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Institut fiir Tierzucht der Universiidit Bern

PCR - der Griff nach der IST-Vaterschaft in der Abstammungskontrolle beim Rind

Marie-Louise Glowatzki-Mullis, L. Ritz, C. Gaillard

Einleitung

Fir die Nutztierziichtung ist eine gesicherte Abstam-
mung der zur Zucht ausgewihlten Tiere unabdingbar.
Deshalb wird hierzulande fiir in der kiinstlichen Besa-
mung (KB) eingesetzte Stiere und fiir aus einem Embryo-
transfer (ET) stammende Tiere die Durchfiithrung einer
Elternschaftskontrolle von Gesetzes wegen verlangt
(Verordnung tiiber die Rindvieh- und Kleinviehzucht,
Art. 18 und 23). Ferner erfolgt bei Doppelbesamungen
mit Sperma von verschiedenen Stieren zumindest immer
dann eine Uberpriifung der Abstammung, wenn die Kuh
vor Erreichen des 300. Tages nach der Erstbesamung
kalbt, da nicht mit ausreichender Sicherheit entscheid-
bar ist, ob sie vom ersten oder vom zweiten Stier tragend
geworden ist. Weitere Griinde fiir die Einholung einer
Abstammungskontrolle kénnen Naturspriinge sein, eine
abnorme Trichtigkeitsdauer, das Erwigen einer Kilber-
verwechslung, eine mogliche Vertauschung von Samen-
proben, der Verdacht, dass eine Empfingerkuh vor dem
Embryotransfer bereits tragend war, falsche Angaben
durch den Ziichter.

Heute werden in der Routine zur Klirung verwandt-
schaftlicher Beziehungen beim Rind weltweit Blutgrup-
pen im eigentlichen Sinne (Erythrocyten-Antigene) so-
wie biochemische, d.h. mittels Elektrophorese nach-
Wweisbare Polymorphismen herangezogen (Schmid und
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Buschmann, 1985; Erhardt, 1991; Tab. 1). Die systema-
tische Suche nach himogenetischen Unterscheidungs-
merkmalen, verbunden mit technisch-apparativen Er-
rungenschaften, hat im Laufe der Zeit zu einem Riistzeug
gefiihrt,das in den meisten Abstammungssachen erlaubt,
zu einem im geforderten Rahmen aufschlussreichen Er-
gebnis zu kommen. Nur wenige Fille lassen sich mit den
herkommlichen Routinemethoden nicht kliren; am In-
stitut fiir Tierzucht (ITZ) der Universitit Bern, das ge-
samtschweizerisch fiir die Durchfithrung von Abstam-
mungskontrollen beim Rind zustindig ist, machen diese
1-2% aus.

Bis Ende 1993 wurde in mit den Standardmethoden
nicht klirbaren Fillen soweit moglich versucht, iiber
eine Bestimmung von Histokompatibilititsantigenen
(BoLA = Bovine Leucocyte Antigens) zu einem auf-
schlussreichen Ergebnis zu kommen. War dies nicht der
Fall, wurde bis etwa Mitte 1992 noch eine DNA-finger-
print-Analyse (Dolf et al., 1992) angeschlossen. Diese Zu-
satzverfahren hatten trotz ihrer hohen Aussagekraft in
ihrer praktischen Anwendbarkeit jedoch nie eine kon-
krete Chance, anstelle der herkommlichen serologi-
schen und biochemischen Testverfahren in der Routine
eingesetzt zu werden.

Den diesbeziiglichen Durchbruch diirften nun die Mi-
krosatelliten-Polymorphismen schaffen (Fries et al.,
1990). Im Genom hoherer Eukaryoten und damit auch
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Tabelle 1: Am Institut fiir Tierzucht typisierte
hdmogenetische Merkmalssysteme

- Blutgruppen i.eigentl Sinne (ERYTHROZYTEN-ANTIGENE)

 Carboanhydrase(CA)-System
Amylase(Am)-System .
TfaﬁSférrip(TﬁSystem Al

chzeitig bestimmbar, aber nichi
Ptf2,ALPa .

von Rindern finden sich weit verbreitet Bereiche mit
Sequenzwiederholungen in Tandemanordnung, d.h.
ohne zwischengeschaltete andere DNA-Abschnitte (Ba-
rendse et al., 1994; Bishop etal., 1994; Moore et al., 1994).
Diese Art von repetitiver DNA nennt man Satelliten-DNA.
Je nach Linge der jeweiligen Wiederholungseinheit un-
terscheidet man Maxi-, Midi-, Mini- und Mikrosatelliten.
Bei Mikrosatelliten ist die repetierte Einheit am kiirze-
sten, definitionsgemiss bis 6 Basenpaare (bp) kurz; sie
sind deshalb auch unter dem Namen Short Tandem Re-
peat Loci (STR) bekannt. Mit geeigneten Primern lassen
sich die interessierenden DNA-Bereiche mit den Se-
quenzwiederholungen mittels PCR amplifizieren und an-
schliessend in einem Polyacrylamidgel auftrennen und
sichtbar machen. Fiir die Abstammungskontrolle von Be-
deutung ist die Tatsache, dass bei polymorphen Mikro-
satelliten-Loci die Zahl der repetierten Einheiten erblich
und damit individuenspezifisch ist.

In einer ersten Studie wurden die Typisierbarkeit von
6 Mikrosatelliten-Loci unter den Aspekten der Routine
getestet sowie der Informationsgehalt und die Aussage-
kraft dieser DNA-Polymorphismen fiir die Abstam-
mungskontrolle beim Rind (AKR) tiberpriift (Glowatzki-
Mullis et al., 1995).

Im vorliegenden Beitrag sollen Ergebnisse aus dem Ein-
satz von Mikrosatelliten-Polymorphismen als erginzen-
de Untersuchung in Abstammungskontrollen erortert
und daraus erste Schlussfolgerungen fiir die Klirung von
Abstammungsfragen gezogen werden.
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Tiere, Material und Methoden
Tiere

Die untersuchten Blut- und Samenproben stammten teil-
weise aus dem AKR-Routinelabor, teilweise waren sie fiir
die populationsgenetische Auswertung (Glowatzki-Mul-
lis et al., 1995) noch zusitzlich angefordert worden.

DNA-Extraktion

Aus fir eine DNA-Analyse eingesandten EDTA-Blutpro-
ben wurde die DNA nach dem Protokoll von Jeanpierre
(siehe Dolf et al., 1992) extrahiert; desgleichen aus Sa-
menproben, unter Zusatz von 2-Mercaptoethanol. Fiir
die Extraktion der DNA aus bei -20 °C aufbewahrten
Kontrollbluten aus dem himogenetischen Routinelabor
(0,5-1 ml, mit Heparinzusatz) wurde eine Chelex-Extrak-
tion (Walsh et al., 1991, modifiziert nach Dolf et al., 1995)
durchgefiihrt.

Untersuchte Mikrosatelliten-Loci

Zum Standard-Set gehorten die in Tabelle 2 aufgelisteten
Mikrosatelliten-Loci. Bei weiterfithrenden Expertisen,
z.B. zur Bestitigung eines einfachen (= isolierten) Aus-
schlusses oder wenn es fiir keinen der beiden in einer
Doppelbesamung eingesetzten Stiere zum Ausschluss
kam, wurden zunichst 3 weitere Mikrosatelliten-Poly-
morphismen typisiert; war erneut kein aufschlussrei-
ches Ergebnis zu erzielen, kamen der kommerzielle
StockMarks Kit von Applied Biosystems (ABD) oder ein
Teil davon zur Anwendung.

Die Fragmentlingenbestimmung wurde mit einem 373
Sequencer von ABI durchgefiihrt. Fiir die PCR mussten
deshalb am 5’-Ende fluoreszenzmarkierte Vorwartspri-
mer verwendet werden. Die Farbmarkierung ist dabei so
gewihlt, dass die PCR-Produkte der 6 Mikrosatelliten-
Loci des Standard-Sets sich in ihrem Fragmentlingen-
bereich nicht gleichfarbig tiberschneiden, somit fiir die
elektrophoretische Auftrennung in derselben Gelbahn
(= lane) aufgetragen und bei Uberlappungen aufgrund
der Andersfarbigkeit einwandfrei typisiert werden kon-
nen; das trifft in gleicher Weise fiir die 3 Loci des Multi-
plex-Ansatzes 3 und fiir die 11 Loci des StockMarks Kit
zu.

PCR

Bis Ende 1994 wurde fiir das Standard-Set (Tab. 2) die
PCR nach der von Glowatzki-Mullis et al. (1995) be-
schriebenen Anleitung durchgefiihrt;seither verwenden
wir fiir alle Multiplex-Ansitze das Basis-Protokoll des ABI
StockMarks Kit. Dieses ist in Tabelle 3 aufgefiihrt; letzte-
rer konnen auch die unterschiedlichen Annealingtempe-
raturen der verschiedenen Multiplex-Systeme entnom-
men werden.

Band 138, Heft 3, Mirz 1996
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Tabelle 2: Mikrosatelliten-Loci, die am ITZ fiir die AKR gepriift werden

Tabelle 3: PCR-Basis-Protokoll des StockMarks Kit
von Applied Biosystems

Band 138, Heft 3, Miirz 1996

Elektrophorese und Genotyphestimmung

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 6%-
igen denaturierenden Polyacrylamid (Bio-Rad).Je 0.5 pl
der verdiinnten PCR-Produkte, die in einer Gelbahn auf-
zutrennen waren (Verdiinnung fiir Multiplex-Amplifika-
te 1,2,3,A und B = 1:5; fiir Multiplex C = 1:2.5), wurden
zusammenpipettiert, vor dem Auftragen mit 2.5 ul For-
mamid (Kodak IB72020) und 0.5 pl internem lane stand-
ard (je nach Fluoreszenzfarbstoffen GS 2500 Rox bzw.
GS 350 oder GS 500 TAMRA von ABI) versetzt, wihrend
2 Min. bei 90 °C hitzedenaturiert und auf Eis gelegt. Die
Laufzeit im 373 Sequencer betrug 6-9 Stunden je nach
Fragmentlinge. Die Auswertung erfolgte halbautoma-
tisch mit der GeneScan 672 Software (Version 1.2 bzw.
1.2.2-1) von ABL
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Statistische Auswertung

Die Berechnung der Ausschlusswahrscheinlichkeiten er-
folgte nach Weir (1990); ihr liegen Allelfrequenzen von
238 Tieren zugrunde.

Resultate

Im vorliegenden Beitrag wird auf die Reproduzierbarkeit
von Fragmentlingenbestimmungen und auf popula-
tionsstatistische Befunde nicht eingegangen. Hierzu sei
auf Glowatzki-Mullis et al. (1995) verwiesen.

Insgesamt wurden 100 Abstammungsfille, die mit den
herkémmlichen himogenetischen Verfahren entweder
nicht schliissig klirbar waren oder fiir welche eine Zu-
satzuntersuchung angefordert wurde, mit Mikrosatelli-
ten nachuntersucht (Tab. 4).

Tabelle 4: Mit Mikrosatelliten nachuntersuchte Flle
zur Kldrung der Abstammung

 Defizienzfille Ube

Abklirung, welcher von mebr als 2 Sueren 3

andere
‘ als Vater in. Frage kommt

total

Trotz einer instituts-internen Konvention, wonach iso-
lierte Ausschliisse, d.h. Ausschliisse in nur einem System
als nicht voll beweiskriftig zu gelten haben und den
Einbezug weiterer Mikrosatellitensysteme erforder-
lich machen, liessen sich bereits mit dem Standard-Set
(Tab. 2) 95 der 100 Fille abschliessend klaren. Im Durch-
schnitt wurde pro Ausschluss eine Ausschlusskonstella-
tion in 3 Mikrosatellitensystemen festgestellt (Tab. 5).
Ausschliisse liegen immer dann vor, wenn beim Nach-
kommen ein Fragment nachgewiesen wird, das sich in
seiner Linge keinem der Elterntiere zuordnen lisst.
Die Ausschlusskraft der Mikrosatellitensysteme des
Standard-Sets spiegelt sich auch in der anhand von Allel-
frequenzen (Glowatzki-Mullis et al., 1995) ermittelten
Ausschlusswahrscheinlichkeit wider. Sie liegt im Durch-
schnitt bei 99% (Tab. 6), was besagt, dass von 100 effekti-
ven Nichtvitern bei einer Analyse mit den 6 Mikrosatelli-
ten im statistischen Mittel deren 99 als solche durch
einen Ausschluss in zumindest einem System erkannt
wiirden.
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Tabelle 5: Ergebnisse von Mikrosatellitenunter
suchungen in bdmogenetisch nicht Rldrbaren
Abstammungssachen

a) Ausschlussstdrke des Standard-Sets in DKB-Fdllen

Ausschliisse: 3
~ Nichtausschlisse: 1

Bemerkung 1 Nichtausschluss steht dabex mW1derspruch zurvSerologne
(s Text «Chxmarxsmustall)

Von den 100 Fillen liess sich nach Einbezug weiterer
Mikrosatellitensysteme nur noch einer bislang nicht ab-
schliessend kliaren. Dies hingt primir damit zusammen,
dass es sich um einen Defizienzfall handelt, in welchem
die Mutter bereits geschlachtet war und keine Asservate
von ihr zuriickbehalten wurden, die eine nachtrigliche
DNA-Extraktion moglich gemacht hitten; hinzu kommt,
dass es sich bei den beiden als Viter zur Diskussion ste-
henden Stieren um Vater und Sohn handelt.

In 2 Fillen liess sich der Ausschluss aus der himogeneti-
schen Routine nicht bestitigen, auch nicht unter Einbe-
zug weiterer Mikrosatellitensysteme. In einem der zwei
Fille war, wie sich nachvollziehen liess, die serologische
Ausschlusskonstellation durch Chimirismus nur vorge-
tauscht worden. Im zweiten Fall war der Grund bei Re-
daktionsschluss noch nicht Kklar, doch schien die Annah-
me aufgrund des Nichtausschlusses in 17 Mikrosatelli-
tensystemen berechtigt, dass es sich auch hier lediglich
um einen formalen serologischen Ausschluss handelte.
Dies hat sich mittlerweile bestitigt; wir hatten vom be-
treffenden Stier eine falsche Bluttypenkarte bekommen.
In einem weiteren Fall liess sich eine isolierte Aus-
schlusskonstellation zur Mutter eines Nachkommen fest-
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Tabelle 6: Ausscblusseffizienz des Mikrosatelliten-
Standard-Sets

Tabelle 7: Vorteile von Mikrosatelliten- Poly-
morphismen gegentiber den klassischen Merkmalen

Ausschluss-Wahrscheinlichkeiten

Simmentaler  Braunvich Holsteiner  Eringer
BolADRBPI @1 e sl s
D2 002 565 696 G653
D2184 508 541 624 i
(D3 46 501 518 304
DYS1 s 6 aTs 492
D192 . 516 435 4 3y
gusamigen . | 990 . 995 | 903 s

stellen. Dieser «Ausschluss» widersprach aber nicht nur
dem Befund aus der himogenetischen Routineanalyse,
sondern ist bei kritischer Wiirdigung auch DNA-missig
nicht haltbar. Zum einen handelt es sich um einen Aus-
schluss in nur einem Mikrosatellitensystem, der trotz Ein-
bezug von mehr Loci als jenen des Standard-Sets (Tab. 2)
nicht durch eine weitere Ausschlusskonstellation besti-
tigt werden konnte, zum andern erscheinen Mutter und
Nachkomme fiir ein Fragment mit jeweils anderer Linge
«<homozygot». Bei dieser Sachlage ist vielmehr davon aus-
zugehen, dass bei der Mutter eine Mutation in einem der
Primerbereiche vorliegt, so dass nur ein Fragment ampli-
fiziert werden konnte. Diese Mutation hat sie ihrem Sohn
weitervererbt; bei ihm konnte demnach nur das viterli-
che Allel amplifiziert werden. Und da dieses eine andere
Linge aufweist als das nicht mutierte und damit amplifi-
zierte der Mutter, kam es zwischen Mutter und Sohn zu
einer nur vorgetiauschten, de facto aber nicht bestehen-
den Ausschlusskonstellation aufgrund entgegengesetz-
ter Reinerbigkeit.

Normalerweise werden Nichtausschliisse aus der himo-
genetischen Routine nicht mit Mikrosatelliten nachun-
tersucht. Wurde aber aufgrund des Ausschlusses eines
Elterntieres Blut oder Sperma eines anderen moglichen
Elterntieres eingesandt, haben wir dieses nachunter-
suchte Tier auch bei einem Nichtausschluss in der Routi-
neanalyse noch in eine Mikrosatellitenbestimmung ein-
bezogen; dies um Erfahrungswerte zu sammeln. In kei-
ner solch gelagerten Elternschaftsiiberpriifung ergab
sich ein Widerspruch zum Befund aus der himogeneti-
schen Routine. In einem Fall wurde aufgrund des Exte-
rieurs des Nachkommen eine Nachuntersuchung des se-
rologisch nicht ausgeschlossenen Stieres mit Mikrosatel-
liten in Auftrag gegeben: diese bestitigte den morpholo-
gisch bestehenden Verdacht der Nichtvaterschaft.

Diskussion

Die Bestimmung von Mikrosatelliten-Polymorphismen
ist gegenwirtig zweifelsohne die Methode der Wahl un-
ter den DNA-Analysen zur Klirung von Abstammungsfra-
gen. Mikrosatelliten werden sich als biologisches System
voraussichtlich lange halten konnen und haben eine
gute Chance, die herkommlichen himogenetischen Sy-
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1L UN TERS UCH UNGSM‘lTERML
: NlCht nur Blut untersuchbar, sondern auch Sperma, Haare,...
(kemhaltlge Zellen), und dies in kleinsten «Mengen.
Lebensalter des untersuchten Tieres spielt keine Rolle.
Untersuchbarkelt emes Asscrvatcs mcht ZCIﬂICh begrenzt

. 2 METHODEN
Emhexthche Technik (PCR Fragmentanalyse)
_ Keine Immurusxerungen zur Herstellung und kcme Produktxon von
Antiseren. ‘
Bessere Reproduzxerbarkext yon Laborbefunden ;
Keine Phinotyp-, sondern Genotypbcstunmungen und damit
~ ;'Vetemfachung der Allelbﬁdung (Dommanz, Rezessmtat Penetranz
‘ ;und Expressmtat splelen keme Rone) , ;

. 3 AUSWERTUNG DER LABORBEFUNDE
:“ Allﬁlbﬂdung einfach @.B. B~System in der herkommhchen '
_ Typisierung sehr kompliziert, da iber 1200 Faktorenkombmatlonen
vorkommen, die geschlossen Vererbt Werden Phanog::uppen)
‘ Erfahrung des Gutachters fallt wemger ms Gewxcht

. - 4. AUSSAGEKRAFT
~ Hoher als mit herkomnﬂ;chen Systemen - ~
Befunde konnen unschwer statistisch ausgewertet wcrden .
‘ ‘(Vaterschaftswahrschenmchkext Ausschlusschance)

steme bei entsprechender Automatisierung aus der Rou-
tine zu verdrangen. Es ist zudem zu erwarten,dass techni-
sche Fortschritte ihre Typisierung noch vereinfachen
werden.

Mikrosatelliten-Polymorphismen erfiillen die Anforde-
rungen, die grundsitzlich an ein Merkmalssystem fiir
den Einsatz in der Abstammungskontrolle zu stellen sind.
So ist das Untersuchungsmaterial, um Mikrosatelliten be-
stimmen zu konnen, leicht zu gewinnen, die Vererbung
dieser Merkmale folgt einfachen Erbgingen, sie sind um-
weltstabil, und der Polymorphismus ist fiir die indivi-
duelle Kennzeichnung geeignet. Hinzu kommen objek-
tive Beurteilungskriterien bei der Auswertung der Befun-
de sowie eine i.d.R. gute Reproduzierbarkeit der Unter-
suchungsergebnisse.

Stellt man Mikrosatelliten-Polymorphismen in Vergleich
zu den herkdmmlichen himogenetischen Merkmalssy-
stemen, lassen sich fiir erstere vor allem gegeniiber den
klassischen Blutgruppen eindeutige Vorteile feststellen
(Tab. 7).

Ein totaler Wechsel von der konventionellen Expertise
zur Mikrosatelliten-Analyse erscheint aber zum jetzigen
Zeitpunkt noch verfriiht. Vor allem fehlen international
abgesprochene Richtlinien fiir die Anwendung von
DNA-Polymorphismen in der Abstammungskontrolle,
wie Anforderungen an ein Labor zur Erstattung von
DNA-Expertisen,Auswahl und erforderliche Mindestzahl
geeigneter Mikrosatelliten-Loci, Nomenklatur, Ethebung
populationsstatistischer Daten, statistische Auswertung
von Befunden, interne und externe Qualititssicherung,
Datentransfer von Labor zu Labor.

Als weiterfiihrende Expertise ist der Einbezug von Mi-
krosatelliten-Systemen aber bereits jetzt in all jenen Fil-
len unmittelbar angezeigt, in welchen die herkémmli-
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chen himogenetischen Befunde nicht aufschlussreich
waren. Hier ist im Regelfall mit einem schliissigen Resul-
tat zu rechnen, wie der vorliegende Beitrag eindrucks-
voll zeigt. Liegen einmal umfassendere populationsstati-
stische Daten vor, ist der Griff nach der IST-Vaterschaft
nicht mehr weit. Auch wenn sich eine statistische Erhe-
bung immer nur auf eine Gesamtheit bezieht und daraus
nicht auf den Einzelfall als solchen geschlossen werden
kann, werden die allgemeinen Hinweiswerte auf eine
Vaterschaft derart hoch sein, dass man das Fehlerrisiko
wird vernachlissigen konnen.

Durch die PCR-Technik wurde fiir die Abstammungskon-
trolle eine neue Dimension eroffnet. Die Typisierung
von Mikrosatelliten-Polymorphismen ist offensichtlich
die Methode der Wahl, um in der Routine die herkommli-
chen himogenetischen Verfahren zu ersetzen und die
Aussagekraft von Abstammungsexpertisen noch zu er
hohen.
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