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1 Einleitung

Im Rahmen des vom Fdrderverein fur Biotechnologieforschung (FBF
e.V.) und dem Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF)
unterstitzten Forschungsprojektes ,Defektgenkartierung beim Schwein* wird
am Tierarztlichen Institut der Universitat Goéttingen der kongenitale Defekt
Hernia inguinalis/scrotalis beim Schwein untersucht.
Das Auftreten kongenitaler Defekte in der Ferkel- sowie in der
Zuchtschweineproduktion bedeutet fur die betroffenen landwirtschaftlichen
Betriebe 6konomische Einbul3en.
Die Schwere des 6konomischen Verlustes ist abhéngig von der Haufigkeit der
Merkmalstrager in der Population und den anfallenden Totalverlusten bzw.
Behandlungskosten, die durch den jeweiligen Defekt entstehen (Stigler, et al.,
1991). Fur das Auftreten von Hernia inguinalis/scrotalis sind sowohl genetische,
als auch umweltbedingte Effekte verantwortlich. Allerdings ist der Erbgang
dieses kongenitalen Defektes bis heute nicht zweifelsfrei aufgeklart. Die
geschatzten Heritabilitaten (h?) bewegen sich zwischen h?= 0,21 (Althoff, et al.,
1988) und h? > 0,6 (Mikami and Fredeen, 1979:Thaller, et al., 1996). In einer
am Tierarztlichen Institut durchgefuhrten Arbeit konnten mittels einer
genomweiten Kopplungsanalyse chromosomale Regionen identifiziert werden,
die mit dem Defekt Hernia inguinalis/scrotalis assoziiert sind (Bornemann-
Kolatzki, 2004). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine dieser Regionen — das
Sus Scrofa Chromosom (SSC) 12 — néher zu untersuchen und wenn mdglich
einzugrenzen. Basierend auf komparativen Genkarten wurden funktionelle
Kandidatengene anhand des humanen Genoms ausgewahlt und analysiert.
Neben der Bekampfung von Erbdefekten sind auch Merkmale wie
Tiergesundheit, so z.B. die Resistenz gegen Krankheitserreger, und die
Fruchtbarkeit von groRem tierzlichterischen und betriebswirtschaftlichen
Interesse. In Anbetracht der Tatsache, dass die Kinstliche Besamung (KB)
ihren festen Platz in der heutigen Schweineproduktion hat, ist die Sicherstellung
der Fruchtbarkeit der Besamungseber von grof3er Bedeutung. In der
vorliegenden Arbeit wurden zudem zwei potentielle Kandidatengene fur die
Fruchtbarkeit des Ebers untersucht, um ihren Einfluss auf diverse

Spermaparameter zu analysieren.



2 Literaturtbersicht

2.1 Die Kiinstliche Besamung (KB) beim Schwein

2.1.1 Historischer Uberblick Giber die KB

Unter dem Begriff KB fasst man die Gewinnung, die Konservierung und

Portionierung sowie die Ubertragung von Sperma in den weiblichen

Geschlechtstrakt zusammen. Die Anfange der kinstlichen Besamung liegen

mehr als 300 Jahre zuriick. Die Forschung und Weiterentwicklung auf diesem

Gebiet ist von bedeutenden Entdeckungen in den darauf folgenden Jahren

gekennzeichnet, welche in Tabelle 2-1 dargestellt sind.

Tabelle 2-1: Meilensteine der Kiinstlichen Besamung

Beitrag Wissenschaftler Zeitraum Quelle
Entdeckung der ,Samentierchen” Ham und 1677 (Schmitt,
Leeuwenhoek 1950)
erste KB beim Hund Spallanzani Ende 18. (Busch and
Jahrhundert Waberski,
2007)
erste Monographie ,Die kinstliche  lwanow 1912 (Busch and
Befruchtung bei Haustieren” Waberski,
2007)
erste kinstliche Scheide fur Roemmele 1926 (Busch and
Bullenentsamung Waberski,
2007)
Auffanggefal? fur Ebersperma McKenzie 1931 (Busch and
Waberski,
2007)
erste Besamungsgenossenschaft ~ Sdérensen 1936 (Geldermann,
(Insel Sams6, Danemark) 2005)
erste Deutsche Besamungsstation  Go6tz und Rosenberger 1942 (Geldermann,
(Pinneberg, Hamburg) 2005)
erfolgreiche Polge und Mitarbeiter 1949 (Busch and
Langzeitkonservierung durch Waberski,
Tiefgefrieren von Rindersperma 2007)

Seit dem Ende des zweiten Weltkrieges ist ein starker Anstieg der KB zu

verzeichnen. Primarer Ansatzpunkt war, die Ausbreitung von Deckseuchen zu

vermeiden. Ein weiterer Aspekt, der in den Forschungsmittelpunkt riickte, war



die Konservierbarkeit des Spermas und die sich daraus ergebende Mdglichkeit
einer langeren Aufbewahrungszeit und des flachendeckenden Einsatzes des
Spermas. Beim Rind ist die Herstellung von Tiefgefriersperma ein gut
etabliertes Verfahren, mit dem Befruchtungsraten anndhernd denen des
Natursprunges erzielt werden. 1950 wurden bereits 20% des Rinderbestandes
in Deutschland mittels KB besamt. Im Jahr 2005 waren es 81,9% des
Gesamtbestandes. Die kunstliche Besamung beim Pferd wurde zwischen 1930
und 1940 in Russland etabliert. 1985 wurden in Deutschland lediglich 1,3%
Stuten mittels KB besamt. Wohingegen derzeit ca. 80% des gesamten
Stutenbestandes in Deutschland mit KB von Frischsperma besamt werden. Die
Herstellung von Tiefgefriersperma erfolgt nur zu Exportzwecken, da bei der KB
mit Frischsperma bessere Befruchtungsraten erzielt werden (Busch and
Waberski, 2007). Beim Schwein wird weltweit die KB mit Frischsperma
bevorzugt, da die Herstellung von Tiefgefriersperma sehr aufwendig ist und
geringere  Befruchtungsraten erzielt werden. Die Herstellung von
Tiefgefriersperma wird nur fir Exportzwecke angewendet und zur Erstellung
von Genreserven zichterisch wertvoller Blutlinien. Die Genossenschaft zur
Forderung der Schweinehaltung eG Ascheberg (GFS/Ascheberg) bietet ein
Verfahren zur Herstellung von Tiefgefriersperma an und garantiert eine
Befruchtungsfahigkeit tber einen sehr langen Zeitraum. Die Befruchtungsraten
haben sich im Vergleich zu friiheren Jahren verbessert. Wird der Eisprung mit
Hilfe von Ultraschalluntersuchungen zeitlich eingegrenzt und erfolgt die KB mit
Tiefgefriersperma ca. 4-6 Stunden vor dem Eisprung intrauterin, sind die
Befruchtungsergebnisse annédhernd mit denen der KB mit Frischsperma
vergleichbar (Riesenbeck, 2007).

2.1.2 Entwicklung und Stand der KB beim Schwein in Deutschland
In Deutschland hat sich die Kinstliche Besamung beim Schwein im

Vergleich zum Rind anfangs nur langsam entwickelt. Doch durch die Zunahme
grol3er Schweinezucht- und Mastanlagen wurden die Weiterentwicklung und
Verbesserung des Verfahrens gefordert. In den 90er Jahren stieg die KB beim
Schwein rapide an (Abbildung 2-1). Im Jahr 2007 wurden in Deutschland 6831

Besamungseber in 21 Besamungsstationen gehalten. Allein 46,3% dieser Eber



gehorten der Rasse Pietrain an. Von ca. 2,4 Millionen (Mio.) gehaltenen Sauen
im Jahr 2007 wurden Uber 90% mittels KB besamt. 98,5% der Besamungen
wurden durch Eigenbestandsbesamer und 1,5% von Tierarzten durchgefiuhrt.
Insgesamt wurden etwa 5,6 Mio. Doppelportionen Sperma im Jahr 2007
verkauft (ZDS, 2008).

eeeeeeeeeee
re needed to see this picture.

Abbildung 2-1: Entwicklung der Kinstlichen Besamung in Deutschland
(ZDS, 2008).

2.1.3 Tierzlichterische Aspekte und der Einsatz der KB
Die Tierzucht hat zum Ziel, das Leistungsvermdgen der produzierten

Nachkommen zu verbessern und somit auch die dkonomischen Ertrage der
landwirtschaftlichen Produktion zu steigern. Neben der Leistungssteigerung
sind auch Selektionsmerkmale wie Tiergesundheit und Fruchtbarkeit von
grofRer 6konomischer Bedeutung. Um diese Zuchtziele zu erreichen, bedient
sich die Tierzucht der Selektion und gezielten Anpaarung leistungsstarker
Elterntiere (Busch and Waberski, 2007). Mit Hilfe der KB kann aufgrund der
erhohten Nachkommenzahl je Eber ein wesentlicher Zuchtfortschritt in kirzerer
Zeit erzielt werden. Allerdings bringt die KB neben vielen Vorteilen auch nicht

zu vernachlassigende Nachteile mit sich (Tabelle 2-2).



Tabelle 2-2: Vor- und Nachteile der KB (Busch and Waberski, 2007)

Vorteile Nachteile

Vermeidung von Deckseuchen Anzahl Vatertiere reduziert

hohe Nachkommenzahl je Eber, Anstieg Inzuchtkoeffizient, somit
erhbhte Selektionsgrundlage Erhdéhung des Homozygotiegrades
stabile Basis fiir Zuchtwertschatzung Verlust genetischer Variabilitat
breites Spektrum passender Vererber Verbreitung von Erbdefekten

keine Produktionsausfalle fur Landwirt
bedingt durch eigene Deckeberhaltung

Haltungskosteneinspaarungen

umfassende Priifung des Spermas der KB Eber

Wie in Tabelle 2-2 erwahnt, ist ein groRRer Vorteil der KB, dass das Sperma
einer eingehenden Untersuchung, sowohl auf Quantitat als auch auf Qualitat
unterzogen wird, bevor es in der KB zum Einsatz kommt. Nach der
hygienischen Samenentnahme und dem Abfiltrieren des
Bulbourethraldrisensekretes, werden verschiedene Spermaparameter mittels
Mikroskop und photometrischen Messungen gemald den Richtlinien der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) erhoben und ausgewertet. Optisch wird
die Farbe und Konsistenz des Ejakulates bestimmt. Die Farbe des Ejakulates
sollte milchig-weil3 bis gelbweild sein und es sollte eine wassrige bis rahmige
Konsistenz aufweisen. Weiterhin werden das Gesamtvolumen, die Anzahl
vorwartsbeweglicher Spermien, die Spermienkonzentration und Gesamtmenge
der Spermien pro Ejakulat, die Anzahl abnormer Spermien sowie der pH-Wert

bestimmt. Die Richtwerte fir diese Parameter sind in Tabelle 2-3 aufgelistet.



Tabelle 2-3: Richtwerte zur Beurteilung von Ejakulaten (Busch and Waberski,
2007)

Merkmal Mittelwert Mindestanforderung fir KB
Volumen filtriertes Ejakulat (ml) 200 (50-500) > 80
Anteil vorwartsbeweglicher Spermien
(%) 60 (0-80) > 50
1.

Spermienkonzentration (10°/ul) 0,3 (0,1-1,0) Jungeber:: > 0,15

Alteber: > 0,18
Spermiengesamtzahl/Ejakulat (10°)  gq (2-200) I
morphologisch abnorme Spermien
(%) 15 (5-50) <25
davon Spermien mit
Protoplasmatropfen (%) 10 (2-40) <20
pathomorphe Spermien (%) 4 (0-15) <15
pH-Wert 7,2 (6,6-7,7) I?

1) Jungeber: bis 12 Monate
Alteber: > 12 Monate
2) keine Angaben

Durch den zunehmenden Einsatz der KB stellt die Verbreitung von Erbfehlern,
welche die Tiergesundheit beeintrachtigen, ein nicht zu vernachlassigendes
Problem dar. Unter Erbfehlern versteht man genetische Defekte, die eine
unerwunschte Abweichung vom Standardphanotyp zur Folge haben. Sie setzen
entweder die Lebensfahigkeit der Tiere herab oder beeintrdchtigen deren
Fahigkeit mit anderen Individuen der gleichen Art und Rasse in der nattrlichen
oder kunstlichen Umwelt, fir die sie gezlchtet wurden, zu konkurrieren
(Wiesner and Ribbeck, 2000).

Die am héaufigsten vorkommenden kongenitalen Defekte, mit ihren jeweilig
niedrigsten und hochsten geschatzten Haufigkeiten, die in der Literatur zu

finden sind, sind in Tabelle 2-4 aufgelistet.



Tabelle 2-4: Haufigkeiten kongenitaler Defekte beim Schwein

Defekt

Frequenz (%)

Autoren

Leisten- und Hodensackbriiche (Hernia

inguinalis/scrotalis)

Nabelbriiche (Hernia umbilicalis)

Verborgenhodigkeit (Kryptorchismus)

Afterlosigkeit (Atresia ani)

Zwitter (Hermaphroditismus)

Zittern (Myoclonia congenita)

Spreizferkel (kongenitale myofibrillare

Hypoplasie)

sonstige Missbildungen

0,30 -1,00

0,05-0,20

0,01-1,32

0,09-0,45

0,03-1,44

0,11 -0,20

0,20-21,2

0,01-0,15

(Stigler, 1990;Matzke and
Averdunk, 1979)

(Stigler, 1990); (Foerster,
1985)

(Schwark, et al., 1970);
(Kobylka, et al., 1984)

(Thaller, et al., 1996);
(Glodek, 1977)

(Stigler, et al., 1992); (Smidt,
1962)

(Stigler, et al., 1992), (Smidt,
1972)

(Stigler, et al., 1992); (Maass
and Schulze, 1979)

(Samuels, 1993); (Thaller, et
al., 1996)

Neuere Studien wurden an einer Eberpopulation aus Bayern der Rassen
Deutsche Landrasse (DL) und Pietrain durchgefihrt. Hier wurden 47323 Wirfe
von 351 DL-Ebern und 1134 Pietrain-Ebern im Zeitraum von 1982 bis 2001

untersucht. Die nach einem linearen Modell errechneten Frequenzen der am

haufigsten auftretenden kongenitalen Defekte sind in Tabelle 2-5 aufgelistet

(Beil3ner, et al., 2003a).



Tabelle 2-5: Verteilung der Haufigkeiten der Ferkel mit angeborenen
Anomalien nach Rasse des Ebers Uber alle Geburtsjahrklassen (Beil3ner, et al.,
2003a)

Rasse

DL Pietrain

Haufigkeit (%)

Anomalie

Afterlosigkeit 0,07 0,05
Hodensackbruch 0,32 0,55
Nabelbruch 0,04 0,04
Kryptorchismus 0,34 0,25
Zwitter 0,05 0,03
sonstige Missbildungen 0,10 0,08
Zittern 0,06 0,05
Gratschen 0,49 0,62

In diesen Analysen wurde gezeigt, dass Uber die untersuchten
Geburtsjahrgangsklassen der Eber von 1982 bis 2001, ein Rickgang der
angefuhrten Anomalien zu beobachten ist. Ein starker Rickgang der Anomalie
Afterlosigkeit ist bei beiden Rassen zu beobachten, bei DL-Ebern liegt dieser
bei 72% und bei Ebern der Rasse Pietrain bei 58,3%. Fiur den Defekt Hernia
scrotalis konnte bei der Rasse DL ein Rickgang um ca. 70% nachgewiesen
werden, demgegentiber steht bei der Rasse Pietrain nur ein leichter Riickgang
um ca. 24%.

Im Rahmen der Umstellung der Anomalienberechnung wurden 51688 Wiirfe
von 1750 Ebern der Besamungsgenossenschaft GFS/Ascheberg von der
Universitat Bonn (in Zusammenarbeit mit der GFS/Ascheberg) auf Anomalien
geprift und mittels eines linearen und eines threshold Modells die Haufigkeiten
fur die Erbfehler Hodensackbruch, Kryptorchismus, Afterlosigkeit, Nabelbruch,
Zwitter, Gratschen, Zittern und sonstige Missbildungen ermittelt. Die Erbfehler
Hodensackbruch, Binneneber, Gratscher und sonstige Missbildungen traten mit
einer Haufigkeit von mehr als 1% aller Wirfe auf. Die Haufigkeit der anderen

aufgefuihrten Anomalien hingegen war sehr gering (Buschbell, et al., 2007a).



Erbdefekte bedeuten fur die Schweineproduktion finanzielle Einbuf3en,
aufgrund von Tierverlusten oder tierarztlichen Behandlungskosten. Die Hohe
des Schadens ist abhéngig von der Haufigkeit des auftretenden Defektes.

Seit Januar 1986 werden bei der Genehmigung der Besamungserlaubnis fur
KB-Eber die Ergebnisse der Anomalienprifung einbezogen. Sie gestaltet sich
je nach Besamungsstation aber unterschiedlich. Die Prufung erfolgt durch
Zuchtwertprifstellen in Zusammenarbeit mit den Besamungsstationen.

Im Schweinezuchtverband (SZV) Baden-Wurttemberg werden bei der
Erbfehlererfassung mindestens 30 Wirfe je Eber auf Anomalien gepruft. Die
einzelnen Defekte werden aufgrund ihres wirtschaftlichen Schadens mit einem
Multiplikationsfaktor gewichtet. Die errechnete Punktzahl wird auf die Zahl der
kontrollierten Woirfe bezogen und damit der Erbfehlerindex berechnet.
Uberschreitet der Index den Wert von 1,5 wird der Eber gemerzt (Bullan, 2008).

Tabelle 2-6: Multiplikationsfaktoren fir Anomalien im SZV Baden-Wirttemberg
(Bullan, 2008)

Art des Erbfehlers Multiplikator
Leisten- und Hodensackbriiche 4
Afterlosigkeit 10
Binneneber 5
Nabelbruch 4

Zwitter 5

Gratscher 1

Zitterferkel 1

sonstige Misshildungen 1

Die Besamungsstation des Tierarztlichen Instituts Goéttingen arbeitet mit einem
Testbetrieb zusammen. Es werden je KB-Eber 30 Sauen belegt und die
Nachkommen vom Betriebsleiter auf Anomalien untersucht. Es werden keine
Anomalienkarten gefuhrt. Bezogen auf die Anzahl der Nachkommen, die je
Eber getestet wurden, wird der prozentuale Anteil an Anomalien berechnet.
Liegt ein Eber fur die Defekte Hernia inguinalis/scrotalis, Kryptorchismus oder

Afterlosigkeit tber 1%, wird er von der Zucht ausgeschlossen. Die Ubrigen in



Tabelle 2-6 aufgelisteten Anomalien werden weniger bertcksichtigt, da sie
einer starken Umweltkomponente unterliegen (Wemheuer, 2008).

Die GFS/Ascheberg hat in Zusammenarbeit mit der Universitat Bonn ein sehr
effizientes  Verfahren zur Berechnung des Anomalienindexes der
Besamungseber entwickelt. Vor der Umstellung des Verfahrens wurden von
120 Erzeugerringbetrieben und 300 Praxisbetrieben per FAX oder Sauenplaner
aufgetretene Anomalien an die GFS/Ascheberg gemeldet. Fur jede Anomalie
wurden Strafpunkte vergeben, die abh&ngig vom wirtschaftlichen Schaden, den
sie verursachen, gewichtet wurden. Die Punkte wurden summiert und zu einem
gewichteten phanotypischen Erbfehlerindex zusammengefasst. Lag ein
Endprodukteber tber 80 und ein Vorstufeneber tber 60 Punkte wurden diese
gemerzt. Dies entsprach 10% aller auf Anomalien gepriften Eber. Nachteil
dieses Verfahrens ist, dass weder Umwelteffekte noch
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Ebern berlcksichtigt wurden. Wie
unter 2.1.3 erwdhnt, wurde in Zusammenarbeit mit der Universitat Bonn ein
Modell entwickelt, das sowohl die Daten der Erbfehlerermittlung, als auch die
Verwandtschaftsbeziehungen und Umwelteffekte mit in die Berechnung des
Anomalienindexes einbezieht. Diese neue Methode ist wesentlich zuverlassiger
und ermaoglicht aulRerdem, aufgrund der beriicksichtigten
Verwandtschaftsinformationen zwischen den Ebern, eine Einschatzung von
Ebern, die noch keine grofien Nachkommenzahlen aufweisen (Buschbell, et al.,
2007b).

2.1.4 Zichterisch vorteilhafte und nachteilige Genvarianten
DNA-Varianten sind Positionen in einem DNA-Molekll, an der sich

dieses von einem homologen Molekil unterscheidet. DNA-Varianten kdnnen
Nukleotidsubstitutionen, -insertionen oder -deletionen sein. Sind sie auf eine
Nukleotidposition  zurtickzufihren, nennt man sie Single Nucleotide
Polymorphism (SNP). DNA-Varianten, die durch unterschiedlich haufige
Sequenzwiederholungen gekennzeichnet sind, bezeichnet man als Variable
Number of Tandem Repeats (VNTRs). DNA-Varianten lassen sich unabhéngig
von Alter, Geschlecht, Gewebe und Umwelteinflissen darstellen und eignen

sich somit als genetische Marker zur Charakterisierung von Populationen,



Individuen und chromosomalen Regionen (Geldermann, 2005). Die Darstellung
solcher DNA-Varianten ist mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer
Methoden mdoglich. Mit der Sequenzierung, der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) und dem Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus (RFLP) seien
nur einige Beispiele hierfir genannt. Durch den Nachweis solcher DNA-
Varianten konnen Tiere, die zlchterisch vorteilhafte Genvarianten aufweisen,
welche phanotypisch nicht unmittelbar erkennbar sind, entsprechend in der
Zucht eingesetzt werden. Tiere, welche eine zlchterisch nachteilige
Genvariante tragen, kdnnen somit von der Zucht ausgeschlossen werden.

Es stehen zwei Mdoglichkeiten, diese Genvarianten nachzuweisen, zur
Verfigung: 1) Der indirekte Gentest, auch als Kopplungsanalyse bezeichnet.
Hier ist das Gen im Einzelnen nicht bekannt, aber chromosomal lokalisiert.
Mikrosatellitenmarker, die in der betreffenden Genomregion liegen, werden
verwendet, um den entsprechenden Genlocus nachzuweisen. Die Aussagekraft
dieser Nachweismethode ist umso hoher, je geringer die Rekombinationsrate
zwischen Mikrosatellit und Genlocus ist, je mehr Mikrosatelliten in die Analyse
einbezogen werden und je héher ihr Informationsgehalt ist. 2) Der direkte
Gentest, hier ist das Gen bekannt, und die zlchterisch relevanten,
merkmalsverursachenden Genvarianten kénnen auf DNA-Basis dargestellt
werden (Geldermann, 2005).

Im Onlineregister der OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals) sind
aktuell (Stand 10.12.2008) 215 Erbdefekte bzw. Merkmale fur das Schwein
verzeichnet. Davon sind 35 Merkmale, die einem monogenen Erbgang
unterliegen und 13 davon deren molekulargenetische Ursache erforscht ist.
Neben den, in Tabelle 2-7 aufgefihrten Merkmalen, sind noch drei Merkmale,
die fur die Hautfarbe beim Schwein verantwortlich sind, molekulargenetisch
beschrieben. Die genetische Ursache des Blutgruppensystems beim Schwein
ist bekannt (Yamamoto and Yamamoto, 2001) und die Bildung von malignen
Melanomen beim Sinclair-Schwein konnte molekulargenetisch identifiziert

werden (Blangero, et al., 1996).



Tabelle 2-7: Monogene Merkmale mit bekannter molekulargenetischer Ursache
(http://omia.angis.org.au/, Stand 10.12.2008)

Defekt/Merkmal Genvarianten Bedeutung Autoren
MHS (Malignes Ryanodinrezeptor 1 Stressanfalligkeit, Herz- (Fuijii, et al.,
Hyperthermie Syndrom)  (RYR1); SNP mit Kreislaufprobleme als 1991)
Aminosaurenaustausch Folge einer Fehlregulation
(AS) (Arg-615-Cys), im Calciumstoffwechsel
homozygot TT I6st akute des Sarkoplasmatischen
Form aus, autosomal Retikulums, Minderung
rezessiv vererbt der Fleischqualitat
Rendement Napole PRKAG3, SNP mit AS erhdhter Muskel- (Leroy, et
(Kochschinken (Arg-200G-In), autosomal  glycogengehalt und al., 1990)
Ausbeute) rezessiv vererbt geringerer pH-Wert 24h
post mortem
E.coli F18 Rezeptor E.coli Rezeptor F18/0. 1,2  Fehlen von Rezeptoren (Meijerink,
Resistenz Fucosyltransferasel, SNP  auf Darmschleimhaut etal.,
(Position AS-307 und AS-  somit Resistenz gegen 1997);
857), autosomal rezessiv.  Odemkrankheit (Vogeli, et
vererbt al., 1997)
Unvermogen der Deletion von Exon 3 bis5  Thermoregulation durch (Berg, et
zZitterfreien im Uncoupling Protein 1 Entkopplung oxidativer al., 2006)
Warmebildung Gen (UCP1) Phosphorylierung der
ATP-Synthese gestort
ISTS (Immotile Short-Tail Insertion eines Insertion verursacht (Sironen, et
Sperm) Retrotransposons im falsches Spleif3en und al., 2006)
Intron des KPL2-Gens, damit verbundene
autosomal rezessiv Spermamisshildungen
vererbt
Hypercholesterolamie Low-Density-Lipoprotein erhdhtes Serum- und LDL- (Hasler-
Rezeptor (LDLR), Cholesterin Rapacz, et
autosomal rezessiv al., 1998)
vererbt, SNP mit AS
(Arg84Cys)
Membranproliferative Komplementfaktor H Komplement- (Hegasy, et
Glomerulonephritis Typ Il (CFH), autosomal rezessiv komponenten- al., 2002)
vererbt, SNP mit AS ablagerungen in der Niere
(lle1166Arg), weitere
Mutation beteiligt
Vitamin D abhangige Cytochrom P450C15 gestorte Synthese der (Chavez, et
Rachitis Typ | (Hydroxyvitamin D3-1- biologisch aktiven Form al., 2003)

alpha hydroxylase),
autosomal rezessiv
vererbt, Deletion von 173
bp oder 357 bp

des Vitamin D, das flr die
Calcium-Homoostase
notwendig ist




Ein Grofiteil der zichterisch relevanten Merkmale unterliegt aber komplexen
Erbgangen. Hier wurden mit Hilfe komparativer Genomkarten und
Kopplungsanalysen QTL-Regionen (Quantitative Trait Loci) ermittelt, die mit
Merkmalen gekoppelt sind, welche von gro3er Bedeutung fur die
Schweineproduktion sind. Aktuell (Stand 10.12.2008) sind 1831 QTLs, die mit
316 verschiedenen Merkmalen gekoppelt sind, in der PigQTL Datenbank
verzeichnet (http://www.animalgenome.org/QTLdb/pig.html, Stand 10.12.2008).
Gene und DNA-Varianten zu identifizieren, die an der Vererbung zichterisch
relevanter Merkmale beteiligt sind, ist von groRem 6konomischen Interesse in
der Schweinezucht, da sich hieraus die Mdglichkeit ergibt, spezifische Gentests
zu entwickeln und die zur Zucht eingesetzten Tiere auf ihr genetisches Potential
bezuglich der einzelnen Merkmale zu untersuchen. Fur Produktionsmerkmale,
wie Schlachtkérperzusammensetzung und Fleischqualitat sind bereits eine
Vielzahl an QTL-Regionen beschrieben. Ebenso fir Fruchtbarkeitsmerkmale
der Sau. Hingegen ist die Anzahl QTL-Regionen fur Merkmale der mannlichen
Fruchtbarkeit marginal.

2.2 Porcine Hernien
Unter Hernien versteht man die Verlagerung von Organteilen aus einer

natlrlich ausgebildeten Korperhdhle durch eine angeborene oder traumatisch
erworbene Bruchpforte der Korperhdhlenwand nach auf3en. Der Bruchinhalt
fallt in eine vorgebildete Hohle vor oder in eine den Bruchsack darstellende
Ausstilpung der Hohlenauskleidung. Eine Unterteilung der Hernien wird nach
ihrer anatomischen Lokalisation durchgefiihrt (Wiesner and Ribbeck, 2000).
Beim Schwein sind vor allem Leisten- und Hodensackbriiche, Bauchbriiche und

Nabelbriiche von Bedeutung (siehe Tabelle 2-4).

2.2.1 Hernia inguinalis/scrotalis beim Schwein
Ein Leistenbruch entsteht aufgrund eines unphysiologisch weiten

Leistenkanals oder eines anormal weiten Processus vaginalis (PV). Es fallen

Eingeweide, zumeist Teile des Dinndarms und des grof3en Netzes, durch den



inneren Leistenkanal in eine Nebenkammer der Bauchhéhle vor. Der Bruchsack
bildet sich bei Leistenbriichen im Leistenkanal.

Der Hodensackbruch geht aus dem Leistenbruch hervor. Hier fallen die
Eingeweide allerdings bis in den Hodensack vor (Wiesner and Willer, 1974).
Leisten- und Hodensackbriche koénnen sowohl ein- als auch beidseitig
auftreten. Es ist jedoch zu beobachten, dass bei ménnlichen Schweinen eine
vermehrte linksseitige Hernienbildung auftritt (Stigler, 1990). Beide Brucharten
sind angeborene, erbliche Defekte und die Tiere sind bereits seit der Geburt fur
diese Defekte pradisponiert (Dahme and Weiss, 1999;Waldmann and Wendt,
2001).

2.2.2 Hodenabstieg (Descensus testis)
Normale Embryonen sind zu Beginn ihrer Entwicklung potentiell

bisexuell. Die Geschlechtsorgane entwickeln sich zunachst als indifferente
Anlage, bevor sie sich mit Beginn der fetalen Entwicklungsphase zum
mannlichen oder weiblichen Geschlecht differenzieren. Die Keimdriisenleiste
entstent durch Proliferation des Zo6lomephitels und Verdichtung des
Mesenchyms medial an der Urnierenfalte. Die Keimdrisenanlage ist von
betrachtlicher Lange. Sie reicht vom Thorakal- bis zum Lumbalbereich. Der
mittlere Abschnitt differenziert sich zur Keimdrise. Aus dem kranialen Teil der
Keimdruse entsteht das kraniale Keimdrisenband, aus dem kaudalen Teil das
kaudale Keimdriisenband, welches sich als Leistenband vom kaudalen Pol der
Keimdrise bis zum Leistenkanal erstreckt. Unter Einwirkung von Testosteron
kommt es zur Rickbildung des kranialen Keimdrisenbandes beim ménnlichen
Tier. Das kaudale Keimdrisenband entwickelt sich zum Leitband des Hoden,
dem Gubernaculum testis (Schnorr and Kressin, 2006). Im Verlauf des
Descensus testis (Abbildung 2-2) verlagern sich die Hoden aus ihrer
ursprunglichen Lage nahe der Urnieren in den Hodensack, das Scrotum. Dies
erfolgt beim Schwein ab dem 90. Tag der Trachtigkeit. Dieser Prozess ist sehr
komplex und wird in der Literatur unter verschiedenen physiologischen

Gesichtspunkten in mehrere Phasen unterteilt (Tabelle 2-8).



Tabelle 2-8: Phasen des Descensus testis

Autoren Phasen Charakteristika

(Backhouse and innere Phase Migration der Hoden bis zum Leistenkanal
Butler, 1960);
(Hutson, 1985)
auBere Phase Passage der Hoden durch den Leistenkanal bis
in das Scrotum

(Amann and abdominale Migration der Hoden aus der Bauchhdhle bis
Veeramachaneni, Translokation zum inneren Inguinalring
2007)
transinguinale Hoden und Nebenhoden treten durch die
Migration Bauchdecke
inguinoscrotale Migration der Hoden durch Leistenkanal bis in
Phase das Scrotum
(Barteczko and 1. Phase embryonale Entwicklung des Gubernaculum
Jacob, 2000) testis
2. Phase Abschnitte der Entstehung und Differenzierung
des Gubernaculum testis und des Processus
vaginalis
3. Phase Migration der Hoden in der Bauchhohle,

Anschwellen des Gubernaculum testis,
Entwicklung der Verbindung zwischen Hoden,
Nebenhoden und Gubernaculum testis

4. Phase Entwicklung von Leistenkanal und aul3erem
Leistenring, Migration der Hoden zum inneren
Leistenring

5. Phase Ruckbildung des Gubernaculum testis,

Inguinalkanalpassage der Hoden bis hinab in
das Scrotum

Treten im Verlauf dieses Prozesses Storungen auf, sodass der Leistenkanal
unphysiologisch weit gedffnet bleibt und/oder der Processus vaginalis nicht
vollstdndig verschlossen wird, kann dies zur Pradisposition fur Hernia
inguinalis/scrotalis fuhren (Dahme and Weiss, 1999;Waldmann and Wendt,

2001;Amann and Veeramachaneni, 2007).



Abbildung 2-2: Descensus testis beim Schwein (Wensing, 1986).

(A) Entwicklung am Tag 65 post conceptionem (p.c.); (B) 75 Tage p.c.; (C) 85-
90 Tage p.c.; (D) bei der Geburt. 1. Hoden (Testis); 2. Nebenhoden
(Epididymis); 3. parietales Blatt des Bauchfells (parietales Peritoneum); 4.
innerer schiefer Bauchmuskel (Musculus obliquus internus abdominis); 5.
aulRerer schiefer Bauchmuskel (Musculus obliquus externus abdominis); 6.
Scheidenhautfortsatz (Processus vaginalis); 7a. Gubernaculum testis; 7b.
vaginaler Teil (pars vaginalis); 7c. infravaginaler Teil (pars infravaginalis); 8.
Hodenheber (Musculus cremaster); 9. Fascia spermatica; 10. Tunica vaginalis.



2.2.3 Storungen des Descensus testis
In der Literatur werden diverse Hypothesen Uber den detaillierten Ablauf

und mdogliche Einflussfaktoren auf den Descensus testis diskutiert. Es wird
angenommen, dass eine intakte Steuerung Uber die Hypothalamus-
Hypophysen-Hoden-Achse von grofRer Bedeutung fir den Descensus testis ist
(Husmann and McPhaul, 1991;Spencer, et al.,, 1991). Weiterhin wird eine
bihormonale Steuerung des Hodenabstieges postuliert, die von Androgenen
und dem Mullerian-Inhibitor-Faktor kontrolliert wird (Hutson and Donahoe,
1986). Eine weitere Annahme ist, dass der Hodenabstieg neuronal Uber das
Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) kontrolliert wird. Durch die
Maskulinisierung der Zellkerne und Nerven wird die CGRP-Sekretion erhoht,
was zu rhythmischen Kontraktionen des Gubernaculum testis und somit zum
Absteigen der Hoden in das Scrotum fuhrt (Cain, et al., 1994a;Terada, et al.,
1994;Heyns and Hutson, 1995). Ebenso spielt der Epidermal-Growth-Faktor
(EGF) eine Rolle beim Hodenabstieg, da er entscheidend an der erhdhten
Hyaluronsaureproduktion im Verlauf des Descensus testis beteiligt ist (Cain, et
al., 1994b;Cain, et al., 1994c). Die Anreicherung der Hyaluronsaure findet im
Gubernaculum testis statt (Heyns, et al., 1990), was dem EGF eine
entscheidende Rolle beim Hodenabstieg einrdumt. Eine weitere wichtige Rolle
wird dem ansteigenden intraabdominalen Druck im Verlauf des Hodenabstieges
zugeschrieben. Zu Beginn des Hodenabstieges senkt sich der offene PV in den
Inguinalring ab und dbertragt den intraabdominalen Druck auf das
Gubernaculum testis. Dieses wiederum beférdert die Hoden durch den
Inguinalkanal in das Scrotum (Levy and Husmann, 1995). Das Gubernaculum
testis unterliegt im Verlauf der Embryonalentwicklung extremen Wachstums-
und Rickbildungsprozessen, welche von diversen Hormonen reguliert werden.
Im Wesentlichen wird das Anschwellen des Gubernaculum testis von den
Hormonen Descendin und Oestradiol reguliert (Levy and Husmann, 1995).
Beim Schwein steigt der Hoden entlang des vergroéRerten Gubernaculum testis
in das Scrotum ab (Heyns and Hutson, 1995;McMahon, et al., 1995). Eine
Stérung dieses Prozesses kann auf eine inadaquate Androgenwirkung
zurlckgefuhrt werden (Spencer, et al., 1991;Hutson and Donahoe, 1986;Heyns

and Hutson, 1995;McMahon, et al., 1995). Levy und Husmann postulieren,



dass Androgene verschiedene katabole Enzyme, wie die saure Phosphatase,
und parakrine Faktoren beeinflussen, was eine Verdnderung der
viscoelastischen Eigenschaften des Gubernaculum testis zur Folge hat, da bei
Nichtaktivitat der katabolen Enzyme das Gubernaculum testis im Vergleich zum
normalen Ablauf des Hodenabstieges vergro3ert bleibt (Levy and Husmann,
1995). Somit nimmt das Gubernaculum testis eine Schlisselfunktion im Verlauf
des Hodenabstieges ein. Tanyel und Kollegen postulieren, dass aus dem
Gewebe des Gubernaculum testis die glatten Muskelzellen um den PV
entstehen, durch deren Kontraktion die Hoden durch den PV hinab in den
Hodensack geleitet werden. Nach erfolgtem Hodenabstieg unterliegen diese
Muskelzellen der Apoptose (programmierter Zelltod). Somit spielt die Apoptose
eine entscheidende Rolle beim Verschluss des PV (Tanyel, 2004). Ist der
Ablauf der Apoptose gestort, kann dies das Bestehen bleiben der glatten
Muskelzellen zur Folge haben und das VerschlieRen des PV verhindern
(Tanyel, et al., 1999).

2.2.4 Vererbung, Haufigkeit und Bedeutung von Hernien
Mit Hilfe gezielter Anpaarungen unter Nachkommen zweier Eber konnte

bereits 1926 die Erblichkeit von Hernien nachgewiesen werden (Warwick,
1926). Der Erbgang ist bis heute nicht eindeutig geklart und wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. AuRerdem handelt es sich um eine oligofaktoriell bedingte
Fehlbildung, da neben der genetischen Komponente auch Umwelteinwirkungen
einen Einfluss auf die Entstehung von Hernien haben.

In der Literatur werden unterschiedliche Erbgangshypothesen diskutiert. Am
wahrscheinlichsten ist ein oligogener oder polygener Erbgang. Allerdings ist bis
heute der Vererbungsmodus von Hernia inguinalis/scrotalis nicht eindeutig
geklart. Heritabilitdtsschatzungen wurden anhand verschiedener
Kalkulationsmodelle und fur verschiedene Rassen durchgefiihrt. Die niedrigsten
Schatzwerte fur die Heritabilitat bei Tieren der Deutschen Landrasse (DL)
wurden von Althoff mittels Varianzanalyse gemischter Modelle ermittelt (h? =
0,022 + 0,006 bis 0,035 + 0,007) (Althoff, 1985). Die hochsten
Heritabilitatsschatzwerte wurden in Untersuchungen von Mikami und Fredeen
ermittelt (h* = 0,65 + 0,06 bis 0,86 + 0,16) (Mikami and Fredeen, 1979). In



Untersuchungen von Beilner wurden mittels Vater-Sohn-Regression
Heritabilitdten bei DL und Pietrain in Bayern ermittelt. Bei Nachkommen der
Rasse DL wurden Heritabilitaten von h? = 0,324 + 0,166 und bei Nachkommen
von Pietrain-Ebern Hertiabilititen von h* = 0,462 + 0,100 ermittelt (BeiRner, et
al., 2003b).

In neueren Untersuchungen, die an 51688 Woiurfen von 1750 Ebern der
Besamungsgenossenschaft GFS/Ascheberg von der Universitat Bonn in
Zusammenarbeit mit der GFS/Ascheberg durchgefuhrt wurden, konnten mittels
eines linearen Modells fur den Defekt Hernia inguinalis/scrotalis Heritabilitdten
von h?= 0,14 ermittelt werden (Buschbell, et al., 2007a).

Der Defekt Hernia inguinalis/scrotalis verursacht durch anfallende
Behandlungskosten oder den akuten Totalausfall des betroffenen Tieres durch
Inkarzeration betrachtliche wirtschaftliche Einbul3en far die
Schweineproduktion. Laut ZDS-Jahresbericht wurden 2007 ca. 2,8 Mio. Sauen
in Deutschland gehalten, die durchschnittlich 23,5 Ferkel im Jahr gebaren. Geht
man von einer Haufigkeit von 1 % des Defektes Hernia inguinalis/scrotalis aus,
so sind ca. 658.500 Ferkel pro Jahr betroffen (ZDS, 2008).

2.3 Fruchtbarkeit des Ebers

2.3.1 Spermatogenese
Die Stammzellen der weiblichen und mannlichen Geschlechtszellen

bezeichnet man als Primordial- oder Urkeimzellen. Sie liegen zun&chst
extraembryonal im Dottersackepithel vor, von wo aus sie in die
Keimdrisenanlage einwandern. Beim weiblichen Geschlecht verbleiben die
Urkeimzellen in der Rinde der Keimdrisenanlage und entwickeln sich zu
Ovogonien. Beim mannlichen Geschlecht hingegen gelangen die Urkeimzellen
in das Mark der Hodenanlage, wo sie sich in der folgenden fetalen und
postnatalen Entwicklung zu Spermatogonien differenzieren. Erst mit dem Eintritt
der Geschlechtsreife setzt die Weiterentwicklung zu morphologisch reifen
Spermien ein. Diesen Prozess bezeichnet man als Spermatogenese. Dieser
l[Auft als zyklischer Samenbildungsprozess in den Samenkanalchen (Tubuli

seminiferi), die aul3en von einer bindegewebshaltigen Lamina propria begrenzt



werden, ab. Lumenwarts an die Lamina propria schlief3t sich die Basalmembran
an, welcher das Keimepithel aufliegt. Dem Keimepithel gehoren die
Zellgenerationen der Spermatogenese sowie ein zweiter Zelltypus, die
somatischen Sertolizellen, die an der Spermatogenese beteiligt sind, an
(Schnorr and Kressin, 2006). Die Sertolizellen bilden urspringlich einen
einschichtigen Epithelbelag, zwischen den sich die Ursamenzellen einlagern.
Zwischen den Samenkanalchen befinden sich aul3erdem im Interstitium des
Hodens die Leydig-Zwischenzellen. Sie bilden unter Einfluss des ICSH
(Interstitial Cell Stimulating Hormone) das mannliche Geschlechtshormon
Testosteron, welches u.a. fur die Ausbildung der primaren und sekundéaren
Geschlechtsmerkmale verantwortlich ist (Loeffler, 2002).

Im Verlauf der Spermatogenese (Abbildung 2-3) durchlaufen die
Spermatogonien verschiedene Entwicklungsstadien. Uber A- und B-
Spermatogonien  entstehen durch die erste Reifeteilung primare
Spermatozyten, die sich wiederum nach der ersten meiotischen Teilung zu
sekundaren Spermatozyten entwickeln. Nach der zweiten Reifeteilung liegen
Spermatide mit haploidem Chromosomensatz vor, die sich durch diverse
Umbau- und Umformungsprozesse zu befruchtungsfahigen Spermien
entwickeln (Loeffler, 2002).
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Abbildung  2-3:  Schematische Darstellung der  Spermatogenese
(http://www.wissenschaft-online.de/abo/lexikon/biok/11007, Stand 10.12.2008).

2.3.2 Kandidatengene fur Fruchtbarkeitsparameter des Ebers
2.3.2.1 Das Phosphoglycerat Kinase 2 Gen (PGK2-Gen)

Das autosomale PGK2-Gen ist auf SSC7q14-q15 lokalisiert (Chen, et al.,
2004a) und wird im Verlauf der Spermatogenese stark exprimiert. Seine
Transkription beginnt in den priméren Spermatocyten und wird in den
postmeiotischen Spermatiden beendet (McCarrey, et al.,, 2005). Die

Phosphoglycerat Kinase katalysiert die reversible Konvertierung des



1,3-Diphosphoglycerats zu 3-Phosphoglycerat. Im Verlauf der Glykolyse
entsteht hierbei ein ATP-Molekul, welches Glukose oder Fruktose in Pyruvat
umwandelt und den Stoffwechsel der Spermien wahrend ihres Transportes
durch die Nebenhoden reguliert (Salisbury, et al., 1977). Beim Menschen
wurden zwei PGK-Gene identifiziert: Das X-chromosomal gekoppelte PGK1,
welches ubiquitar exprimiert wird und das hodenspezifisch exprimierte PGK2
(Michelson, et al., 1983;McCarrey and Thomas, 1987). PGK1 wird im Hoden
nur in der frihen Phase der Spermatogenese exprimiert und spater von einem
Isozym der Phophoglycerat-Kinase zu PGK2 modifiziert.

Das porcine PGK2-Gen besteht aus einem Exon und besitzt keine intronische
Sequenz. Es ist 1251 bp lang, die fur ein Protein von 417 Aminosauren (AS)
codieren (Chen, et al., 2004b). Die mRNA dieses Gens wird ausschlief3lich im
Hoden exprimiert. AuRerdem konnten Chen und Kollegen nachweisen, dass bei
10 Monate alten Ebern die Expression des PGK2-Gens im Vergleich zu
erwachsenen Tieren wesentlich geringer ist (Chen, et al., 2004b). Von den zehn
detektierten SNPs fuhren zwei zu einem Aminosaurenaustausch (SNPA: T-427-
C; SNPB: C-914-A), (SNPA: Ser'® zu Pro'®% SNPB: Thr®®* zu Lys®?%. Fur
SNPB konnte flr den Genotypen CC ein signifikant positiver Effekt auf das
Spermavolumen von Pietrain-Ebern gezeigt werden. Eber, die den Genotyp CC
aufwiesen, hatten ein um 49 ml erho6htes Ejakulatvolumen im Vergleich zu

Ebern mit dem Genotyp AA.

2.3.2.2 Das SRY (sex determining region Y)-box9 (SOX9-Gen)
Das autosomale, porcine Sox9-Gen wurde auf SSC12p13-p14 lokalisiert

(Ding, 2007). Es nimmt eine entscheidende Rolle bei der embryonalen
Geschlechtsdifferenzierung ein  und reguliert die Differenzierung der
Sertolizellen. Es gehdrt zur Untergruppe E der Sox-Genfamilie. Sox9 bindet an
die Promotorregion des Anti-Muller-Hormons (AMH). AMH wird von den
Sertolizellen ausgeschittet und ist fur die Ruckbildung der Millerschen Gange
im Verlauf der mannlichen Geschlechtsentwicklung verantwortlich (De Santa
Barbara, et al., 1998). Das porcine Sox9-Gen besitzt drei Exons und Introns.
Die mRNA ist 1836 bp lang und codiert fur 612 AS. Im Verlauf der
Sequenzierung des Gens wurden im 5’untranslatierten Bereich eine 18 bp



lange Insertion/Deletion und zwei polymorphe Mikrosatelliten identifiziert.
AulBerdem konnte gezeigt werden, dass die Deletion zu einer Erhéhung der
Transkriptionsaktivitat des Gens fuhrt (Ding, 2007).

2.4 Charakterisierung und Ausblick fur das Projekt

2.4.1 FBF e.V. Forschungsprojekt , Defektgenkartierung beim
Schwein®

Das 1999 begonnene Projekt hat zum Ziel, geeignete Strategien zu
entwickeln, um die genetische Ursache der fir die Schweinezucht und
— produktion wichtigsten Erbfehler (Afterlosigkeit, Hodensackbruch,
Nabelbruch, Kryptorchismus, Zwitter und Gréatschen) in Bezug auf den Einfluss
einzelner Genorte aufzuklaren. Im Folgenden sollen mit Hilfe vergleichender
Chromosomenkarten potentielle Kandidatengene ermittelt werden, die auf
kausale Mutationen hin untersucht werden sollen. Die am Tierarztlichen Institut
durchgefuhrten Forschungsarbeiten konzentrieren sich auf den Defektkomplex
Hernia inguinalis/scrotalis beim Schwein. Zunachst wurde ein Genomscan mit
polymorphen DNA-Markern durchgefuhrt, um Genomregionen, die mit dem
Phanotyp Hernia inguinalis/scrotalis assoziiert sind, zu identifizieren. Hierzu
wurden 108 DNA-Marker an 71 Familien mit betroffenen Nachkommen typisiert.
Es konnten funf chromosomale Regionen mit dem Defekt assoziiert werden:
Die porcinen Chromosomen 3, 6, 7, 12 und 15. Diese Regionen wurden mit 31
zusatzlichen Markern an insgesamt 84 Familien feinkartiert. An beiden
Familienpedigrees wurden nichtparametrische Single- und Multipoint-
Kopplungsanalysen durchgefihrt und fir die Bereiche auf SSC 3, 6, 7 und 12
statistisch abgesichert. Von den insgesamt 139 typisierten Markern waren
sechs SNPs: Das Wachstumshormon-Gen (GH), das Ryanodin-Rezeptor-Gen
(RYR1), das HOXA10-Gen (HOXA10), das Insulin-like-factor-3-Gen (INSL3 A
und B) und das Leptin-Gen (LEP) (Bornemann-Kolatzki, 2004). Im weiteren
Verlauf des Forschungsprojektes sollen die genannten Kandidatengene auf
mogliche kausale Mutationen untersucht werden. Aul3erdem sollen die

identifizierten Chromosomenregionen feinkartiert und anhand komparativer



Genkarten weitere potentielle Kandidatengene ermittelt und untersucht werden.
Die gewonnenen Erkenntnisse sollen in einer markergestutzten Selektion zur
Bekampfung von Gendefekten in der Schweinezucht genutzt werden. Ziel ist es
einen Gentest zu entwickeln, der es ermdglicht, Tiere, die den Defekt Hernia

inguinalis/scrotalis vererben, von der Zucht auszuschlie3en.

2.4.2 Identifikation merkmalsgekoppelter Genomregionen
Die Kopplungsanalyse stellt ein geeignetes Verfahren zur Lokalisation

bzw. Identifikation von Genen oder Genomregionen dar, die mit einem
bestimmten Defekt/Merkmal assoziiert sind. Diese Methode findet insbesondere
ihre Anwendung bei monogenen Erbkrankheiten oder bei der Identifikation von
Hauptgenen einer komplexen Erbkrankheit. Die Kopplungsanalyse bedient sich
der Tatsache, dass ein genetischer Marker in der Nahe des gesuchten Gens
oder Genortes liegt und innerhalb einer Familie gemeinsam mit diesem vererbt
wird. Liegen keine oder nur ungeniigende Informationen zur Atiologie der
Krankheit vor, nutzt man die Durchmusterung des gesamten Genoms mit Hilfe
vieler gleichmalig verteilter DNA-Marker, um eine Kopplung zwischen Marker
und Genort zu identifizieren. Liegen Informationen zu funktionellen
Zusammenhangen zwischen Genen oder Genomregionen und zur
phanotypischen  Ausprdgung des Merkmals vor, nutzt man die
Kandidatengenanalyse. Deren Ziel ist, die Beteiligung des Kandidatengens an
der Auspragung des Krankheitsbildes nachzuweisen und die Schéatzung des
zugrunde gelegten genetischen Modells einschlie3lich der Quantifizierung des
Einflusses auf die Krankheit (Allelhaufigkeit, Penetranz) (Clerget-Darpoux and
Bonaiti-Pellie, 1992; Bickebdller and Fischer, 2007). Die Kopplungsanalyse
basiert auf der genetischen Rekombination. Fir genetisch komplexe
Erkrankungen eignet sich vor allem die nichtparametrische Kopplungsanalyse,
da das zugrunde liegende genetische Modell, also der Erbgang, nicht oder nur
teilweise bekannt ist.

Die Assoziationsanalyse wird genutzt, um mittels Kopplungsanalysen
identifizierte Kandidatengenregionen weiter einzugrenzen oder Kandidatengene
direkt zu analysieren und die merkmalsassoziierten Genvarianten zu

identifizieren. Beim genomweiten Ansatz werden Marker, die Uber das gesamte



Genom verteilt sind, auf ihren Zusammenhang mit dem Merkmal untersucht.
Dieser Ansatz konnte erst in den letzten Jahren durch die Entwicklung von
Hochdurchsatzgenotypisierungsverfahren realisiert werden. Eine gesicherte
statistische Assoziation ist gegeben, wenn eine Genvariante ursachlich dem
Krankheitsbild zugeordnet werden konnte oder eine Genvariante sich im
linkage disequilibrium, also im Kopplungsungleichgewicht, befindet (Bickeboller
and Fischer, 2007).

2.4.3 Funktionelle Kandidatengene und weiterfihrende Verfahren
Aufgrund der unter Absatz 2.2.3 beschriebenen Einflussfaktoren auf den

Descensus testis wurden in der ersten Phase des Forschungsprojektes
.Defektgenkartierung beim Schwein® maogliche Kandidatengene
molekulargenetisch  charakterisiert und mittels Kopplungsanalyse ihre
Assoziation zum Defekt Hernia inguinalis/scrotalis ermittelt. Das INSL3,
welches in den Leydig-Zellen der sich entwickelnden Hoden gebildet wird und
das Wachstum der mesenchymalen Zellen des Gubernaculum testis stimuliert
(Adham, et al., 1993), wurde als Kandidatengen fur kongenitale Anomalien des
Hodenabstieges in Betracht gezogen. Das porcine INSL3 wurde auf SSC2qg12-
g13 lokalisiert (Rettenberger, et al., 1994) und liegt somit nicht in einer der in
der genomweiten Kopplungsanalyse assoziierten Genomregionen (Bornemann-
Kolatzki, 2004). Bei Mausen wurde festgestellt, dass bei Tieren, welche die
Mutationen im INSL3 zeigen, beiderseitiger Kryptorchismus vorliegt sowie das
Gubernaculum testis abnormal entwickelt ist (Zimmermann, et al., 1999;Nef and
Parada, 1999). Knorr und Kollegen identifizierten zwei SNPs (G-224-A; A-164-
C) im Promotorbereich des Gens. Nach Untersuchungen an betroffenen Voll-
und Halbgeschwisterpopulationen wurde INSL3 allerdings als Kandidatengen in
der untersuchten Population ausgeschlossen (Knorr, et al., 2004). Ein weiteres
untersuchtes Gen ist das HOXA10, welches generell eine wichtige Rolle bei der
Embryonalentwicklung einnimmt. AufRerdem wurde an ,Knock out* Mausen
gezeigt, dass sich das Gubernaculum testis unphysiologisch entwickelt und
Kryptorchismus auftritt (Satokata, et al., 1995;Branford, et al., 2000). Nach
molekularbiologischer Charakterisierung und Kopplungsanalyse wurde jedoch

auch das HOXA10 als funktionelles Kandidatengen ausgeschlossen



(Uibeleisen, 2001). Es wurden auRerdem SNPs im LEP (Stratil, et al., 1997)
und im RYR1 (Brem and Brenig, 1992) untersucht. LEP wurde nach der
Kopplungsanalyse als Kandidatengen ausgeschlossen, wohingegen RYRL1 in
einer Chromosomenregion lokalisiert ist, die mit dem Defekt assoziiert ist
(Bornemann-Kolatzki, 2004). Weitere untersuchte Gene sind das
Hexosaminidase B-Gen (HEXB), das Hyaluronidase-Gen (HYAL3) und das
Calcitonin Gen-related Peptid (CGRP). Auch diese Gene wurden aufgrund ihrer
chromosomalen Lokalisation und der nicht vorhandenen Merkmalskopplung als
funktionelle Kandidatengene ausgeschlossen (Mueller, et al., 2003);
(Gatphayak, et al., 2003;Knorr, et al., 2002). Das Glucuronidase-Gen (GUSB)
konnte nach chromosomaler Lokalisation auf SSC3pl4-pl6 sowohl als
positionelles wie funktionelles Kandidatengen eingestuft werden (Beck, et al.,
2002). Im Folgenden wurden SNP-Analysen durchgefihrt und die detektierten
SNPs an einer Halbgeschwisterpopulation untersucht. Die Ergebnisse zeigten,
dass GUSB in der untersuchten Population als Kandidatengen auszuschlie3en
ist (Beck, et al., 2006). Die genomweite Kopplungsanalyse ergab fir SSC12 die
hochsten NPL-Werte (detaillierte Ubersicht: (Bornemann-Kolatzki, 2004). Es
wurden drei Kandidatengene aufgrund komparativer Genkarten als funktionelle
Kandidatengene, das Protein Kinase cAMP-dependent regulatory type |
alpha/Tissue-specific Extinguisher (PRKAR1A1), das Endoplasmic Reticulum-
to-Nucleus Signaling 1/Inositol-Requiring Gen (ERN1) und das Septin4-Gen
(SEPT4), fur das Merkmal Hernia inguinalis/scrotalis und das SOX9-Gen fir die
Fruchtbarkeit beim Eber untersucht. Das porcine PGK2-Gen wurde ebenfalls
als Kandidatengen fir die Fruchtbarkeit des Ebers analysiert, ist aber in der im
genomweiten Markerscan assoziierten Region des SSC7 lokalisiert. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten molekulargenetischen
Analysen sind in den Publikationen (Beuermann, et al., 2008; Germerodt, et al.,
2008; Germerodt, et al., 2009; Knorr, et al., 2009) vorgestellt.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der von Dr. Bornemann (Bornemann-Kolatzki,
2004) durchgefuhrten Typisierungen und der erweiterten Typisierungen der

vorliegenden Arbeit, vergleichend dargestellt.
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Abbildung 2-4: Multipoint-Analyse fir SSC 12 (Bornemann-Kolatzki, 2004).

Tabelle 2-9: Multipoint-Analyse fir SSC 12
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Abbildung 2-5: Singlepoint-Analyse fur SSC12

Auf SSC 12 stiegen nach weiterer Feinkartierung und Typisierung weiterer
Marker am Pedigree (Pedigree Beschreibung siehe Bornemann Kolatzki, 2004)
die NPL-Werte im Chromosomenbereich zwischen 19,3 cM (S0229) und 85,8
cM (SWC23) weiter deutlich an. Der NPL-Wert fur den Marker SW2559 zeigte

Werte von Uber 4 bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,00014

Tabelle 2-10: Singlepoint-Analyse fir SSC12

Marker Position MARC (cM) Marker Position MARC (cM)

SW2490 0,0 | S0904 69,2
S0229 19,3 | SW168 70,5
S0891 26,9 | SWR1802 75,4
INS/DEL S0090 80,2
SW957 33,4 | SW1962 88,5
S0905 35,2 | S0147 89,9
SW1307 40,2 | S0106 95,8
GH 45,0 | SWC23 95,8
SW2559 64,7 | LOX12A 102,5
SW874 64,7 | SW605 108,3
S0902 65,3 | SWR1021 113,1




2.4.4 Ausblick
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mit Hilfe von Kopplungs-

und Assoziationsstudien sowie Kandidatengenanalysen Genomregionen, DNA-
Marker und Gene identifiziert werden konnten, die mit dem Defekt Hernia
inguinalis/scrotalis assoziiert sind und somit dazu beitragen, die Ursachen fir
eine Préadisposition fur Hernien aufzuklaren. In unterschiedlichen Studien
wurden verschiedene Genomregionen in unterschiedlichen Populationen mit
dem Defekt assoziiert (Bornemann-Kolatzki, 2004;Grindflek, et al., 2006), was
auf ein komplexes Krankheitsbild, das von diversen Genen, Gen-Gen-
Interaktionen und Gen-Umwelt-Interaktionen beeinflusst wird, schlieRen I&sst.
Aus diesem Grund wird allein mit einem Kandidatengenansatz die komplexe
Problematik des Defektes Hernia inguinalis/scrotalis nicht vollstandig aufgeklart
werden konnen und somit sind weitere molekulargenetische Analysen
notwendig.

Zum Beispiel kann mit Hilfe von DNA-Microarrays die Genexpression in
unterschiedlichen Zelltypen verglichen werden, was zur Funktionsuntersuchung
verschiedener Genomregionen genutzt werden kann. Aul3erdem lassen sich
DNA-Varianten durch die allelspezifische Hybridisierung, die eine SNP-
Identifikation ermdglicht, darstellen. Protein-Arrays ermoglichen die Analyse der
Proteinexpression und der Interaktion zwischen Proteinen. Sie ermdglichen es,
physiologische und pathophysiologische Prozesse molekularer Mechanismen
zu analysieren und finden ihre Anwendung bei der Krankheitsdiagnostik und
der Entwicklung therapeutischer Marker (Geldermann, 2005). Mit der
Kombination aus genomweiter Kopplungsanalyse (QTL-Analyse) und
Microarry-Analyse konnen bisher noch nicht bekannte Kandidatengene
identifiziert werden, was einen bedeutenden Schritt fir die funktionellen
Analysen Genotyp-phanotypischer Beziehungen darstellt (Wayne and Mclintyre,
2002). Neben den erwahnten Methoden und der Verwendung von
Mikrosatelliten als DNA-Marker zur Identifizierung merkmalsgekoppelter
Genomregionen, ist die Entwicklung von Mikrosatelliten eine verbreitete
Methode. In der vorliegenden Arbeit wurden mit der targeted oligonucleotide-
mediated microsatellite identification (TOMMI) Methode (Chen, et al., 2005) aus
Klonen, die aus einer PAC (P1-derived artificial chromosome) Genbank isoliert



wurden und potentielle Kandidatengene fir den Defekt Hernia
inguinalis/scrotalis enthalten, Mikrosatelliten detektiert. Diese wurden an
betroffenen Halbgeschwisterpopulationen untersucht. Es wurde mit Hilfe
statistischer Auswertungen die Kopplung der Mikrosatelliten zum Merkmal
Hernia inguinalis/scrotalis getestet. Auf diese Weise ist es mdglich, eine
Assoziation des Kandidatengens festzustellen bevor man mit der Sequenz- und
SNP-Analyse des Gens beginnt. Des Weiteren wurden die detektierten
Mikrosatelliten zur Feinkartierung der merkmalsassoziierten Genomregionen
genutzt.

Die vorgestellten Methoden und Techniken, die sich aus ihnen ableiten, sind
daher besonders fur die Aufklarung der Vererbung komplexer Erkrankungen

geeignet.



3 Zusammenfassung
Die Kunstliche Besamung (KB) ist eine stark verbreitete, auf3erst

effiziente Reproduktionsbiotechnologie in der Schweinezucht. Etwa 90% des
gesamten Zuchtsauenbestandes in Deutschland wurden 2007 mittels KB
besamt. Der zunehmende Einsatz der KB und die damit verbundene hohe
Nachkommenzahl jedes einzelnen Ebers erfordert allerdings ein wirkungsvolles
Programm zur Bekampfung von Erbdefekten. Des Weiteren muss sichergestellt
werden, dass das eingesetzte Sperma von gleich bleibend sehr guter Qualitat
ist. Folglich kénnen nur Eber zur KB eingesetzt werden, die eine sehr gute
Befruchtungsfahigkeit aufweisen.

Der kongenitale Defekt Hernia inguinalis/scrotalis beim Schwein tritt mit einer
Haufigkeit von ca. 1-3% in den Schweinepopulationen auf und wird mit einer
Heritabilitat von h? = 0,02 bis h? = 0,86 vererbt. Ausgehend von einer am
Tierarztlichen Institut durchgefiihrten genomweiten Kopplungsanalyse bei der
Genomregionen, die mit dem Defekt assoziiert sind, identifiziert wurden,
wurden in der vorliegenden Arbeit drei weitere Kandidatengene auf dem
porcinen Chromosom 12 untersucht. In zwei der drei Gene konnte mittels der
targeted oligonucleotide mediated microsatellite identification (TOMMI)
Methode jeweils ein polymorpher Mikrosatellit isoliert werden. Diese wurden an
einer Population betroffener Familien typisiert und mit dem Programm Allegro
ausgewertet. Es konnte eine signifikante Kopplung eines Mikrosatelliten mit
dem Defekt Hernia inguinalis/scrotalis nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden zwei Kandidatengene, die eine potentielle
Rolle bei der Ausprdgung der Fruchtbarkeit des Ebers spielen, an einer
Population von 204 Besamungsebern untersucht. Diese Proben wurden von
FBF-Mitgliedsbetrieben zur Verfigung gestellt. Das porcine PGK2-Gen ist in die
Prozesse der Spermatogenese involviert. In einer kirzlich am Tierarztlichen
Institut durchgefiihrten Dissertation wurden zehn Mutationen in diesem Gen
identifiziert. Zwei dieser Mutationen haben einen Aminoséurenaustausch zur
Folge. Eine dieser Mutationen hat einen signifikant positiven Effekt auf das
Spermavolumen. Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit, an dem
zugrunde liegenden Untersuchungsmaterial nicht bestatigt werden. Es wurde
aber in der untersuchten Population ein signifikanter Effekt auf die



Spermamotilitat nachgewiesen. Das zweite Gen, das porcine Sox9, ist an der
Geschlechtsdifferenzierung und der Differenzierung der Sertolizellen beteiligt.
In diesem Gen konnten eine Insertion/Deletion von 18 bp Lange sowie zwei
polymorphe Mikrosatelliten detektiert werden. Die 204 Besamungseber wurden
auf die Insertion/Deletion hin untersucht und die Mikrosatellitentypisierung far
alle Tiere durchgefihrt. Es wurde ein signifikanter Einfluss des Sox9-Gens auf

die Merkmale Spermamotilitat und Spermavolumen nachgewiesen.



4 Summary
Artificial insemination (Al) is a very common and efficient reproduction method

in pig breeding. About 90% of all breeding sows in Germany were inseminate
by artificial insemination in 2007. The increasing implementation of Al and the
resulting high number of progeny per boar requires a stringent control to avoid
the dispersion of congenital defects. Furthermore, sperm used for Al must have
a constant high level of quality. Consequently, only boars with excellent
fertilization traits are used for Al.

The frequency of the congenital defect Hernia inguinalis/scrotalis in pigs is
about 1 to 3 %. The estimated heritabilities range from 0.02 to 0.86.

At the Institute of Veterinary Medicine a genome wide markerscan was
performed to identify chromosomal regions associated with Hernia
inguinalis/scrotalis. Based on these results three candidate genes on porcine
chromosome 12 were analysed further. In two of the three genes a polymorphic
microsatellite was detected with the targeted oligonucleotide-mediated
microsatellite identification (TOMMI) method. The microsatellites were typed in
a popultion of effected families. The statistical calculations were done with the
program Allegro. A significant linkage between one microsatellite and the
congenital defect Hernia inguinalis/scrotalis was detected.

In the second part of this thesis two candidate genes were analysed which play
an important role in reproduction traits in boars. The samples were provided by
cooperation partners of the Foérderverein fir Biotechnologieforschung e.V.
(FBF).

The porcine Phosphoglycerate Kinase 2 Gen (PGK2) gene is involved in
spermatogenesis. Ten mutations were detected in a previous study. Two of
these SNPs lead to an aminoacid substitution. One of these mutations was
shown to have a significant positive influence on sperm volume in Al boars.
However, these results could not be confirmed in this study. But we were able
to detect a significant effect on sperm motility in the examined population. SRY
(sex determining region Y)-box9 SOX9 is involved in the sex and sertoli cell
differentiation. Within the SOX9 gene an 18 bp insertion/deletion and two

polymorphic microsatellites were identified. A population of 204 Al boars was



analysed for these three markers. Significant effects on sperm motility and

sperm volume were detected.
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