosatellitenmarker mit
durchschnittlich 9,6 Allelen analysiert. Der Informationsgehalt der Marker lag zwischen
0,57 und 0,77. Die interessanteste Genregion lag bei der Bestidtigungskartierung um den
Marker S0164, dort wurde ein chromosom-weit signifikanter NPL-Wert bei der Analyse
der Kreuzungstiere gefunden. Bei der Analyse mit zusétzlichen Markern lag der Marker
mit dem hochsten NPL-Wert noch in dieser Region am Marker S0032. Dort wurde ein
chromosom-weit signifikanter NPL-Wert von 1,02 bei der Analyse aller kommerziellen
Familien gefunden. Die Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse der Feinkartierung auf

Chromosom 3.
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Abbildung 22: NPL-Werte auf Chromosom 3, unterteilt nach den Rassen DL, DE und
den Kreuzungstieren (DExDL, DLxDE)

454 Chromosom 4

Auf Chromosom 4 wurden insgesamt neun Marker untersucht. Die Anzahl der Allele
lag zwischen 4 und 19 Allelen. Der Informationsgehalt der Marker lag zwischen 0,2 und
0,87 mit einem durchschnittlichen Informationsgehalt von 0,62. Auf Chromosom 4

wurde der Genort des hochsten NPL-Wertes in der feineren Kartierung weiter bestétigt.
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Der NPL-Wert von 0,99 ergab einen chromosom-weit signifikanten QTL bei der
Analyse aller kommerziellen Familien bei der Bestitigungs- und der Feinkartierung.

Abbildung 23 zeigt die Kurvenverldufe der QTL-Analysen auf Chromosom 4.
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Abbildung 23: NPL-Werte auf Chromosom 4, unterteilt nach den Rassen DL, DE und
den Kreuzungstieren (DExDL, DLxXDE)

4.5.5 Chromosom 6

Chromosom 6 stellte sich in den QTL-Analysen in den kommerziellen Familien als das
interessanteste Chromosom heraus. Daher wurde mit den zusitzlichen Markern der
feineren Kartierung auch eine Analyse der Halbgeschwistergruppen durchgefiihrt, um
eventuelle Unterschiede festzustellen und die interessantesten Genorte besser zu

detektieren.

Die Abbildung 24 =zeigt die Ergebnisse der QTL-Analysen der verschiedenen

Auswertungen der Bestidtigungskartierung.
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Abbildung 24: NPL-Werte auf Chromosom 6, unterteilt nach den Rassen DL, DE und
den Kreuzungstieren (DExDL, DLXDE)

Es wurden bei der Bestitigungskartierung chromosom-weit signifikante QTL an drei
Genorten detektiert.

Am Genort des Markers S0035 wurde bei der Analyse aller Familien ein hochster NPL-
Wert von 1,16 erreicht. Am Genort des Markers S0059 wurden signifikante NPL-Werte
bei den Analysen aller Familien sowie den getrennten Analysen der Kreuzungstiere
festgestellt. Der NPL-Wert an diesem Genort war mit 1,64 am hochsten, dieser war in
den Analysen aller Familien hoch signifikant, konnte jedoch nach der Transformation
nicht experiment-weit bestitigt werden. In den Familien der Rasse DL wurden
signifikante Werte am Genort des Markers S0003 erreicht.

Durch die zusitzlichen Marker wurden insgesamt 13 Mikrosatellitenmarker und ein
Polymorphismus im TGFB1-Gen auf Chromosom 6 analysiert. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: NPL-Werte der feineren Kartierung auf Chromosom 6, mit den Werten
der Voll- und Halbgeschwisteranalysen (fullsib und halfsib), unterteilt in

die verschiedenen Rassen

Die Marker hatten durchschnittlich 7,79 Allele mit einem durchschnittlichen
Informationsgehalt von 0,55. Der signifikante NPL-Wert am Genort SO003 konnte nicht
erhalten werden. Am Genort des Markers SO035 wurde weiterhin ein chromosom-weit
signifikanter NPL-Wert von 1,09 bei der Analyse aller Familien gefunden. Am Genort
des Markers S0059 wurden chromosom-weit signifikante und hoch signifikante NPL-
Werte bei allen Vollgeschwisteranalysen gefunden. Bei der Analyse aller
Vollgeschwister konnte dieser ebenfalls eine experiment-weite Signifikanz erreichen.
Bei der Halbgeschwisteranalyse ergaben sich ebenfalls ein hoch signifikanter NPL-Wert
von 1,91 bei der Analyse aller Familien im Halbgeschwisterdesign. Die Hybridfamilien
hatten bei der Halbgeschwisteranalyse einen chromosom-weit signifikanten NPL-Wert
von 1,4 am Genort dieses Markers. Bei dieser Analyse wurden sowohl in der Analyse
aller Familien als auch ausschlieBlich der Tiere der Rasse DL ein chromosom-weit
signifikanter NPL-Wert am Genort des Markers SW1067 festgestellt. Tabelle 22 listet
die signifikanten NPL-Werte und die entsprechenden p-Werte der beiden Designs
Vollgeschwister und Halbgeschwister auf dem Chromosom 6 an den interessantesten

Markern auf.
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Tabelle 22:  Vergleichende Auflistung der NPL-Werte und der chromosom-weiten p-
Werte der interessanten Marker auf SSC6

DExDL,
Gesamt DL
Markerloci DLxDE
Analysendesign
des Peak NPL- NPL- p- NPL- p-
p-Wert
Wert Wert | Wert | Wert | Wert
S0035 1,09 0,03 0,93 0,06 0,42 0,18
Vollgeschwister SW1067 0,49 0,2 0,85 0,07 0,04 0,43
S0059 1,58 0,002 1,1 0,03 0,78 0,05
SW1067 0,97 0,06 1,41 0,02 0,25 0,34
Halbgeschwister
S0059 1,91 0,001 0,6 0,18 1,41 0,02

4.5.6 Chromosom 14

Auf Chromosom 14 wurden die kommerziellen Familien an insgesamt sieben Markern
genotypisiert. Dabei wurden zwischen drei und sechzehn Allele gefunden. Der
Informationsgehalt der Marker lag zwischen 0,52 wund 0,89. Bei der
Bestitigungskartierung konnten keine signifikanten NPL-Werte festgestellt werden. Bei
der Analyse der Hybridfamilien mit zusitzlichen Markern wurde ein chromosom-weit

signifikanter NPL-Wert am Genort des Markers SWCS55 gefunden.
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4.6 Assoziationsanalyse der Mikrosatellitenallele

Die Assoziationsanalyse wurde mit dem Programm FBAT durchgefiihrt. Es wurde das
additive bi-allele Modell verwendet. In der Tabelle 23 sind jeweils der Marker mit dem
signifikanten Allel, der Erwartungswert der Signifikanz [E(S)], die Varianz der
Signifikanz [Var(S)], die Z-Statisik [Z-stat] sowie der p-Wert aufgefiihrt. Zur
Feststellung der Assoziationen zum Defektstatus wurden alle Marker analysiert. Dabei
wurden auf allen Chromosomen, aufler dem Chromosom 9, Allele mit signifikanter
Assoziation zum Zitzendefekt gefunden. Hoch signifikant assoziierte (p < 0,01) Allele
wurden auf folgenden Chromosomen, auf denen chromosom-weit signifikante QTL
detektiert wurden, gefunden: auf SSC3 am Marker S0002 (Allel 199), auf SSC4 am
Marker S0097 (Allele 148 und 170) und am Marker S0058 (Allel 166), auf SSC6 am
Marker S0035 (Allel 179).

Tabelle 23:  Ergebnisse der Assoziationsanalyse mit FBAT (additives bi-alleles

Modell) auf den Chromosomen 1 bis 18 in den kommerziellen Familien

SSC | Marker Allel E(S) Var (S) Z-stat p-Wert
SW1824 |93 67,83 24,197 2,473 0,01*
SWI1515 132 105,25 34,116 2,183 0,03*
SWI1515 150 11,0 5.5 -2,132 0,03*
SW1851 86 12,0 5,429 2,575 0,01*
S0312 100 32,5 14,75 -2,994 <0,01%*
SW2166 160 13,5 5,25 -1,964 0,05%*

. SW2166 166 4,6 2,24 -2,405 0,02*
S0155 163 6,5 3,25 -2,496 0,01*
SW373 150 16,5 8,25 -2,611 <0,01%*
SW373 160 112,5 35,08 3,799 < 0,001 #**
SW1301 171 39,0 17,0 -2,425 0,02%*
SW2512 115 87,5 27,25 3,161 <0,01%*
SW2512 117 28 12,5 -2,546 0,01*
SW2512 119 31 12,5 -2,828 <0,01**
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Fortsetzung Tabelle 23

SSC | Marker Allel E(S) Var (S) Z-stat p-Wert

2 | SW834 124 7,0 3,5 2,673 <0,01%*
Apr22 145 17,9 6,6 1,967 0,05%*
SW72 102 2,0 1,0 -2,0 0,05%*

: S0032 168 48,0 19,0 2,294 0,02%*
S0002 199 40,5 19,25 2,621 <0,01%*
S0097 148 122,156 40,835 3,888 < 0,001 ***
S0097 170 46,156 21,835 -3,458 < 0,001 ***
S0097 172 4,688 2,152 -2,513 0,01*

4 150227 238 2,5 1,25 -2,236 0,03*
SW58 166 19,78 7,94 3,274 <0,01%*
SW58 168 3,0 1,5 -2,449 0,01*
SW856 166 10,5 5,25 1,964 0,05%*
SW967 89 4,0 2,0 -2,828 <0,01%*

5 SWo67 93 21,0 6,5 4,315 < 0,001 ***
SWo67 97 5,0 2,5 -2,53 0,01*
SW1057 104 14,75 7,439 2,292 0,02%*
S0035 179 48,5 23,25 -3,007 <0,01%*
TGFp 1 26,0 4,929 2,252 0,02%*
TGFp 2 10,0 4,929 -2,252 0,02%*
S0300 122 64,5 11,25 2,534 0,01*
S0300 124 23,5 11,25 -2,534 0,01*
SWRO87 | 126 2,0 1,0 -2,0 0,05*

6 SWRO87 | 146 7,418 3,668 2,393 0,02%*
S0220 148 5,0 2,5 -2,53 0,01*
S0059 146 31,425 15,669 2,419 0,02%*
S0059 154 16,0 8,0 -2,121 0,03*
SW2173 110 2,0 1,0 -2,000 0,05*
SWR726 |93 32,167 11,319 2,328 0,02*
S0087 180 24,5 11,25 -2,236 0,03*
S0003 143 2,0 1,0 -2,0 0,05*
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Fortsetzung Tabelle 23

SSC | Marker Allel E(S) Var (S) Z-stat p-Wert
S0102 121 10,0 4,0 -2,5 0,01*

7 S0115 203 14,5 7,25 2,043 0,04*
SO0115 207 32,583 13,535 -,2877 <0,01%*
SW2611 156 3,0 1,5 -2,449 0,01*

i S0144 214 7,5 2,25 2,333 0,02*
SW830 178 32,737 16,449 -2,672 <0,01%*

0 SW830 180 111,237 38,444 4,639 < 0,001 %**
SW830 184 34,925 17,419 -2,618 <0,01**
SW830 200 9,0 4,5 -2,357 0,02%*

" SW703 135 2,5 1,25 2,236 0,03*
SW703 137 39,167 15,472 -2,076 0,04*

12 | SW605 112 2,0 1,0 -2,000 0,05%*
SW219 156 10,0 2,0 2,121 0,03*

b SW344 185 2,0 1,0 -2,0 0,05*
SW857 156 6,0 3,0 -2,309 0,02%*

14 | SWI1125 169 2,0 1,0 2,0 0,05%*
S0007 177 14,0 6,0 -2,041 0,04*

15 | SWO936 116 3.5 1,75 -2,646 <0,01**

16 | S0026 101 48,75 19,188 2,34 0,02%*

. SW840 127 69,0 19,5 2,265 0,02*
SW840 129 10,0 4,5 -2,357 0,02*
SW1023 116 21,25 8,438 -2,152 0,03*

18 | SW787 154 62,837 26,574 2,553 0,01*
SWR414 | 153 11,25 4,188 -2,566 0,01*

* signifikant (p < 0,05) **hoch signifikant (p <0,01) ***hoch signifikant (p <0,001)

Hoch signifikant assoziierte Allele (p < 0,01) auf Chromosomen, auf denen keine
signifikanten QTL detektiert wurden, waren an folgenden Genorten vorhanden: SSCl1
am Marker S0312 (Allel 100), SW373 (Allel 150 und 160), SW2512 (Allele 115 und
119), SSC2 am Marker SW834 (Allel 124), SSC5 am Marker SW967 (Allele 89 und
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93), SSC7 am Marker S0115 (Allel 203), SSC10 am Marker SW830 (Allele 178, 180,
184) und SSC15 am Marker SW936 (Allel 116).

An den Genorten der Marker auf den Chromosomen 1, 2, 3, 4, 5 und 10 wurde eine
hoch signifikante Assoziation zwischen dem Defekt und den Allelen gefunden (positive
Z-Werte). Auf den Chromosomen 1, 4, 5, 6, 7, 10 und 15 waren die Allele hoch

signifikant mit dem Merkmal ,,keine defekte Zitze* assoziiert (negative Z-Werte).
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung des Stiilpzitzendefekts

Die Bedeutung des Erbfehlers Stiilpzitze nimmt in den aktuellen Populationen ab. Wie die
Beobachtungen aus den Priifungen der Leistungspriifungsanstalten Frankenforst und Haus
Diisse zeigen, ist der Anteil der defekten Zitzen jedoch noch hoch, wie man anhand der
Tabelle 24 sieht (personliche Mitteilungen der Mitarbeiter verschiedener Zuchtverbinde).
Erfasst wurden die defekten Zitzen je Tier, daraus wurde die durchschnittliche Anzahl der

defekten Zitzen (@) berechnet.

Tabelle 24:  Ergebnisse der Erfassungen des Zitzendefektes Stiilpzitze (SZ) bei den Tieren
aus den Leistungspriifungen am Schlachthof in den Jahren 2003 bis 2005.

Anzahl der
Anzahl der Anteil der Tiere
Zucht- Tiere mit @ Anzahl SZ je
Jahr beobachteten mit Stiilpzitze
verband mindestens betroffenes Tier
Tiere [in %]
einer Stiilpzitze
2003 A 119 13 10,92 2,39
2003 B 455 59 10,8 1,9
2004 A 238 33 13,9 2,5
2004 B 684 96 14,04 2,19
2005 A 141 18 12,77 2,0
2005 B 349 45 12,89 2,5
A 498 64 12,85 2.3
B 1.488 200 13,44 2.2
> 1.986 264 13,29 2,25

Im Durchschnitt waren 13,29 % der gepriiften Kastraten betroffen, dabei hatten die
betroffenen Tiere im Durchschnitt 2,25 defekte Zitzen. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Tieren aus den Zuchtverbidnden festgestellt. Die
Abweichungen zwischen den drei beobachteten Jahren sind ebenfalls als zuféllig zu bewerten.
Der Anteil der betroffenen Tiere in der LPA war bei den Tieren der Rasse DL mit 14,69 % am

hochsten, wie die Ergebnisse der rassenspezifischen Erfassung des Zitzendefektes Stiilpzitze
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bei den Tieren aus den Leistungspriifungen am Schlachthof in den Jahren 2003 bis 2005 in
Tabelle 25 zeigen (personliche Mitteilung der Mitarbeiter der LPA). Erfasst wurden die
defekten Zitzen je Tier, daraus wurde die durchschnittliche Anzahl der defekten Zitzen (&)

berechnet.

Tabelle 25:  Ergebnisse der rassenspezifischen Erfassung des Zitzendefektes Stiilpzitze

(8Z) in den Jahren 2003 bis 2005

Anzahl der | Anzahl der Tiere | Anteil der Tiere | @ Anzahl SZ
Jahr Rasse beobachteten | mit mindestens mit Stiilpzitze | je betroffenes
Tiere einer Stiilpzitze [in %] Tier
2003 DL 192 27 14,06 1,7
2004 DL 221 33 14,9 2,1
2005 DL 118 18 15,3 2,8
)y DL 531 78 14,69 2,2
2003 DE 103 9 8,74 2,22
2004 DE 106 18 16,7 1,9
2005 DE 70 6 8,57 2,83
)y DE 279 33 11,83 2,32
2003 DLXxDE 82 7 8,54 2,0
2004 DLxDE 187 20 10,7 1,8
2005 DLxDE 90 13 14,4 2,69
) DLxDE 359 40 11,14 2,16
2003 DExDL 197 19 9,65 2,21
2004 DEXxDL 405 57 14,1 2,7
2005 DExDL 183 18 9,84 2,22
> DEXxDL 785 94 11,97 2,38

Vergleichende Beobachtungen fanden in einer unabhingigen Population statt. Dort wurde
insbesondere bei Populationen nach der Einkreuzung von Sauen aus einer auslidndischen
Schweinepopulation ein Anstieg der Tiere mit Stiilpzitzen beobachtet (Tabelle 26). Erfassung
wurde jeweils die durchschnittliche (@) Zitzenzahl, der Anteil betroffener Tiere in dieser

Population sowie die durchschnittliche Anzahl an Stiilpzitzen (SZ).
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Tabelle 26:  Beobachtung der Defektinzidenz in einer auslidndischen Schweinepopulation

(personliche Mitteilung)

Anzahl Anzahl Anteil @ Anzahl SZ
@ Anzahl
Rasse beobachtete - Tiere mit | betroffener | der betroffenen
itzen
Tiere Defekt Tiere [in %] Tiere

Edelschwein

307 14,8 50 16,3 2,5
(Vaterlinie)
Landrasse 77 14,5 24 31,2 3,1
Edelschwein

108 14,7 20 18,5 3,0
(Mutterlinie)

Bei weiteren Beobachtungen konnte jedoch festgestellt werden, dass sich ein groBer Anteil
der Stiilpzitzen in dieser Population zuriickentwickelte. Insbesondere gering ausgeprigte
Stiilpzitzen entwickeln sich wahrscheinlich wihrend der Laktation wieder zu funktionsfahigen
Zitzen (Blendl et al. 1980). Bei acht Sauen aus dieser Population konnte zum Zeitpunkt des
Abferkelns keine Stiilpzitze mehr ausgemacht werden, trotz der vorherigen Selektion der
Sauen aus der Zucht. Ahnlich Beobachtungen wurden bei dem FEinsatz von Sauen mit
Stiilpzitzen in Betrieben des Zuchtverbands gemacht. Diese Beobachtungen stimmen auch mit
Publikationen aus den neunziger Jahren iiberein (GroB3e Beilage et al. 1996). Bei den Sauen
aus den Zuchtorganisationen A und B konnte eine starke Riickbildung der Stiilpzitzen zu
funktionsfidhigen Zitzen in der Laktation beobachtet werden.

Diese Beobachtungen machen deutlich, dass auch das angewandte Schema fiir die Selektion
eine bedeutende Rolle spielt. Der Grad der Einstiilpung konnte eventuell in die Selektion
einbezogen werden. Weitergehende Beobachtungen sind notwendig, bevor Tiere mit weniger
stark ausgepriagten Zitzendefekten fiir die Zucht zugelassen werden. Moglicherweise konnte
die konventionelle Selektion bereits zu einem erheblichen Riickgang des Zitzendefektes
fiihren. Um einen Anstieg des Defekts innerhalb weniger Generationen zu verhindern, sollte
jedoch der genetische Hintergrund weiter untersucht werden.

Die Abbildung 26 zeigt die Entwicklung des Anteils betroffener und nicht betroffener Tiere in
einer Schweinepopulation iiber einen Zeitraum von 20 Jahren. Der Anteil der Tiere mit dem
Stiilpzitzendefekt ist bei den beobachteten Tieren der Rassen DE und DL sowie deren

Kreuzungstiere gesunken.
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Abbildung 26: Die Ergebnisse der Erfassung von Zitzendefekten iiber einen Zeitraum von
zwanzig Jahren (1985 bis 2005) aus einer unabhédngigen Leistungspriifung in

Deutschland (personliche Mitteilung)

5.2 Vergleich der Kopplungskarten

Bei dem Vergleich verschiedener publizierter Genkarten wurden Lingenunterschiede
zwischen den Karten festgestellt, jedoch keine signifikant unterschiedlichen Léngen. Die
extremen Unterschiede der US-amerikanischen und schwedischen Genkarten waren
vergleichbar mit den Unterschieden zwischen Genkarten weiblicher und ménnlicher
Schweine. Die porcine weibliche Karte ist, gemessen in der Einheit cM, um den Faktor 1,3
langer als die porcine minnliche Karte (Archibald 1994, Marklund et al. 1996). Die Abstinde
der Marker konnen also zwischen Familien unterschiedlich sein, die Anordnung der Marker
stimmt jedoch meist iiberein (Geldermann et al. 1996).

Bei den eigenen Berechnungen der Genkarten in der kommerziellen Population wurde ein
Unterschied um den Faktor 1,03 der addierten Lingen der Genkarten auf den Chromosomen 1
bis 18 zwischen den weiblichen Genkarten und der geschlechtsunabhingigen Genkarte
ermittelt. Es wurde kein Unterschied zwischen den Summen der ménnlichen und der
geschlechtsunabhingigen Genkarten festgestellt. Die Summe der minnlichen und der
weiblichen Genkarten unterschieden sich in der Liange der Genkarten dieser Chromosomen
um den Faktor 0,97. Die Summe der errechneten weiblichen Genkarten war in den in dieser
Arbeit untersuchten Familien um 87 cM ldnger als die der geschlechtsunabhingigen
Genkarten. Die Summe der ménnlichen Genkarten war um 4 cM ldnger als die der

Gesamtkarten.
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Die Berechung der Genkarten fiir die DUMI-Versuchspopulation und die Genkarte der
kommerziellen Familien wiesen ebenfalls Unterschiede auf. Insbesondere die bei den
kommerziellen Tieren berechneten Abstinde der Marker waren groBer. Die Summe der
geschlechtsunspezifischen Genkarten der Chromosomen 1 bis 18 in der DUMI-Population
unterschied sich von den publizierten Genkarten um den Faktor 1,2. Die der kommerziellen
Familien und der DUMI-Population unterschied sich um den Faktor 1,4.

In den folgenden Abbildungen sind an Beispielen die Unterschiede zwischen den errechneten
Genkarten vergleichend dargestellt. Abbildung 27 stellt die Genkarten aus SSCI1 dar, auf
diesem Chromosom wurden die grof3ten Unterschiede der Langen (in Kosambi-cM) gefunden.
In dieser Abbildung sind die errechneten geschlechtsspezifischen und -unabhingigen
Genkarten der kommerziellen Familien, die geschlechtsunabhiingige Genkarte der DUMI-
Population und die publizierte MARC-Genkarte als Vergleich dargestellt.
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Abbildung 27: Grafische Darstellung der Unterschiede verschiedener Genkarten auf SSC1

Abbildung 28 stellt die Genkarten aus SSC14 dar, auf diesem Chromosom wurden die
geringsten Unterschiede der Lingen (in Kosambi-cM) gefunden. In dieser Abbildung sind die
errechneten geschlechtsspezifischen und -unabhingigen Genkarten der kommerziellen
Familien, die geschlechtsunabhingige Genkarte der DUMI-Population und die publizierte
MARC-Genkarte als Vergleich dargestellt.
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Abbildung 28: Grafische Darstellung der Unterschiede verschiedener Genkarten auf SSC14

Die Unterschiede zwischen der kombinierten und den geschlechtsspezifischen Genkarten
waren bei den kommerziellen Tieren zum Teil erheblich. Daher sind die Unterschiede auch
bei dem Vergleich der Genkarten aus verschiedenen Populationen erkennbar. In dem
Vergleich der Liangen der zwei errechneten Genkarten (DUMI und kommerzielle Familien)
und der publizierten Genkarte der MARC-Datenbank
(http://www.marc.usda.gov/genome/swine.html) ergaben sich Unterschiede der Liangen der
Genkarten auf den einzelnen Chromosomen zwischen dem  Faktor 3,74
(geschlechtsunabhingige Genkarte der kommerziellen Tiere im Vergleich zur MARC-
Genkarte auf SSC1) und dem Faktor 0,98 (Genkarte in der DUMI-Population im Vergleich
zur MARC-Genkarte auf SSC5 und SSC15).

Beim Vergleich der Abweichungen zwischen den beiden Genkarten, die in den Populationen
im Institut fiir Tierwissenschaften der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn
berechnet wurden, und der verdffentlichten Genkarten konnten Unterschiede festgestellt
werden. Die Summe der Genkarten auf den Chromosomen 1 bis 18 unterschied sich in den
kommerziellen Familien um den Faktor 1,2 von der Summe der publizierten Genkarten auf
den Chromosomen 1 bis 18. Bei der Berechnung der Genkarten in der DUMI-Population

unterschieden sich diese von den publizierten MARC-Genkarten um den Faktor 1,1.
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Bei diesem Vergleich der Genkarten ist jedoch zu beriicksichtigen, dass zum Teil
unterschiedliche Marker verwendet wurden und sich insbesondere die Position des jeweils
ersten verwendeten Markers auf den Chromosomen unterschied. Dennoch kann festgestellt
werden, dass die eigenen berechneten Genkarten mit der publizierten Genkarte der MARC-
Datenbank gut iibereinstimmten. Die Genkarten unterschieden sich insbesondere auf den
feiner kartierten Chromosomen. In den meisten publizierten QTL-Studien wurden ebenfalls
weitestgehende Ubereinstimmungen zu den publizierten Karten festgestellt (Lee et al. 2003a).
Die Unterschiede zwischen den geschlechtsabhingigen Genkarten in den kommerziellen
Familien und der geschlechtsunabhéngigen Genkarte waren nur gering, daher wurden fiir alle
Analysen die Werte der geschlechtsunabhéingigen Genkarten verwendet. Die QTL-Analyse
mit geschlechtsspezifischen Karten hat nur geringe Auswirkungen auf die Ergebnisse (Knott

et al. 1998).

5.3 QTL-Analysen der kommerziellen Populationen

Die meisten QTL-Kartierungen wurden bisher fiir produktive Merkmale durchgefiihrt, daher
wurden auch viele QTL fiir diese Merkmale, beispielsweise Riickenspeckdicke, publiziert.
Neben den produktiven Merkmalen ist die Anzahl der Zitzen eines der wenigen reproduktiven
Merkmale mit einer hohen Anzahl an publizierten QTL.

Die hohe Anzahl an publizierten QTL fiir das Merkmal Anzahl der Zitzen ist ein Hinweis
darauf, dass dieses Merkmal beim Schwein durch eine Vielzahl von Genen beeinflusst wird.
Auch der Stiilpzitzendefekt ist wahrscheinlich ein quantitatives multifaktorielles
Schwellenmerkmal (Brevern et al. 1994, Hittel 1984, Matzke 1980). Ebenso werden
Zitzenmerkmale beim Schwein von verschiedenen Umwelteinfliissen beeinflusst (Brevern et
al. 1994). Da bei der echten Stiilpzitze eine entziindliche oder traumatische Genese als
Ursache ausgeschlossen wird, kann eine QTL-Analyse fiir dieses Merkmal durchgefiihrt
werden (Giinther 1984).

Die QTL-Analysen der Genotypen aus den kommerziellen Familien mit dem Programm
Genehunter ergaben chromosom-weite Signifikanzen (p < 0,05) auf SSC3, SSC4 und SSC6.
Auf SSC11 und SSC6 wurden chromosom-weit hoch signifikante QTL (p < 0,01) gefunden,
der QTL auf SSC6 zeigte zudem eine experiment-weite Signifikanz.

Auf SSC3 wurde ein Peak am Genort des Markers SO164 mit einem chromosom-weit
signifikanten NPL-Wert von 1,16 detektiert. Es wurden in dieser Region weitere QTL fiir
reproduktive Merkmale, beispielsweise Ovulationsrate, testikuldres Gewicht und Plasma-

FSH-Konzentration, gefunden (Rohrer et al. 1999, Rohrer et al. 2001, Sato et al. 2003).
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Rohrer (2000) konnte ebenfalls einen signifikanten QTL fiir die Anzahl der Zitzen beim
Schwein feststellen.

Ahnlich dem QTL auf SSC3 konnte auch ein signifikanter NPL-Wert auf SSC4 in den
Analysen der kommerziellen Familien gefunden werden. Der QTL wurde mit einem Peak bei
einer Liange von 64,4 cM am Genort des Markers S0058 kartiert, und ein NPL-Wert von 1,06
(p = 0,025) wurde berechnet. In verschiedenen Untersuchungen auf Chromosom 4 wurden
weitere QTL fiir reproduktive Merkmale wie die Anzahl an tot geborenen Ferkeln und die
Ovulationsrate gefunden (Rathje et al. 1997, Wilkie et al. 1999).

Auf Chromosom 5 und 8 wurden signifikante NPL-Werte fiir die QTL-Analysen des Defekts
Stiilpzitze ausschlieBlich bei der Analyse von Familien der Kreuzungstiere DExXDL und
DLxDE gefunden. Auf SSC8 entspricht der Peak des QTL der Region, in der von Beeckmann
et al. (2003) ein QTL fiir die Anzahl der Zitzen detektiert wurde. Auf beiden Chromosomen
wurden ein oder mehrere (drei QTL auf SSC8) QTL fiir die Anzahl der Zitzen gefunden
(Beeckmann et al. 2003, Cassady et al. 2001, King et al. 2003, Lee et al. 2003b). Auf dem
Chromosom 8 wurde auBerdem ein QTL fiir die WurfgroBe, die prinatale Uberlebensrate, die
Ovulationsrate, das Ovargewicht, die Uterusgrofle, fiir das Alter bei der Pubertit, fiir die
Plasma-FSH-Rate sowie drei QTL fiir die Anzahl der Gelbkorper gefunden (Cassady et al.
2001, King et al. 2003, Lee et al. 2003b, Rathje et al. 1997, Rohrer et al. 1999, Rohrer et al.
2001, Wilkie et al. 1999). Auf SSCS8 liegen wahrscheinlich viele Gene, die verschiedene
Reproduktionsmerkmale beeinflussen. Dieses Chromosom ist daher besonders gut fiir solche
Merkmale kartiert. Auf Chromosom 5 sind nur wenige weitere reproduktive Merkmale, neben
dem QTL fiir die Anzahl der Zitzen auch ein QTL fiir Anzahl an tot geborenen Ferkeln,
kartiert (Cassady et al. 2001).

Auf SSC11 und SSC6 wurden chromosom-weit hoch signifikante QTL (p < 0,01) gefunden,
der QTL auf SSC6 war dariiber hinaus experiment-weit signifikant.

Auf Chromosom 6 wurden bislang mehr als 146 QTL fiir verschiedene Merkmale, meist
zwischen den Markern SW1302 und SW2419, gefunden. Neben SSC1, SSC4 und SSC7
wurden die meisten QTL auf diesem Chromosom detektiert, wobei an vielen Genorten eine
Kopplung zu produktiven Merkmalen, vor allem Fleisch- und Schlachtkorperqualitiit,
gefunden wurde. In der QTL-Datenbank (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb)
wurde ein QTL mit einem F-Wert von 2,46 mit einer Lokalisation des QTL-Peaks bei 171 ctM
fiir die Anzahl an Zitzen beim Schwein publiziert (Cassady et al. 2001). Die Analysen in den
Familien der Rassen DL, DE sowie deren Kreuzungstieren ergaben einen chromosom-weit

signifikanten NPL-Wert von 1,16 (p = 0,017), der jedoch experiment-weit nicht bestehen
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blieb. Dieser hatte den hochsten Peak am Genort des Markers S0035. In dieser Region
wurden nur wenige QTL detektiert, zum Beispiel fiir das Bauchgewicht, die Farbe des
Haarkleides und die Lebenswachstumsrate (engl. life growth rate) (de Koning et al. 2001,
Kijas et al. 1998, Milan et al. 2002). Der QTL lag in der Region des Markers S0059 bei etwa
156 cM und hatte einen NPL-Wert von 1,64 (experiment-weit p = 0,016). Dieser Genort, der
aus den Analysen der Drei-Generationen-Versuchspopulation von Cassady et al. (2001)
hervorgeht, liegt in der Néhe eines QTL fiir die Zitzenzahl. Weitere QTL in dieser Region
wurden fiir verschiedene Fleischleistungsmerkmale und fiir die frithe Wachstumsrate
gefunden (de Koning et al. 1999, de Koning et al. 2001, Malek et al. 2001, Ovilo et al. 2002).
Ein chromosom-weit hoch signifikanter QTL fiir den Erbfehler Stiilpzitze wurde auf SSC11
kartiert. Weitere suggestive QTL wurden fiir die reproduktiven Merkmale Anzahl der Zitzen,
Anzahl der lebend geborenen Ferkel und Anzahl der vollstindig entwickelten Ferkel
detektiert (Cassady et al. 2001). Bisher wurden nur neunzehn QTL auf Chromosom 11 fiir
verschiedene Merkmale in der Datenbank (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb)
verdffentlicht.

Auf SSC13 wurde, wie auch auf den Chromosomen 5 und 8, ausschliefllich ein chromosom-
weit signifikanter QTL am Genort des Markers SW344 bei etwa 50 cM in der Analyse der
Familien der Rassen DExXDL und DLXDE gefunden. Fiir die reproduktiven Merkmale Anzahl
an tot geborenen Ferkeln und Ovulationsrate wurden QTL auf diesem Chromosom kartiert
(Cassady et al. 2001, Rathje et al. 1997). Es wurde kein QTL fiir weitere Zitzenmerkmale auf
SSC13 detektiert.

Weitere interessante Genorte mit signifikanten NPL-Werten konnten in der kommerziellen
Population nicht gefunden werden. Das X-Chromosom wurde in dieser Untersuchung nicht

betrachtet.

5.4 Vergleich der QTL-Analysen in den beiden betrachteten Population

Um die Marker aus den QTL-Analysen in der MAS anwenden zu konnen, sollten die Genorte
in einer unabhingigen Studie bestitigt oder Assoziationsanalysen von Kandidatengenen in
verschiedenen Populationen durchgefiihrt werden, da die Ergebnisse aus QTL-Analysen
abhingig von der Population sind (Gerbens et al. 2000, Spelman und Bovenhuis 1998). Der
Einsatz der MAS ist fiir die in dieser Untersuchung betrachteten Rassen und Kreuzungen DE,
DL, DExDL und DLxDE von Bedeutung. Eine Ubertragung der Ergebnisse aus den QTL-

Analysen auf die kommerziellen Rassen muss somit moglich sein.
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In der DUMI-Population wurden verschiedene QTL fiir den Zitzendefekt Stiilpzitze kartiert.
Suggestive QTL wurden auf SSC3, SSC5, SSC8, SSC10, SSC11, SSC14, SSC16 und SSC18,
signifikante QTL auf SSC1, SSC2, SSC4, SSC6 und SSCI12 detektiert. Es wurden
signifikante NPL-Werte fiir die QTL auf SSC1, SSC3, SSC4, SSC6 und SSCI11 in der
kommerziellen Population detektiert (Tabelle 27).

Tabelle 27:  Vergleichende Auflistung der detektierten QTL-Genorte in der DUMI-
Versuchspopulation und in den kommerziellen Familien mit den Positionen der

QTL-Genorte aus den eigenen Analysen

DUMI-Versuchspopulation Kommerzielle Familien
SSC Position des QTL Position des QTL
p- Wert' p- Wert?

cM Marker cM Marker
1 0,09 283 SW1301 0,11 366 SW1301
2 0,04* 0 SW2443 0,15 32 SW1564
3 <0,01** 52 S0164 0,02%* 43 S00164
4 <0,01** 166 S0097 0,02* 64 S0058
5 <0,01** 0 SW1482 0,07 149 SWo67
6 0,02%* 0 S0035 0,02%* 0 S0035
6 <0,01** 183 S0220 <0,01** 300 S0059
7 0,04* 173 S0101 0,1 166 S0101
8 <0,01** 0 SW2410 0,06 76 S0086
9 0,12 33 SWol1 0,33 81 SW54
10 0,03* 173 SW2067 0,14 0 SW830
11 <0,01** 87 S0386 <0,01** 65 SW703
12 <0,01** 0 S0143 0,21 26 SW874
13 0,35 105 SW398 0,2 50 SW344
14 <0,01** 108 S0007 0,21 0 SW857
15 0,08 119 SW936 0,08 24 SW936
16 0,01%* 186 S0061 0,2 0 SO111
17 0,99 87 SW2431 0,12 86 SW840
18 0,02* 80 SWR414 0,37 0 SW1023

* signifikant (p < 0,05) ** hoch signifikant (p <0,01) ' experiment-weit 2 chromosom-weit
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Diese Ergebnisse zeigen, dass eine weitere Untersuchung der Ergebnisse aus den QTL-
Analysen notwendig ist, um diese abzusichern.

Es wurden bereits verschiedene Bestitigungsstudien in unterschiedlichen Populationen und
Spezies durchgefiihrt. In einer Hiihnerlinie wurden die QTL in spiteren Generationen auf
sechs Chromosomen analysiert. Dabei basierte die Population der Bestitigungsanalyse auf der
wiederholten Kreuzung ab Generation zwei der urspriinglich eingesetzten Population. Fiir vier
der untersuchten Chromosomen konnten die Regionen der QTL bestitigt, auf zwei
Chromosomen konnten keine signifikanten Level erreicht werden. Es wurden jedoch noch
zwei zusitzliche Regionen identifiziert (Jennen et al. 2005). QTL wurden bei kommerziellen
Broilerlinien auch in anderen Studien bestitigt. Diese zeigten die Moglichkeiten fiir die
Detektion von QTL und das Potential fiir die MAS innerhalb einer kommerziellen
Broilerlinie, ohne dass das existierende Zuchtschema geindert werden musste (de Koning et
al. 2003b).

Solche Studien werden hidufig mit Kandidatengenen verbunden. Bei Milchkiihen gibt es
beispielsweise verschiedene Untersuchungen fiir die Detektion und die Bestitigung von
detektierten QTL fiir Milchleistungsmerkmale (Arranz et al. 1998, Bennewitz et al. 2003,
Jiang et al. 2005). Der detektierte QTL auf dem bovinen Chromosom 26 (BTA26) liegt in der
Region des bovine transcriptionfactor 7-like 2 (TCF7L2) Gens, dieses ist ein Kandidatengen
fiir Milchleistungsmerkmale. Die Ergebnisse aus einer kanadischen Milchkuhherde konnten
in einer US-amerikanischen Holsteinpopulation bestitigt werden. Dieser QTL auf BTA26
wirkt sich auf verschiedene Milchmerkmale aus und kann auf unterschiedliche Populationen
ibertragen werden (Jiang et al. 2005). Andere Untersuchungen zeigen den potentiellen
Nutzen der kombinierten Datenanalyse aus verschiedenen Granddaughter-Designs
(Bennewitz et al. 2003). Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Miusen erzielt. Dabei wurde
festgestellt, dass segregierende Populationen eine Moglichkeit zur Bestidtigung der
Kartenpositionen von QTL bieten (Bennett et al. 1997).

Bei Schweinen werden in den meisten QTL-Studien hoch divergente Linien zur Produktion
einer Versuchspopulation gekreuzt, um den Heterozygotiegrad der verschiedenen
Generationen zu erhohen (Andersson et al. 1994, Geldermann et al. 1996, Haley et al. 1994).
Das Ziel solcher Populationen ist es, ein Kopplungsungleichgewicht zwischen dem Genort
des Markers und dem QTL zu erzeugen. Dieses Kopplungsungleichgewicht ist eine
Voraussetzung fiir die Identifizierung der QTL (Hui Liu 1998, Lynch und Walsh 1997). In
kommerziellen Populationen konnen aufgrund der starken Selektion auf verschiedene

Merkmale Homozygotien an vielen Genorten bestehen, die mit dem QTL gekoppelt sind.
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Dadurch sind die kommerziellen Populationen weniger informativ, was wahrscheinlich auch
in dieser Untersuchung zu der starken Verringerung der Anzahl der QTL fiihrte. In der
Untersuchung der QTL fiir den Stiilpzitzendefekt iiber alle Autosomen beim Schwein in der
DUMI-Versuchspopulation wurden ebenfalls divergente Rassen verwendet (Oltmanns 2003,
Un 2002). Die Daten der Genotypisierung dieser Tiere wurden fiir die Untersuchungen dieser
Arbeit reanalysiert, um eventuelle Anderungen aufzunehmen und um die Analysen parallel zu
denen der kommerziellen Familien durchzufiihren.

Beim Schwein wurden verschiedene Strategien innerhalb der QTL-Analysen getestet. Dazu
gehoren die Kartierung von QTL in hoch divergenten Rassen, ihre Feinkartierung, die
Bestitigung detektierter QTL in unverwandten Populationen und die Kombination
unterschiedlicher Ansitze. Insbesondere die Kombination verschiedener Populationen fiir die
QTL-Analysen bietet bei landwirtschaftlichen Nutztieren noch Potential (Bennett et al. 1997,
Walling et al. 2000). Zur Bestdtigung der QTL kann auch die Anzahl der Marker erhoht, der
Abstand zwischen den Markern somit verringert (Feinkartierung) und die Anzahl der
genotypisierten Tiere erhoht werden (Campbell et al. 2003). Andere Analysemethoden mit
einer verdnderten statistischen Basis, wie die Verwendung von Varianzkomponenten, konnen
ebenfalls Alternativen zur erneuten Analyse von vorhanden Daten darstellen (de Koning et al.
2003a, Kim et al. 2005).

Die meisten QTL konnen in den Bestitigungsstudien ebenfalls detektiert werden, wobei
aufgrund des Versuchsdesigns und der unterschiedlichen Heterozygotie der Marker auch
Genorte nicht mehr oder zusitzliche Genorte gefunden werden (Campbell et al. 2003,
Marklund et al. 1999, Rowe et al. 2006, Wattrang et al. 2005). Diese Ergebnisse werden mit
der vorliegenden Untersuchung bestitigt. Die hohe Anzahl an QTL auf den meisten
Autosomen beim Schwein konnten allerdings nicht komplett bestitigt werden.

Insbesondere das Versuchsdesign, das heiflt die Probensammlung im affected sibpair Design,
fiihrte zu einer Verringerung der Gesamtanzahl und der Hohe der signifikanten NPL-Werte.
Die in kommerziellen Populationen verifizierten QTL konnen in MAS-Programme iibertragen
werden, ihre molekulare Basis kann durch positionelles Klonieren von Kandidatengenen
gefunden werden (Evans et al. 2003).

Abbildung 29 gibt einen Uberblick iiber die publizierten QTL fiir die Zitzenzahl und die im
Rahmen dieser Arbeit detektierten QTL (suggestive und signifikante mit unterschiedlichen
chromosom-weiten und experiment-weiten Signifikanzniveaus) fiir die Stiilpzitze in den

beiden Populationen.
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Abbildung 29: Ubersicht iiber publizierte QTL fiir die Zitzenzahl (TNUM) in der PigQTLDB (Hu et al

signifikante QTL fiir Stiilpzitzen in dieser Arbeit

. 2005) und gefundene suggestive und
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5.5 Kandidatengene

5.5.1 Funktionelle und bereits untersuchte Kandidatengene

Es wurden bereits verschiedene Kandidatengene fiir den Erbfehler Stiilpzitze und fiir die
allgemeine Zitzenentwicklung untersucht. In Tabelle 28 sind die bereits untersuchten
Gene und die Ergebnisse der Assoziationsanalysen zum Erbfehler Stiilpzitze aufgelistet,
die im Institut fiir Tierwissenschaften, Abteilung Tierzucht und Tierhaltung der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdit Bonn durchgefiihrt wurden (Chomde;j

2005, Trakooljul 2004).

Tabelle 28:  Bereits untersuchte Kandidatengene und die Ergebnisse der
Assoziationsanalysen mit FBAT zum Stiilpzitzendefekt mit der Angabe,

ob die Gene positionelle oder funktionelle Kandidatengene sind

p-Wert
Gen Position Charakter Methode Referenz
DUMI | Komm.
positionell/
RLN 1928-929 SSCP n.s. n.s. Chomdej (2005)
funktionell
positionell/
RLN 1928-929 RFLP ok n.s. Chomde;j (2005)
funktionell
positionell/
IGF1 5q25/5q23 Mikrosatellit | n.s. n.s. -
funktionell
positionell/
PTHLH | 5925 TagMan ok n.s. Chomdej (2005)
funktionell
positionell/ ‘
TGFpB 6ql1-g21 SSCP n.s. * Chomde;j (2005)
funktionell
. . . Trakooljul
AR X funktionell | Mikrosatellit | n.s. n.s.
(2004)

n.s. nicht signifikant * signifikant (p <0,05) **hoch signifikant (p <0,01)
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Diese Kandidatengene basierten auf der Funktion der Gene im Hinblick auf die
Entwicklung der Zitze beim Schwein und die QTL-Analysen in der DUMI-
Versuchspopulation.

Die Literaturrecherche ergab weitere, in Tabelle 29 aufgelistete, funktionelle
Kandidatengene. Diese wurden noch nicht weiter auf Assoziation zum Defekt Stiilpzitze
untersucht oder sie werden zurzeit in anderen Arbeiten untersucht, um ihre Funktion
wihrend der Entwicklung der Stiilpzitze festzustellen. Die Positionen dieser Gene sind,
falls bereits publiziert, auf dem porcinen Chromosom, ansonsten auf dem humanen

Chromosom angegeben. Bei mehreren Genen innerhalb der Gruppe fehlt die Angabe.

Tabelle 29:  Funktionelle Kandidatengene fiir den Stiilpzitzendefekt beim Schwein

Gen Position Funktion Referenz
ESH SSC zentrale Rolle bei der Reproduktion von | Fan und Hend-
2p12-pl6 | Sdugern rickson (2005)
ssC GH ist in die Galaktopoiesis bei der
GH 12al4 Morphogenese der Milchdriisenkanile Oka et al. (1991)
q
eingebunden
HSA die Sekretion des GH in der Hypophyse
GHRH wird in erster Linie durch das GHRH
20q11.2 o
stimuliert
SSC Rezeptor des GHRH, welches die GH-
GHRHR
18924 Sekretion stimuliert
Garcia-Gasca und
knock-out Miuse haben reduzierte
HOX6 diverse Spyropoulos
Kanalverzweigungen
(2000)
direkte Rolle in der Entwicklung der Chen und
HOX9 diverse . o .
Milchdriise nach der Triachtigkeit Capecchi (1999)
JAK?2-defiziente Miuse sind nicht zur Wagner et al.
JAK2 HSA3pl1
Laktation fahig (2004)
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Fortsetzung Tabelle 29
Gen Position Funktion Referenz
LEP hat einen Einfluss auf die Mammo-
SSC Thorn et al.
LEP genese, es verdandert die Produktion von
18q13-g21 ‘ . (2006)
Cytokinen aus anderen Zellpopulationen
SSC
LEPR Rezeptor des LEP
6q33-q35
Rezeptor des Kandidatengens RLN; knock-
SSC Krajnc-Franken et
LGR7 out Miuse haben keine funktionierenden
8pll-pl2 _ al. (2004)
Zitzen
HSA19pl1 | PIN1-knock-out Miuse haben zum Teil
PIN1 Liou et al. (2002)
3 unterentwickelte Milchdriisen
PITI SSC Mutation des PIT1 fiihrt unter anderem zu | Paffle et  al
13q46 PRL-Defiziten (1992)
PRI SSC wichtiger Faktor fiir die Entwicklung der | Bole-Feysot et al.
Tpl1-p12 | Milchdriise und der Laktation (1998)
SSC fir die Regulation des Fettgewebestoff-
PRLR 16q14/922 | wechsels wihrend der Laktation ist die | Ling et al. (2003)
-q23 PRL-AKktivitét iiber den Rezeptor essentiell
HSA3p22 | Rezeptor des PTHLH, wichtiger Regulator
PTHR1 Wysolmerski and
-p21 des Zellwachstums und der Differenzierung
PTHR2 Stewart (1998)
HSA2q33 | wihrend der Entwicklung
5.5.2 Positionelle Kandidatengene aus den QTL-Genorten

Aufgrund der QTL-Analysen in den kommerziellen Familien konnen weitere Gene

detektiert werden, die positionelle und eventuell funktionelle Kandidatengene fiir den

Erbfehler Stiilpzitze sind. Dazu wurden die umgebenden Regionen der QTL-Genorte im

Schwein weiter betrachtet und vergleichende Genkarten zum Menschen gebildet. Diese

dienen der Detektion weiterer Gene, die beim Schwein noch nicht kartiert sind.
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5.5.2.1 Chromosom 6

Die Regionen auf dem porcinen Chromosom 6 sind verschiedenen humanen
Chromosomen dhnlich. Bereiche der Chromosomen HSA16, HSA18, HSA19 und
HSA1 sind mit dem porcinen Chromosom 6 vergleichbar (Quelle: INRA, Toulouse:
http://www.toulouse.inra.fr/lgc/pig/compare/compare.htm) (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Vergleichende Karte des porcinen Chromosom 6 mit den entsprechenden
Chromosomenregionen der humanen Chromosomen
(http://www.toulouse.inra.fr/lgc/pig/compare/compare.htm) HSAL,
HSA16, HSA18 und HSA19

Die Region des QTL konnte in den kommerziellen Familien mit einem Peak am Marker
S0059, der bei 156 cM kartiert wurde, detektiert werden. Der Marker S0059 wurde bei
69q25-q26 Kkartiert, die in diesen Versuchen untersuchten vorgelagerten Marker S0300,
SW193 und S0220 und der nachgelagerte Marker SO003 lagen bei 6q12-q21 und bei
etwa 6q31-32 (Al-Bayati et al. 1999, Hoyheim et al. 1995, Robic et al. 1994, Robic et
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al. 1995). Der QTL liegt also auf dem g-Arm zum Zentromer ausgerichtet. Die
vergleichende Kartierung mit der publizierten Genkarte des Menschen ergab, dass
HSA19 den Bereich, der nidher am Zentromer liegt, etwa SSC6qll1-q21 abdeckt,
wihrend HSAT1 die Genregionen im Bereich von etwa SSC6q22-q26 und SSC6q31-q35
abdeckt. Verschiedene, auf dem mittleren Teil von SSC6q27-q28 liegende Gene wurden
bisher auf HSA18 kartiert.

Beim Vergleich der detektierten QTL in den kommerziellen Familien und in der
Versuchspopulation wurden signifikante NPL-Werte an den Genorten verschiedener
Marker lokalisiert. Bei der weiteren Betrachtung dieser interessanten Marker SO059 und
S0220 konnten bei der vergleichenden Kartierung unterschiedliche Positionen auf den
humanen Chromosomen festgestellt werden. SO059 wurde in allen Publikationen dem
HSA1 zugeordnet, wiahrend S0220 sowohl HSA1 als auch HSA19 zugeordnet werden
kann (Meyers et al. 2005). Des Weiteren ist auch die Reihenfolge der Marker auf SSC6
nicht eindeutig. In verschiedenen Publikationen wurde der Marker S0220 zwischen den
Markern S0300 und S0059 und somit wahrscheinlich auf HSA1 kartiert (Archibald et
al. 1995, Liu 2005). Die Sequenz des Markers S0220 wurde zusétzlich mit der BLAST-
Software getestet, um @hnliche Sequenzen bei anderen Spezies zu finden. Es konnten
bei der BLAST-Detektion mehrere Transkripte auf dem humanen Chromosom 1q44
gefunden werden (Genbank Nummer NM_001042404 und NM_001042405). Dies
konnte als weiterer Hinweis darauf dienen, dass die zum Marker S0220 beim Schwein
komplementire Region beim Menschen auf HSA 1 liegt. In der Abbildung 31 ist die

Ubersicht der interessanten Region in verschiedenen Genkarten dargestellt.
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Abbildung 31: Lage der Marker an den QTL in der DUMI-Population (S0220) und in
den kommerziellen Familien (S0059) in den vergleichenden Genkarten
(modifiziert ~von den  Seiten  www.animalgenome.org  und

www.cabnr.unr.edu)

Dreizehn Gene wurden auf der vergleichenden Karte auf HSA19 (GPI, RYR1, FOSB,
LIPE, APOE, TGFB1, LHB, SNRPD2, FUT1, FUT2, FUT2P, GPR4 und PTGIR),
sechzehn Gene auf HSA1 (ENOI1, PGD, PRKACB, NPPA, MTFI, HMG17, AK2,
CI1QA, SCP2, FABP3, C8A, GLUTI1, LEPR, PGM1, ACADM und UOX) und vier auf
HSA18 ( ADCYAPI1, MC5R und DSG2) in der Region des porcinen Chromosoms
SSC6 auf  der Genkarte der INRA in  Toulouse dargestellt

(http://www.toulouse.inra.fr/lgc/pig/compare/compare.htm).
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Bei der Gendetektion auf der Homepage vom National Center for Biotechnology
Information (NCBI) wurden sechs Gene auf HSA1, die fiir die Milchdriisenentwicklung
relevant sind.

Das prostaglandin-endoperoxidase synthase 2 (PTGS2 oder COX2) Gen wurde auf
HSA1qg25.2-q25.3 kartiert. Beim Menschen ist die Expression dieses Gens wihrend der
Trichtigkeit und bei transgenen Miusen mit einer Uberexpression von COX2 wihrend
der Laktation stark erhoht. Eine erhohte COX2-Expression ist ausreichend, um die
Tumorbildung in Milchdriisengeweben zu fordern (Liu et al. 2001).

Das mucin 1, transmembrane (MUCI) Gen wird entwicklungsgemif reguliert und ist
anormal in Brustkrebszellen exprimiert (Gendler et al. 1990). Die besondere Aufgabe
des MUCI1, das auf HSA1qg21 kartiert wurde, ist die Stimulation der durch das
estrogene receptor 1 (ESRI) Gen vermittelten Transkription. Dies fiihrt zu einem
ostradiolvermittelten Wachstum und einem Uberleben von Brustkrebszellen (Wei et al.
2006).

Das am humanen Chromosom an der Stelle HSA1q35 kartierte wingless-type MMTV
integration site family, member 4 (WNT4) Gen ist fiir die Verzweigung der Kanile in
der Milchdriise wihrend der frithen Trichtigkeit notwendig.

Das LIM domain only 4 (LMO4) Gen wurde beim Menschen am Genort HSA1p22.3
kartiert. Ahnlich der Bedeutung dieses Gens fiir die Proliferation, unterdriickt eine
geforderte Expression dieses Gens die Differenzierung von Epithelzellen in der
Milchdriise (Visvader et al. 2001). Die Untersuchung von Visvader et al. (2001) zeigt
die Aufgabe von LMO4 fiir die Erhaltung der Proliferation von Zitzenepithelzellen und
suggeriert, dass die Deregulierung dieses Gens zur Tumorbildung in der Brust beitragen
kann.

Milchdriisen von homozygoten weiblichen Miusen mit einem Defizit des protein-
tyrosine phosphatase, receptor-type, F (PTPTF oder LAR) Gens konnten keine Milch
abgeben. Der Grund dafiir war eine unzureichende terminale Differenzierung der
Alveoli in der spiten Trichtigkeit. Die durch das LAR-Gen vermittelte Signalisierung
konnte daher von Bedeutung fiir die Entwicklung und Funktion der Milchdriisen sein
(Schaapveld et al. 1997). LAR wurde beim Menschen auf dem Chromosom HSA1p32
kartiert.
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Das fatty acid-binding protein 3 (FABP3 oder MDGI) Gen auf dem Chromosom
HSA1p33-p31 beim Menschen wird auch als von der Milchdriise abgeleiteter
Wachstumsinhibitor (mammary-derived growth inhibitor) bezeichnet. Es war das erste
als Wachstumsinhibitor identifizierte Gen in der laktierenden bovinen Milchdriise.
Dieses Gen ist in die Differenzierung der Milchdriise eingebunden (Bohmer et al.
1987). Die Gentransfektion eines MDGI-Expressionskonstrukts in Brustkrebszellen
reduziert die Proliferation und fordert die zellulare Differenzierung (Yang et al. 1994).
FABP3 ist in der Milchdriise in Abhidngigkeit von der Triachtigkeit und Laktation
exprimiert. Diese abhédngige Expression konnte durch eine STATS gebundene Stelle
erkldrt werden (Binas et al. 1992). Das FABP3-Gen konnte beim Schwein aus SSC6
kartiert werden und wird als Kandidatengen fiir Fleischqualitdtsmerkmale untersucht
(Gerbens et al. 2000, Gerbens et al. 1998, Gerbens et al. 1997).

Aufgrund der komparativen Kartierung der QTL-Region am Marker S0059 beim
Schwein mit dem humanen Chromosom 1 sind vor allem die Gene WNT4, LMO4, LAR
und FABP3 neben ihrer Eigenschaft als funktionelle Kandidatengene auch positionelle
Kandidaten fiir die Untersuchung der genetischen Ursache fiir den Stiilpzitzendefekt
beim Schwein. Das funktionelle Kandidatengen COX2 liegt auf dem g-Arm des
Chromosoms beim Menschen, diese Region wurde nicht als homologe Region zum
porcinen Chromosom 6 detektiert.

Zusitzlich zum Vergleich der porcinen Genkarte des Chromosoms 6 mit den humanen
Genkarten HSA1 und HSA18 findet man verschiedene funktionelle und positionelle
Kandidatengene auf dem SSC6 (Tabelle 30). Das Chromosom 6 beim Schwein ist
bereits gut kartiert, in der Region des gefundenen QTL wurden mehrere Gene kartiert,
die eine Funktion fiir die Zitzenentwicklung und/oder andere reproduktive Merkmale
haben.

Die Tabelle 30 enthilt Gene, die in der Region des QTL fiir den Erbfehler Stiilpzitze
aus den eigenen Untersuchungen kartiert sind und deren Funktion auch eine Rolle
wihrend der Zitzenentwicklung spielen konnte. Dies macht deutlich, wie wichtig eine
weitere Kartierung des QTL fiir dieses Merkmal auf SSC6 ist. Auch Gene, deren
Funktionen in der Milchdriise zunéchst nicht beschrieben werden, konnen eine kausale
Funktion fiir die Entwicklung der Stiilpzitze haben. Zudem zeigten verschiedene knock-

out Experimente die zum Teil vielfdltige Funktion einiger Gene. Es miissen weitere
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Marker und Kandidatengene untersucht werden, um den Einfluss der Gene in diesen

Regionen auf die Entwicklung der Zitze beim Schwein weiter zu bestimmen.

Tabelle 30:  Positionelle und funktionelle Kandidatengene auf dem Chromosom 6
beim Schwein, die auch eine Rolle wihrend der Entwicklung der Zitzen
spielen konnten

Gen SSC Funktion Referenz

ACADM Kkatalysiert die Reaktion der Beta-
Matsubara et al.

ACADM 6q31 Oxydation von C4 zu Cl12 Ketten-Acyl- (1986)

CoAs
ADCYAP1 oder PACAP vermittelt die | Freson et al.
ADCYAPI1 | 6q24-q31
Funktion der Thrombozyten (2004)
ADGES16/ | 6q24-q25/
ADGES3 6q34-q35
Steeghs et al.
CKM 6q22-q23 | Funktion fiir die Muskelkontraktion
(1997)
eingebunden in peroxisomale Biogenese | Fitzpatrick et al.
ECHI1 6921
und Funktion (1995)
Gerbens et al.

FABP3 6 sieche Text

1997

FRAP1 eingebunden in Proteinsynthese, | Hay und Sonen-

6q22-q23

(MTOR) Zellwachstum und -proliferation berg (2004)

FUBPI11 6q32 - -

Aufgaben in den Blastozysten

FUT1 . o Domino et al

6qll Adhisionsereignissen; knock-out Maiuse

FUT2 (2001)

zeigten normale Fertilitat

G1P3 6q22-q23 | - -

GPR4 6921 - -

Groop et al.

GYS1 621 eingebunden in INL-Wirkung

(1993)
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Fortsetzung Tabelle 30
Gen SSC Funktion Referenz
JAK1 gehort wie JAK2 zur PTK-Familie
von Protein-Tyrosin-Kinasen, JAK?2 ist iiber | Wagner et al.
JAK1 6q31-q35
STATS in die Milchdriisenentwicklung | (2004)
eingebunden
KIAAO0874 | 6q24-q31 |- -
KRTI10L 6q 27-928 | - -
LHB-knock-out Maéuse haben postnatale
LHEB 6021 Defekte im gonadalen Wachstum und sind Ma et al. (2004)
unfruchtbar. Mainnliche Maiuse haben
kleinere Hoden
6q24(1/2) | in vielen exokrinen Driisen zur Produktion | Chen et  al.
MER q31 verschiedener Produkte notwendig (1997)
MTEI 6q24-031 reguliert die basale und stark Metall- | Gunes et al.
induzierte Expression (1998)
POU2F2- oder OCT2-knock-out Miuse
starben aus unbekannten Griinden bei der
POU2F2 6921 Geburt, die B-Zellen waren reduziert; Schubart et ~al.
POUIFI ist ein Kandidatengen fiir die (2000
Zitzenentwicklung
PRKACB | 6q3.1-q3.3 | - -
SEPW1 6g21 - -
SLC2A1 Glukose-Transporter, eingebunden in die | Heilig et al.
(GLUT1) 60344 Missbildung von Embryonen (2003)
TGFB beeinflusst die Regulierung des
TGFp1 621 Zellwachstums und der Differenzierung der | Oka et al. (1991)
Milchdriise
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5.5.2.2 Chromosom 11

Anders als auf SSC6 ist die Zuordnung der Gene auf SSCI11 zu einem humanen
Chromosom eindeutiger, wie die Abbildung 32 zeigt. Verschiedene Kopplungs- und
RH-Kartierungen wurden vorgenommen, die die Zuordnung des porcinen Chromosoms
11 zu dem humanen Chromosom 13 bestitigen (Karnuah et al. 2001, Sawera et al.

2006, Sun et al. 1999).

Sscr 11

Abbildung 32: Vergleichende Genkarte des porcinen Chromosoms 11 und des humanen

Chromosoms 13 (http://www.toulouse.inra.fr/lgc/pig/compare)

Der Peak des QTL wurde auf Chromosom 11 an der Position des Markers SW703
detektiert. In der DUMI-Population lag der QTL ebenfalls am Telomer des SSC11 in
der Region um den Marker S0386 (zwischen S0071 und SW703).

Verschiedenen Genkarten sind im Internet verfiigbar, die sowohl cytogenetische,
Kopplungs-, RH- und vergleichende Genkarten nebeneinander darstellen (Abbildung 33
und Abbildung 34).
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Abbildung 34: Vergleichende Genkarte von SSCI11 und HSAI13

(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb) (Meyers et al. 2005)
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Somit konnen bereits identifizierte Gene auf dem humanen Chromosom dem porcinen
Chromosom zugeordnet werden. Dennoch liegen viele Gene an diesen Genorten, sodass

eine weitere Betrachtung der Funktion der Gene notwendig ist.

Tabelle 31:  Positionelle Kandidatengene auf dem Chromosom 11, die beim Schwein
bereits kartiert wurden und in der Datenbank der Roslin-
Bioinformatikgruppe veroffentlicht wurden

(http://www.thearkdb.org/browser)

Position Symbol Name

I11ql1-q15 | ALOXS5AP arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein

11 CPB2 carboxypeptidase B2 (plasma, carboxypeptidase U)
dopachrome  tautomerase  (dopachrome  delta
11 DCT
isomerase, tyrosinase-related protein 2)
11 EAM erythrocyte antigen M

Epstein-Barr virus induced gene 2 (lymphocyte-
11q11-q17 | EBI2
specific G protein-coupled receptor)

11q14 EDNRB endothelin-B Receptor

11q17 F10 coagulation Factor X

11q11-q17 | NDFIP2 nedd4 family interacting protein 2

11 P207 anonymous PRE-1 DNA sequence

11ql1-q17 | STK24 serine/threonine kinase 24 (STE20 homolog, yeast)
11q17 TPP2 tripeptidyl peptidase 11

Der Bereich des QTL kann weiter eingegrenzt werden, da sich neben den in Tabelle 31
aufgefiihrten Genen weitere Gene in dem Bereich des detektierten QTL befinden. Die
beste Moglichkeit ist die feinere Kartierung der Region um den Marker SW703. Gene
konnen auch anhand ihrer Funktion ausgewihlt werden. Im Bereich des QTL beim
Schwein sind auf der vergleichenden Genkarte von INRA (Toulouse) die Gene
EDNRB, F10 und TPP2 kartiert. Bei der Suche nach Genen, die einen Einfluss auf die
Entwicklung der Milchdriise beim Menschen haben und auf HSA13 kartiert wurden,

konnten weitere Gene gefunden werden.
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Das breast cancer 2 (BRCA2) Gen wurde auf dem humanen Chromosom 13ql12.3
kartiert. Die mRNA-Expression des BRCA2-Gens wird wihrend der Proliferation und
Differenzierung des Milchdriisenepithels reguliert. BRCA?2 und das verwandte BRCA1
sind in {iiberlappende Stoffwechsel, die die Zellproliferation und Differenzierung
regulieren, eingebunden (Rajan et al. 1996). Auf Chromosom 13 im Bereich 13g21
konnte ein weiteres Brustkrebsgen, BRCA3, kartiert werden. In verschiedenen
Brustkrebsfillen konnte eine Deletion des 13q mit einem minimalen Verlust von 13q21-
q22 festgestellt werden (Kainu et al. 2000). Beim Schwein konnte BRCA2 auf
Chromosom 11 kartiert werden (Musilova et al. 2000).

Ein weiteres Gen, das in die Milchdriisenentwicklung eingebunden ist, ist das gap
junction protein, beta-2 (GJB2 auch CX26) Gen. Normale Epithelzellen der
Milchdriisen, die CX26 und CX43 exprimierten, enthielten funktionelle Zell-Zell-
Kanile (engl. gap junctions), wihrend Tumorzellen diese nicht enthielten (Lee et al.
1992). CX26 enthilt auch eine Bindestelle eines Milchdriisenfaktors STATSA, der
bereits in Kapitel 2.2.4.8 beschrieben wurde (Kiang et al. 1997).

Das tumor necrosis factor ligand superfamily, member 11 (TNFSFI11 auch OPGL) ist
ebenfalls in die Milchdriisenentwicklung eingebunden. Der Rezeptor dieses Gens ist das
tumor necrosis factor ligand superfamily, member 11A (TNFRSF1IA oder RANK) Gen.
Neben der Funktion als Schliisselfaktor fiir die Knochenumbildung ist OPGL auch in
die Milchdriisenentwicklung eingebunden. Méuse ohne OPGL oder ohne seinen
Rezeptor RANK konnen keine lolubar-alveolaren Milchdriisenstrukturen wihrend der
Trichtigkeit aufbauen. Dies fiihrt zu einem Absterben der Neugeborenen. OPGL agiert
bei trichtigen Weibchen direkt auf RANK-exprimierende Epithelzellen der
Milchdriisen. Der Milchdriisendefekt bei den OPGL” weiblichen Miusen ist durch eine
geforderte Apoptose und einem Fehlen der Proliferation charakterisiert. Durch
Behandlung mit OPGL kann diese Fehlentwicklung riickgiingig gemacht werden (Fata
et al. 2000).

Von den Genen, die beim Menschen und zum Teil beim Schwein kartiert sind, wurde
das Gen BRCA3 in der komplementiren Region zum gefundenen QTL in den
kommerziellen Familien kartiert. Das BRCA2-Gen wurde in der Region 13q12.3, das
GJB2-Gen in der Region 13ql11-ql2 und das TNFSF11-Gen in der Region 13ql4
kartiert (Anderson et al. 1997, Connor et al. 1997, Mignon et al. 1996).
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Weitere Gene, die einen Einfluss auf die Entwicklung der Milchdriise haben, konnten
nicht auf dem humanen Chromosom HSAI13 und seinem komplementéiren porcinen

Chromosom SSC11 detektiert werden.

5.6  Fazit aus den Ergebnissen der Assoziationsanalysen

Die Analysen der Marker mit FBAT ergaben eine Vielzahl signifikanter Allele auf den
verschiedenen Chromosomen bei den kommerziellen Familien. Die Ergebnisse waren
unabhingig von den Ergebnissen der QTL-Analysen bei diesen Tieren, da die
Nullhypothese ,.keine Assoziation und keine Kopplung® angenommen wurde. Es
wurden ebenfalls Signifikanzen, zum Teil auch von < 0,001 auf Chromosomen
gefunden, in denen kein QTL detektiert werden konnte. Moglicherweise sind diese
Marker mit Genen gekoppelt, die mit der Stiilpzitze assoziiert sind. In einer
Untersuchung beim Menschen konnten auf dem humanen Chromosom &hnliche
Ergebnisse gefunden werden. Die Region des QTL stimmte nicht mit der Region des
signifikant assoziierten Markers iiberein. Es wurde angenommen, dass das hdufigste
Allel des Markers am QTL im Kopplungsungleichgewicht mit dem Gen, welches das
Merkmal beeinflusst, liegt (Wilk et al. 2003). In dieser Studie weisen Wilk et al. (2003)
darauf hin, dass es notwendig erscheint, weitere SNPs in der Region zu kartieren, um
die Ausprigung der Kopplungsungleichgewichts in dieser Region zu untersuchen.
Andere Arbeiten weisen darauf hin, dass FBAT-Analysen eine positionelle genomische
Strategie darstellen, um Assoziationen in Regionen mit gefundener Kopplung zu
identifizieren. Sie konnen jedoch auch als Moglichkeit zur Detektion von
Kandidatengenen in Regionen ohne vorher gefundene Kopplungssignale dienen (Wang
et al. 2005). Dies konnte unsere Beobachtung belegen, dass auf SSC1 eine hohe
Assoziation der Marker um den Genort des RLN-Gens und auf SSC5 des PTHLH-Gens
mit dem Stiilpzitzendefekt gefunden wurde. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
Polymorphismen im RLN-Gen und im PTHLH-Gen mit der Stiilpzitze assoziiert sind
(Chomdej 2005).

Eine unserer Arbeit dhnliche Untersuchung wurde auch fiir den Erbfehler inguinal
Hernia (Briiche) bei Schweinen durchgefiihrt (Grindflek et al. 2006). Die Ergebnisse
der QTL-Analysen wurden mit dem Transmission Disequilibrium Test (TDT) iberpriift,
aus dem auch der FBAT entwickelt wurde (Rabinowitz und Laird 2000, Spielman und
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Ewens 1998). In der Untersuchung von Grindflek et al. (2006) wurden die Regionen mit
Ubereinstimmung in beiden Tests und einer hohen Signifikanz in mindestens einem
Analyseverfahren als die interessantesten Regionen betrachtet. In diesen wurden
anschliefend Haplotypen weiter analysiert.

Zur weiteren Ausweitung und Interpretation unserer Ergebnisse scheint eine darauf
folgende Haplotypen-Analyse mit FBAT oder Genehunter sinnvoll zu sein. Weiterhin
sollten die FBAT-Analysen bei den Tieren der DUMI-Population durchgefiihrt werden.
Die Analyse der kommerziellen Familien in dieser Arbeit zeigt, dass eine solche

Analyse sinnvoll erscheint.

5.7 Perspektiven fiir weitere Untersuchungen

Es konnten QTL in der kommerziellen Population detektiert werden. Besonders
interessant ist die Ubereinstimmung der beiden Regionen mit signifikanten NPL-Werten
auf Chromosom 6 und der detektierten Region auf Chromosom 11, die jeweils einen
hohen chromosom-weit signifikanten NPL-Wert in beiden Populationen haben. Jedoch
sollten die Regionen auf den Chromosomen 3 und 4 in weitere Untersuchungen
einbezogen werden.

Die Vielzahl der positionellen und funktionellen Kandidatengene hat gezeigt, dass die
Ursache dieses Erbfehlers sehr komplex ist und weitere Untersuchungen zur Detektion
des hauptsidchlich verursachenden Gens notwendig und vielversprechend sind.
Zukiinftige Untersuchungen zielen nun neben der weiteren Suche und Analyse von
zusitzlichen Kandidatengenen auch auf die Genexpression ab. In Expressionsanalysen
sollen mithilfe der Mikroarray-Technologie mogliche Expressionsunterschiede in
defekten und in normalen Zitzen von Schweinen festgestellt werden. Weiterhin werden
die zwei der wichtigen Entwicklungsstadien in den Feten, der 42. und der 91. Tag der
Trichtigkeit, untersucht. Die Ursache der Fehlentwicklung wird wihrend diesen
Zeitpunkten vermutet, da dort die Schliisselstadien der Zitzenproliferation liegen
(Willham und Whatley 1963). Expressionsunterschiede innerhalb eines Stadiums oder
zwischen den Stadien konnten auf weitere Kandidatengene hinweisen. Dazu ist es
notwendig, die Phidnotypen der Feten iiber die Genotypen zu bestimmen, da die

Phinotypen erst zu spiteren Entwicklungszeitpunkten eindeutig erkennbar sind. Die
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Ergebnisse der  Assoziationsanalysen zwischen Markerallelen und dem
Stiilpzitzendefekt sollen als Grundlage fiir eine indirekte Gendiagnose dienen.

Diese Untersuchung hat gezeigt, dass eine Detektion von QTL-Genorten fiir den
Stiilpzitzendefekt moglich ist, insbesondere durch die Bestidtigung der Ergebnisse in
zwel unabhingigen Populationen und Studien. In verschiedenen QTL-Analysen zur
Detektion von Genen fiir die MAS wurden die Regionen in weiteren Analysen bestétigt.
Es ist daher notwendig, die Effekte der QTL zu iiberpriifen, bevor sie als Marker
eingesetzt werden konnen (Gerbens et al. 2000, Spelman und Bovenhuis 1998). Bei
Schweinepopulationen wurde weiterhin festgestellt, dass die Marker-Heterozygotien
zwischen Rassen stark variieren. Zwischen verschiedenen Rassen variierten die
Heterozygotien zwischen 0 und 0,91 mit einer durchschnittlichen Heterozygotie von
groBer als 0,70. Daher miissen multiple Mikrosatelliten-Panels fiir die Identifizierung
der QTL fiir die MAS-Programme oder fiir die Identifizierung der Eltern in
kommerziellen Populationen angewandt werden (Paszek et al. 1998).

Die QTL-Untersuchungen bei kommerziellen Populationen haben den Vorteil, dass die
Ergebnisse in Zuchtprogrammen verwendet werden konnen und die Kosten fiir die
Experimente niedriger sind. Zum einen konnen die Tiere aus den landwirtschaftlichen
Betrieben verwendet werden, zum anderen sind die Schlachtkérper kommerzieller Tiere
meist besser zu vermarkten als die der experimentellen Populationen (Grindflek et al.

2001).
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6 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden verschiedene molekular-genetische Hilfsmittel zur
Ermittlung der genetischen Ursachen verschiedener Merkmale entwickelt. Die
Kartierung von QTL-Regionen, die Analyse von Kandidatengenen und die Entwicklung
von Genchips zur Expressionsanalyse sind vielversprechenden Methoden, die vor allem
in Kombination zu aussagefihigen Ergebnissen fiithren. Das Ziel der meisten
Untersuchungen ist die Detektion von interessanten Genorten, die in der

markergestiitzten Selektion eingesetzt werden konnen.

Die vorliegende Arbeit dient zur Uberpriifung, der in einer Versuchspopulation
detektierten QTL-Genorte fiir den Erbfehler Stiilpzitze. Ausgehend von vorliegenden
Ergebnissen aus der Versuchspopulation mit stark divergenten Rassen, wurden zunichst
alle Autosomen bei 100 Tieren untersucht. Die Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14
wurden feiner kartiert, um die Genorte weiter eingrenzen zu konnen und um die Anzahl
moglicher positioneller Kandidatengene zu verringern.

Die in diesen Versuchen verwendeten Tiere stammten aus verschiedenen
Schweinezuchtbetrieben. Proben von Tieren der Rassen Deutsche Landrasse, Deutsches
Edelschwein und deren Kreuzungstieren aus den stationdren Leistungspriifungen
wurden am Schlachthof entnommen. Die Zitzen wurden bonitiert und die Abstammung
der Tiere konnte anhand des Datenmaterials der Leistungspriifungen identifiziert
werden. Die Proben der Eltern der Vollgeschwistergruppen, bestehend aus mindestens
einem Tier mit mehr als einer Stiilpzitze, wurden in den Zuchtbetrieben entnommen.
Insgesamt wurden 100 Familien betrachtet, wobei nur die Marker auf den
Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14 in allen Familien genotypisiert wurden.

Die Marker fiir die Bestitigungsanalyse iiber alle Chromosomen wurden basierend auf
die vorhergehenden Untersuchungen ausgewihlt. Zusétzliche Marker wurden aus der
MARC-Datenbank auf den Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14 ausgewdhlt. Es wurden
insgesamt 110 Marker typisiert, zwischen drei und vier Markern auf den Chromosomen
5, 7 bis 13 und 15 bis 18 und zwischen sieben und vierzehn Markern auf den
Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14. Die Amplifikation der Fragmente erfolgte in

verschiedenen PCR-Reaktionen. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte
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wurde in verschiedenen Sequenziergerdten (DNA Analyser 4200 von LICOR und
CEQ8000 von BeckmanCoulter) durchgefiihrt.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich im Folgenden zusammenfassen:

1.

Die Summe der Lingen der geschlechtsunabhingigen Genkarten auf den
Chromosomen 1 bis 18 betrug 3.337 cM. Die geschlechtsspezifischen Genkarten
wurden berechnet, die Summe der weiblichen Genkarten betrug 3.250 cM, die
der ménnlichen Genkarten 3.341 cM. Die Anordnung der untersuchten Marker
wurde in Abhingigkeit von den verdffentlichten Genkarten und in
Ubereinstimmung zu Berechnungen der Genkarten in der DUMI-Population
gewihlt. Die Summe der Liangen der Genkarten in den kommerziellen Familien
und in der DUMI-Population stimmten gut mit den verdffentlichten Genkarten

der MARC-Datenbank iiberein.

Bei den QTL-Analysen in der DUMI-Population ergaben sich auf den
Chromosomen 3, 4, 5, 6, 8, 11, 12 und 14 experiment-weit hoch signifikante
NPL-Werte (p < 0,01). Auf den Chromsomen 2, 7, 10, 16 und 18 waren die
NPL-Werte experiment-weit signifikant (p < 0,05). Auf den Chromsomen 1, 9,
13 und 15 konnten die chromosom-weiten Signifikanzen nach der
Transformation nicht experiment-weit bestétigt werden. Auf Chromosom 17
wurde der niedrigste NPL-Wert errechnet, es konnte kein signifikantes Level
erreicht werden. Ausgehend von der Definition von Lander und Kruglyak (1995)
wurde auf den Chromosomen 1, 2, 4, 6 und 12 signifikante QTL (NPL-Wert >
4,3) und auf den Chromosomen 3, 5, 8, 11, 14, 16 und 18 suggestive QTL (NPL-
Wert > 3,0) gefunden.

Bei der Bestitigungsanalyse aller kommerziellen Familien wurden auf den
Chromosomen 5, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17 und 18 keine signifikanten NPL-
Werte errechnet werden, die Werte lagen bei p > 0,05. Auf Chromosom 11
wurde ein chromosom-weit hoch signifikanter NPL-Wert (p < 0,01) am Marker

SW703 errechnet. Auf den Chromosomen 5 und 8 wurden bei der separaten
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Analyse der Familien der Kreuzungstiere chromsom-weit hoch signifikante
NPL-Werte (p < 0,01), auf den Chromosomen 11 und 13 signifikante NPL-
Werte (p < 0,05) gefunden. Diese Genorte entsprachen den Genorten mit den
hochsten Peaks bei der Analyse aller Familien. Auf Chromosom 11 ergab sich
ebenfalls ein chromosom-weite signifikanter NPL-Wert (p < 0,05) bei der

Analyse der Familien der Rasse DL am Genort des Markers SW703.

4. Bei der Bestidtigungsanalyse wurden weiterhin auf den Chromosomen 1, 2, 3
und 14 bei der Analyse aller Familien keine signifikanten NPL-Werte erreicht.
Auf den Chromosomen 2 und 3 wurden bei der Analyse der Kreuzungstiere
chromosom-weit signifikante NPL-Werte (p < 0,05) erreicht. Auf Chromosom 6
wurden am Marker S0035 und S0059 chromosom-weit signifikante und hoch
signifikante NPL-Werte bei der Analyse aller Tiere erreicht. Aus den Analysen
der Familien der Rasse DL ergab sich ein signifikanter Peak (p < 0,05) am
Marker S0003, bei den Analysen der Kreuzungstiere am Marker S0059. Der
NPL-Wert am Marker S0059 erreichte einen hochsten Wert von 1,64.

5. Die Ergebnisse der feineren Kartierung der Chromosomen 1, 2, 3, 4, 6 und 14
stimmten weitestgehend mit den Ergebnissen der Bestitigungsanalyse iiberein.
Auf den Chromosomen 1, 3, 4 und 6 wurden bei der Analyse aller Familien
chromosom-weit signifikante (p < 0,05) und hoch signifikante (p < 0,01) NPL-
Werte erreicht. Auf Chromosom 1 ergaben sich bei der Analyse der
Kreuzungstiere an mehreren Genorten chromosom-weit signifikante (p < 0,05)
NPL-Werte. Auf Chromosom 6 wurde am Marker S0059 weiterhin ein
chromosom-weit hoch signifikanter (p < 0,01) NPL-Wert von 1,58, der nach der

Transformation experiment-weit (p < 0,05) bestitigt werden konnte.

6. Die QTL-Genorte, die bei der Analyse der kommerziellen Familien gefunden
wurden, konnten die Ergebnisse der Analysen der Tiere der Versuchspopulation
zum Teil bestitigen. Es konnten jedoch nach der Definition von Lander und
Kruglyak (1995) in den kommerziellen Familien weder suggestive noch

signifikante QTL gefunden werden. Der signifikante QTL auf Chromosom 6 bei
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der Analyse der DUMI-Population konnte bei der Analyse der kommerziellen

Familien bestétigt werden.

7. Beim Vergleich der Ergebnisse der QTL-Analysen wurden auf den
Chromosomen 6 und 11 signifikanten NPL-Werten in beiden Populationen
gefunden. Diese erreichten in der Analyse der kommerziellen Familien das
hochste Signifikanzniveau. Es wurden verschiedene Gene als Kandidatengene
detektiert. Der Vergleich der Chromosomen vom Schwein und vom Menschen
ergab Homologien zwischen dem porcinen Chromosom 6 und den humanen
Chromosomen 1, 16, 18 und 19. Es wurden die Gene WTN4, LMO4, LAR und
FABP3 als positionelle und funktionelle Kandidatengene fiir die Entwicklung
der Stiilpzitze beim Schwein betrachtet. Auf dem porcinen Chromosom 6
wurden weiterhin verschiedene Gene gefunden, die eine Rolle bei der
Zitzenentwicklung spielen konnten (FABP3, JAKI, LHB, POU2F1 und
TGFp1). Bei der vergleichenden Kartierung mit dem porcinen Chromosom 11
und dem humanen Chromosom 13 wurde das Gen BRCA3 als mogliches

funktionelles und positionelles Kandidatengen erachtet.

8. Bei der Assoziationsanalyse mit dem Programm FBAT konnten zum grofiten
Teil die Regionen der QTL bestitigt werden. Weitere Analysen sollen zukiinftig

den Einfluss einzelner Familien auf diese Ergebnisse bestimmen.

Diese Untersuchung ist die erste, die eine QTL-Analyse fiir den Stiilpzitzendefekt in
kommerziellen Familien durchfiihrt. Des Weiteren wurden die Ergebnisse fiir die QTL-
Kartierung in zwei verschiedenen Populationen verglichen. Es konnten zwei QTL-
Genorte gefunden werden und ihre Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der
Versuchspopulation gezeigt werden. Die sich an die Kopplungsanalyse anschlieBende
Assoziationsanalyse soll neben der Bestdtigung von Kandidatengenen einen ersten

Ansatzpunkt fiir die Entwicklung eines indirekten Gentests bilden.
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8 Anhang

Tabelle 32:  Auflistung der verwendeten Primer auf den Chromosomen 1 bis 18 in der
DUMI-Population und in den kommerziellen Familien mit der Primersequenz,

der Position auf dem Chromosom und der Art der Markierung

SSC | Marker Primersequenz 5°- 3° Position' | IRD?
swivs | ATAMTATGGATINNEOTS w1
swiss | CIGCOUTITCCATI GG
swraso | TAGTICATATOC00E g i o
SW1851 GGCTTGGACATTCTCATTGG 44.6¢M 700

GGTTGAGGAACCCTGATGTG

TTCTAGCTAAAAATAATTGAGGGG
50312 AAGCCGATGTCAAGTGTAATG 91eM 800

AATGAGCCATGGCTATTCTTG
SW2166 AAGTGTGGCCCTAAAAGAGC 70,3 M 700

AGCCTCCGTGTAATATAATCCTTG

| [ acacaceieaercicacse L
RLN CAGCCAATTAGGTCTCGAGC 83,7eM | -
R e e A TR Pt
swso | AASCCACATCTCTeTIeT
SW2512 TCTGTCCATCCCTCCATCTC 144 <M 700

AGAAAGTGAAAATTGAGCTGGG
GAGCACAGAAGATTTTTAGGGC

SW2A | TTAGTTTTCTCCTGGGCTGTG OcM 800
TCGGAGAATGAGGTAGCTGC

;|2 | GATTCCACTCTGCTCGAGATG 10eM 1809

Swaass | TCCCCTTATCCAGGAGCAC 2 | 500

GAAGATGGGAAGTTTGTCTTGG

GATCTGGTCTGTCTTGTGTCCT
50141 AGACCCCAACTCTTGGTCTCAT 31,2eM 700
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Fortsetzung Tabelle 32

SSC | Marker Primersequenz 5°- 3° Position' | IRD?
SW2HO | ACCATTAAGTCCCTAGCARA | 2eM | T00
FSHB | TGGTTICTAATCCACAGTAGGE | 5 | -
SWISS! | GITATATACCIGITGGGAGACG | S5EM | 70000
SWEI | A AAAATCCACCCTCAACACA GA3M | 700

28026 | GlactrrnaactrrcaTGATGCTCe | SM | 700
SWISIT | (T AGTGATGCATTCTTAAGETG | T09SM | cyShs00
SWR2IST | 1) GAGACTTAAGGITCCCCAG | 92eM | 700
SWISTY | A GCATTTGITICTGOITACTTTTAG | 1026M | ey7Is00
SWRI0S | 14 GCCTGGGAACTICCATG 1282M | 800
APR2 | 1GCAGCTIGIGGAATGATTG OcM | 700
SWI2 | I TGAAAATGGGGTGTTTCC 17.8M | 700
SEATI) | A AACCAGGCTAGGATCGTG BeM e
S032 | CAGCAGTAGCATCACCCCATCCT | S0SM | 700

3 [S0I64 | L GGOCACCAGGGAACTCCATT 05 M_| 700
SW2ST0 | G1GGAGGCITCIGAAATGTACE | 723 M| 700
S0216 | CTGGGCTTTGAACCCACA. 61 M| s
S0002 | G ICTTTACCCACTGAGCCA l022M | 700
SW2S2 | GIGGAGGCITCIGAAATGTACC | 1293¢M | 700
S0227 | GCATGGTGTGATGCTATGICAAGE | #1 M | 700
S0 | G ATGTGTTTATGTGTTTGA M| 700

bSO | TTCCTAGECTGAGAAGE HEM | 700
SWE3) | ACCCACTGIACCACCAAGG. |23 M| 700
S0214 CCCTGCAAGCGTTCATCTCA 79.3 cM 200

GGCTGTGCCAAGTCCATTAG
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Fortsetzung Tabelle 32

SSC | Marker Primersequenz 5°- 3° Position! IRD?
SWS2 | {GGTCTGGTACCCOTCCTG %93cM | 700
o ISV | ATGOGAAGAGAATCTGACAAGG 079 eM | cy7
S097 | T TCCTCCTAGAGTTGACAAACTT oM | 700
SWS56 | AACTTCCCCATGCTGCTG. B0GM | 800
S005 | GCACTTCCTGATICTGOGTA s82eM | 700
SWI42 | { T TACGGOCTGATGCTGTC. 99eM [ 700
S |IGF1 | CACTTGAGGGGCAAATGATT Hg7eM | 700
o SESCIITOT oot o
prrLy | TAGCCCTGCTCCCTGAAC _
GAGCTCCTCCACCGAGC
S350 |\ A AATAAACAGCAGGCAGCCT 1M | 700
SWH06 | T GCGAAACTCCTOAATTAGE 24eM | CY7
SWI0ST | 1CCANTTCCAAGTTCCACTAGE d1eM | oy
S08T | A TTGOCTTGTGATCCCAAGGGGE | 628¢M | 700
SWI06T | (CGGOGATTAAACAAAAAG TaeM | 800
TGFD | CCTACTCATCCATCTGAGTG Baem |-
50220 | AGAGGATCGAAGGAACAAGAGGAA 78cM | 800
S0300 | 1GTCATTTACTGTCACCAA 7BAM | 800
SWR9ST | (1CCATATGCCACAGGTGTG $62eM | ey7
S059 | 1GCACACCTTOTOAACGTAGTT | 928eM | 700
SW2173 | (CATATGCCGTOGGAGAG TM | cys
SO003 | GOCTCAGTITCICTACCTA. 2eM | 700
SWR726 | CACCACAGAGGGAACTCCTC oaed |oy7

TCATATGCCACCGGTGTG
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Fortsetzung Tabelle 32

SSC | Marker Primersequenz 5°- 3° Position! IRD?
LEPR-CA | A CCAATTCTAAATTICAACCAGAGG | 12M | o5
6 |SWS2 | 10CCTOOARAGUCTACACE 198 eM | CY7
SW2052 | CCCCTOTGCATACATAGTTGE leaseM | Cy7
S0025 | T CCATCAGCCAAAAACATT 3TeM 300
S001 | T CTCCCTCACACTTACCOCAG 1349eM | 700
TSOI02 | T TGTGOCARATGOATIGTG 70.06M | 700
SIS | CCATGOCTTGAGCTTGAGCCAGE | 1022eM | 700
SWITS | [GTTOGGCAAAATCTGAATT SLSM | 500
S0086 | T GAGAACTTCCATATGCTCCTGG | 622<M | 700
oS04 | CGTTGGTOGGCAGETATAGE 96.36M | 700
SW61 | 4 GAGCATICCAGGCTTCTCA. 123eM | 700
SW26L1 | TG TGTTCCAGATGAACCTGG 25eM | 800
S0295 | By CTGCTOAGGCAAAGGA. 1005 M | 700
S0I09 | 7CCAGGAGAAATGGGTAATC 73| 700
9 |SW2 | G4 GGAGCTGACCTATCTGOTG 151eM | 700
SW54 | ICACAGACCAAGAGCTGTGE 66.7eM | 700
SWIIL | A TCTGTOGAAAAAAAAAGCC 368CM | 800
SO0 | A GCAAACAGCATCGTGAGE 23cM | 800
SWOST | GATCGTGCCCAAATGGAC 101eM | 700
SWRS7 | 1CCATGCCATGGACACAG 2M | 500
000 reTTIGcCATCCCTTAT Q03 M | 300
S0071 GACATGGAATCAGGTTGCTCAA 1 | 700

CCAGAAGCAGGTTTTGAGATGA
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Fortsetzung Tabelle 32

SSC | Marker Primersequenz 5°- 3° Position' | IRD?
. SW2008 giggggﬁg&?ﬁflg&?ﬁmm 41eM 700
SWI03 | SR GATGOCTITACTGITCACC. T62M | 700
SWO0S | CCCCAGGTTCTCTGETCTC 1083 M | 700
2 [SWST4 | A TGAGGGTATCCTGACACE. GATM | 800
swaun | THGIGICIOICCICTIC or 1o
SO219. | ACATCGGTAGIGTTTTACATTGAT | 1OSM | 700
13 [SW3 | G GTGOTCCAAAGAGAGTGEC 54M_| 700
SWI% | CGGAGGAGAAATAAGGGTAGC 3M | 700
i | IACCTOCTINAGIAONT |7
SW1125 TAGATGTATATACTTCCATGTGTG 222 M Cys

ATGTTGAGCTCTTAATTTTATACA

TCTCTGAGGTGATTGTGCATG

50037 GTTCAATCCCTGCATGGTCT 40cM 700
o [sow | MACTICTIGOATCATCTE
wess | MAASTACACOOONICAS ™ e
e | CACITTOCTACINTS e |
e R
5 [swinn | ASTCCTACTAIONTCACAGIRAT |y |
o [som | MICAGMGGONICTCICTS g |
SW335 GAGTATGGGGAAAGCCACG 0 M 700

17 CCATCAACAAACTGTATGCACC

CCTGGAAACAACCTAAGTGTCC
SW840 TTCCACATTAGTTCCGGGAC 48,6 M 700
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Fortsetzung Tabelle 32

SSC | Marker Primersequenz 5°- 3 Position' | IRD?
7 v | CTCCOMOIGTIOETAC oy |
SWIST | GGACAGTTACAGACAGAAGAAGG | S10EM | 800
18 [SWI0S | A AGTACCCAATCTTTTTTCC SM_ |80
SWRH4 | GGCAAACCCCTTOAGTTC ST6aM |10
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Abbildung 35:NPL-Werte der QTL-Berechnungen in den kommerziellen Rassen auf
Chromosom 7, 9, 10, 12, und 16-18 aus der Besitigungskartierung sowie 2 und 14 unterteilt

in die Kreuzungstiere und die Familien der Rasse DL und DE
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Tabelle 33:  Vergleichende Auflistung der detektierten QTL-Genorte in der DUMI-
Versuchspopulation und den kommerziellen Familien mit den Positionen der
QTL-Genorte aus den eigenen Analysen
DUMI-Versuchspopulation Kommerzielle Familien
SSC Position des QTL Position des QTL
p- Wert' p- Wert?

cM Marker cM Marker
1 0,09 283 SW1301 0,11 366 SW1301
2 0,04* 0 SW?2443 0,15 32 SW1564
3 <0,01** 52 S0164 0,02%* 43 S00164
4 <0,01** 166 S0097 0,02* 64 S0058
5 <0,01** 0 SW1482 0,07 149 SW967
6 0,02* 0 S0035 0,02* 0 S0035
6 <0,01** 147 S0220 <0,01** 156 S0059
7 0,04* 173 S0101 0,1 166 S0101
8 <0,01** 0 SW2410 0,06 76 S0086
9 0,12 33 SWoll 0,33 81 SW54
10 0,03* 173 SW2067 0,14 0 SWS830
11 <0,01** 87 S0386 <0,01** 65 SW703
12 <0,01** 0 S0143 0,21 26 SW874
13 0,35 105 SW398 0,2 50 SW344
14 <0,01** 108 S0007 0,21 0 SW857
15 0,08 119 SW936 0,08 24 SW936
16 0,01* 186 S0061 0,2 0 SO111
17 0,99 87 SW2431 0,12 86 SW840
18 0,02%* 80 SWR414 0,37 0 SW1023
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Tabelle 34:  Vergleich der in den kommerziellen Familien berechneten Genkarten auf den
Chromosomen 1 bis 18 berechnet in Kosambi-cM (K-cM) und der Faktor der
Abweichung der Abstinde der einzelnen Marker zwischen den
geschlechtsspezifischen weiblichen (9) und miénnlichen (3) und der
geschlechtsunabhingigen (Gesamtkarte) Genkarte
SSC | Marker Gesamt- Geschlechtsabhiingige Faktor der Abweichung
karte Genkarten
[K-cM] Q 3 Gesamtkarte Gesamtkarte
Genkarte | Genkarte zur zur
[K-cM] [K-cM] Q Genkarte & Genkarte
1 SW1824 0 0 0 1 1
SWI1515 100 71,7 100 1,25 1,02
SWR230 124,6 99,6 121,6 1,19 1,04
SW1851 144,1 1214 139 1,11 1,05
S0312 178.9 161,3 170,4 1,13 0,91
SW2166 205,7 181,9 225,1 1,09 0,71
S0113 229,3 210,6 325,1 1,36 0,97
RLN 316,8 233,5 325,1 1,47 0,86
S0155 363,5 247,6 425,1 1,37 0,87
SW1957 382.9 279,5 442.4 1,48 0,83
SW373 441,2 2974 533,7 1,39 0,85
S0056 461,8 3324 5427 1,24 0,9
SW1301 514,7 413,5 571,3 1 0,91
SW2512 538,7 538,7 590,6 1,39 1
2 SW2443 0 0 0 1 1
SwW2445 25,1 35,3 13,6 0,71 1,85
S0141 31,3 35,3 30,6 0,89 1,02
SW240 52,5 58 43,3 0,91 1,21
FSHB 76,4 72,5 83,2 1,05 0,92
SW1564 89,6 85,7 97,7 1,05 0,92
SW834 89,6 86,1 97,7 1,04 0,92
S0226 108,5 109,1 113,9 0,99 0,95
SW1517 138,2 130,4 153,1 1,06 0,90
SWR215 160,6 149,5 176 1,07 0,91
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Fortsetzung Tabelle 34
SSC | Marker Gesamt- Geschlechtsabhiingige Faktor der Abweichung
karte Genkarten
[K-cM] Q 3 Gesamtkarte Gesamtkarte
Genkarte | Genkarte zur zur
[K-cM] [K-cM] Q Genkarte & Genkarte
2 SW1879 190,6 182,8 201 1,04 0,95
SWR308 262,6 282.,8 235,9 0,93 1,11
3 Apr22 0 0 0 1 1
SW72 100 75,2 100 1,33 1,00
SE47329 119,2 92,4 120,8 1,29 0,99
S0032 150,3 115,2 172,1 1,30 0,87
S0164 167,4 129,3 194,2 1,29 0,86
SW2570 194,8 157,5 220,9 1,24 0,88
S0216 228,7 197,3 265 1,16 0,86
S0002 2574 220,4 309,6 1,17 0,83
SW2532 287.,9 280,7 326,4 1,03 0,88
4 S0227 0 0 0 1 1
S0301 17,5 0,5 26,5 35,00 0,66
S0001 49 42,7 42 1,15 1,17
SW839 68,5 72,3 52,2 0,95 1,31
S0214 112,8 121 68,7 0,93 1,64
SW524 195,4 201,6 73,8 0,97 2,65
SW58 195,9 2034 76,6 0,96 2,56
S0097 2414 2247 105,4 1,07 2,29
SW856 266 254.,5 1247 1,05 2,13
5 SW1482 0 0 0 1 1
S0005 42 100 15 2,38 0,36
PTHLH 43 105 15 2,44 0,35
IGF1 84 119 90 1,42 1,07
SWo67 112 176 114 1,57 1,02
6 S0035 0 0 0 1 1
SW1057 28,8 60,3 25,3 0,48 1,14
S0087 81,6 73,5 106,5 1,11 0,77
SW1067 104,5 104,7 123,2 1,00 0,85
TGFp 118,8 104,7 156,9 1,13 0,76
SW193 132,5 117,6 177,3 1,13 0,75
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Fortsetzung Tabelle 34
SSC | Marker Gesamt- Geschlechtsabhiingige Faktor der Abweichung
karte Genkarten
[K-cM] Q 3 Gesamtkarte Gesamtkarte
Genkarte | Genkarte zur zur
[K-cM] [K-cM] Q Genkarte & Genkarte
6 S0220 144,9 126,1 212,9 1,15 0,68
S0300 165,3 140,1 229.,5 1,18 0,72
SWRO987 2241 192,8 267,8 1,16 0,84
S0059 305,8 285,6 324.4 1,07 0,94
SW2173 403,4 327,2 424.4 1,23 0,95
S0003 491,4 359.9 5244 1,37 0,94
SWR726 505,1 383,3 530,8 1,32 0,95
LEPR 559.4 426,7 589,1 1,31 0,95
7 S0025 0 0 0 1 1
S0102 77 43 100 1,3 2,33
SW175 97 82 112 1,15 1,37
SO0115 131 104 212 1,62 2,04
S0101 166 139 247 1,49 1,78
8 SW2611 0 0 0 1 1
S0086 48 51 51 1,06 1
S0144 65 71 69 1,06 0,97
SW6l1 87 115 82 0,94 0,71
9 SW21 0 0 0 1 1
SWol11 22 19 26 1,81 1,37
SW54 22 19 26 1,81 1,37
S0109 73 73 72 0,99 0,99
S0295 124 127 117 0,94 0,92
10 SW830 0 0 0 1 1
S0070 40 42 40 1 0,95
SWo951 119 142 80 0,67 0,56
SWR67 193 205 158 0,82 0,77
11 SW2008 0 0 0 1 1
S0071 29 77 15 0,52 0,19
S0009 45 111 18 0,4 0,16
SW703 52 111 30 0,58 0,27
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Fortsetzung Tabelle 34
SSC | Marker Gesamt- Geschlechtsabhiingige Faktor der Abweichung
karte Genkarten
[K-cM] Q 3 Gesamtkarte Gesamtkarte
Genkarte | Genkarte zur zur
[K-cM] [K-cM] Q Genkarte & Genkarte
12 | SW2490 0 0 0 1 1
GH 28 20 9 0,32 0,45
SW874 57 36 33 0,58 0,92
SW605 96 68 59 0,61 0,87
13 S0219 0 0 0 1 1
SW344 100 100 0 1 0
PIT1 131 112 100 0,76 0,89
SW398 141 112 140 0,99 1,25
14 SW857 0 0 0 1 1
SW1125 27,7 4,6 86,3 6,02 0,32
S0037 30,6 9,2 161,8 3,33 0,19
S0007 78,7 54 162,4 1,46 0,48
SWC55 78,7 54 1624 1,46 0,48
SW1557 94,3 61,4 231,6 1,54 0,41
SWC27 126,7 82,5 327,7 1,54 0,39
15 | SWI111 0 0 0 1 1
SW936 21 19 39 1,86 2,05
SWI1119 36 28 69 1,92 2,46
16 SO111 0 0 0 1 1
S0026 58 47 86 1,48 1,83
PRLR 78 71 98 1,26 1,38
S0061 80 72 146 1,83 2,03
17 SW335 0 0 0 1 1
SW840 39 26 76 1,95 2,92
GHRH 39 26 76 1,95 2,92
SW2431 125 114 176 1,41 1,54
18 | SW1023 0 0 0 1 1
LEP 30 53 1 0,03 0,02
SW787 37 55 26 0,7 0,47
SWR414 72 104 53 0,74 0,51
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Tabelle 35:  Genkarten der Chromosomen 1 bis 18 der amerikanischen MARC Gruppe,
sowie Genkarten aus den eigenen Berechnungen in Kosambi-cM (K-cM):
Vergleich der Genkarten der amerikanischen MARC-Datenbank sowie aus den
eigenen Berechnungen in der DUMI Population (DUMI) und in den
kommerziellen Familien (Komm.) mit der Abweichung der Abstinde der
einzelnen Marker zwischen den Genkarte
Eigene Genkarten Faktor der Abweichung der
Genkarten
MARC
SSC Marker Genkarte
[K-cM] DUMI Komm. Komm. DUMI
Genkarte Genkarte zur zur
[K-cM] [K-cM] MARC MARC
SW1824 3 - 0 1 -
SW1515 16,4 0 100 6,10 1
SWR2300 334 - 124.,6 3,73 0,03
SW1851 44,6 33 144,1 3,23 0,74
S0312 59,1 - 178,9 3,03 0,02
SW2166 70,3 - 205,7 2,93 0,01
1 SO0113 80,5 - 229.,3 2,85 0,01
RLN 83,7 106 316,8 3,78 1,27
S0155 93,9 114 363.5 3,87 1,21
SW1957 110,5 - 3829 3,47 0,01
SW373 119,5 - 441,2 3,69 0,01
S0056 127,1 - 461,8 3,63 0,01
SW1301 140,5 199.4 514,7 3,66 1,42
SW2512 144 - 538.7 3,74 0,01
Sw2443 0 0 0 1 1
SwW2445 31,2 - 25,1 0,80 0,03
S0141 31,2 - 31,3 1,00 0,03
SW240 42 82,1 52,5 1,25 1,95
FSHB 53,5 - 76,4 1,43 0,02
) SW1564 55 133,6 89,6 1,63 2,43
SW834 64,3 - 89,6 1,39 0,02
S0226 68? 166,6 108,5 - -
SW1517 76,9 - 138.,2 1,80 0,01
SWR2157 89,2 - 160,6 1,80 0,01
SW1879 102 - 190,6 1,87 0,01
SWR308 128.,2 - 262,6 2,05 0,01
Apr22 0 - 0 1 1
SW72 17,8 0 100 5,62 0,00
3 SE47329 33 - 119,2 3,61 0,03
S0032 50,6 - 150,3 2,97 0,02
S0164 60,5 52,6 167.,4 2,77 0,87
SW2570 72,3 84,7 194,8 2,69 1,17
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Fortserzung Tabelle 35
MARC Eigene Genkarten Faktor dgeﬁigf;hung der
SSC Marker Genkarte DUMI Komm. Komm. DUMI
[K-cM] Genkarte Genkarte zur zur
[K-cM] [K-cM] MARC MARC
S0216 86,1 - 2287 2,66 0,01
5 S0002 102,2 121,4 2574 2,52 1,19
SW2532 129,3 - 287,9 2,23 0,01
S0227 4,1 0 0 1 1
S0301 27 - 17,5 0,65 0,04
S0001 41,8 42,7 49 1,17 1,02
SW8&39 62,3 - 68,5 1,10 0,02
4 S0214 79,3 87,8 112,8 1,42 1,11
SW524 99,3 - 195,4 1,97 0,01
SW58 107,9 -- 195,9 1,82 0,01
S0097 120 126,2 241,4 2,01 1,05
SW856 130 - 266 2,05 0,01
SW1482 39,9 0,0 0,0 - -
S0005 88,2 39,6 422 0,48 0,45
5 IGF1 118,7 104,3 83,6 0,70 0,88
SW378 134,4 142.4 - - 1,06
SW967 145,9 - 112,1 0,77 -
S0035 7,3 0 0 1 1
SW1057 47,1 - 28,8 0,61 0,02
S0087 62,8 62,1 81,6 1,30 0,99
SW1067 71,4 73,4 104,5 1,46 1,03
TGFpB 73,4 94,6 118,8 1,62 1,29
SW193 76,5 83,1 132,5 1,73 1,09
6 S0220 78 120 144,9 1,86 1,54
S0300 78,4 88,5 165,3 2,11 1,13
SWRO87 86,2 - 224,1 2,60 0,01
S0059 92,8 163,6 305,8 3,30 1,76
SW2173 97 - 403,4 4,16 0,01
S0003 102 203,5 4914 4,82 2,00
SWR726 110,4 - 505,1 4,58 0,01
LEPR 122 - 559.4 4,59 0,01
S0025 3,7 0,0 0,0 - -
S0064 30,2 25,0 - - 0,83
7 S0102 70,1 84,7 76,9 1,10 1,21
SW175 81,5 101,5 97,3 1,19 1,25
SO115 102,2 134,6 130,7 1,28 1,32
S0101 134,9 167,9 165,5 1,23 1,24
SW2410 -1,3 0,0 - - -
SW2611 2,5 - 0,0 - -
8 S0086 62,2 67,8 48,3 0,78 1,09
S0144 96,3 103,0 65,3 0,68 1,07
SW61 112,3 126,2 86,6 0,77 1,12
9 SW21 15,1 0,0 0,0 - -
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Fortsetzung Tabelle 35
MARC Eigene Genkarten Faktor dgeﬁigf;hung der
SSC Marker Genkarte DUMI Komm. Komm. DUMI
[K-cM] Genkarte Genkarte zur zur
[K-cM] [K-cM] MARC MARC
SWI11 36,8 25,8 21,7 0,59 0,70
9 SW54 66,7 60,9 21,8 0,33 0,91
S0109 73,3 76,3 72,8 0,99 1,04
S0295 100,5 111,7 124,0 1,23 1,11
SW830 0 0,0 0,0 1 1
S0070 62,3 68,4 40,4 0,65 1,10
10 SW951 101 - 118,7 1,18 -
SWR67 122 - 192.,6 1,58 -
SW2067 128,0 192,6 - 1,50 1,50
SW2008 14,1 0,0 0,0 - -
S0071 43,7 32,7 28,5 0,65 0,75
11 S0009 60,3 - 44,6 0,74 -
S0386 60,3 65,6 - - 1,09
SW703 76,2 102,0 52,3 0,69 1,34
SW2490 0 - 0,0 1 -
12 S0143 6,0 0,0 - 0,17 -
SW874 64,7 49,0 20,3 0,31 0,76
SW605 108,3 96,7 43,6 0,40 0,89
S0219 1,6 0,0 0,0 - -
13 SW344 354 41,9 100,0 2,82 1,18
SW398 79,3 76,8 135,7 1,71 0,97
SW857 7.4 0 0 1 1
SW1125 22,2 - 27,7 1,25 0,05
S0037 40 - 30,6 0,77 0,03
14 S0007 60 56,7 78,7 1,31 0,95
SWC55 78 - 78,7 1,01 0,01
SW1557 87,9 - 94,3 1,07 0,01
SWC27 111,5 122,3 126,7 1,14 1,10
SWI1111 39,8 32,8 0,0 - -
15 SW936 88,5 84,2 20,6 0,23 0,95
SW1119 119,9 117,1 36,1 0,30 0,98
SO111 0 40,6 0,0 - 1
16 S0026 46,9 93,5 56,0 1,65 1,99
S0061 92,6 137,9 77,2 0,83 1,49
SW335 0 0,0 0,0 1 1
17 SW840 48,6 33,8 57,5 1,18 0,70
SW2431 94 67,1 141,9 1,51 0,71
SW1023 31,6 0,0 0,0 - -
18 SW787 5 23,2 35,6 0,62 0,40
SWR414 57,6 62,0 70,1 1,22 1,08
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Abbildung 36: Vergleichende Genkarten der Chromosomen 1, 2 und 3
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Abbildung 37: Vergleichende Genkarten der Chromosomen 4, 5 und 6
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Abbildung 38: Vergleichende Genkarten der Chromosomen 7, 8 und 9
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Abbildung 39: Vergleichende Genkarten der Chromosomen 10, 11 und 12
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Abbildung 40: Vergleichende Genkarten der Chromosomen 13, 14 und 15
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