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1. Einleitun

Seit anndhernd 20 Jahren wird sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin ein
stetiger Anstieg von Autoimmunerkrankungen beobachtet. Autoimmunerkrankungen werden
dadurch definiert, dass der Organismus Antikdrper produziert, die gegen korpereigene
Molekiile gerichtet sind. Der Abbau dieser Antikorper-Antigen-Komplexe findet im
Retikuloendothelialen System (RES) statt. Bei der primiren immunhidmolytischen Andmie
(IHA) werden die Erythrozyten von autoimmunen Antikorpern angegriffen, wahrend bei der
autoimmunbedingten Thrombozytopenie (ITP) die Thrombozyten die Zielzellen einer
immunologischen Attacke darstellen. Diese Vorginge konnen zu starken Andmien bzw.
Thrombozytopenien und damit einhergehenden klinischen Symptomen fithren. LaBt sich
keine Ursache fiir die Bildung der Antikoérper finden, spricht man von einer
autoimmunbedingten oder primdren immunbedingten hdmolytischen Andmie (pIHA) bzw.
Thrombozytopenie (pITP). Bei Vorliegen einer moglichen auslosenden Grunderkrankung
bzw. beim Auftreten nach Medikamentengabe spricht man von sekundérer IHA bzw. ITP.
IHA und ITP kénnen auch parallel beim selben Hund vorkommen (Evans' Syndrom).

Fir die IHA und ITP wurden bereits seit Jahren Rassepridispositionen fiir bestimmte
Hunderassen wie Cocker Spaniel, Deutscher Schiferhund, Irish Setter, Pudel, Bobtail und
andere beobachtet. Zudem wurde ein vermehrtes Auftreten der pIHA in einzelnen Zuchtlinien
(Pedigrees) beschrieben. Es stellt sich somit die Frage nach einem erblichen Hintergrund
dieser Autoimmunerkrankungen.

Es ist bekannt, dass autoimmune Vorginge durch verschiedene Faktoren des Immunsystems
wie Lymphozyten, dendritische Zellen und Interleukine beeinflusst werden. Aktuelle Studien
weisen insbesondere dem Haupthistokompatibilitdtskomplex (Major histocompatibility
complex, MHC) eine Schliisselrolle im autoimmunen Geschehen, wie bei der IHA und ITP,
zu. Der MHC ist verantwortlich fiir das Markieren von Zielzellen, deren Erkennung durch T-
Zellen im Organismus sowie den Abbau der gebundenen Komplexe durch das RES.
Inwieweit eine Strukturverdnderung des MHC, beruhend auf einer genetischen Fehlcodierung
(Mutation), zu Erkennungsfehlern fiihren kann, ist ungeklért, ebenso ob mdgliche Mutationen
zu einem Ausbruch der pIHA bzw pITP fiihren kdnnen.

In der Humanmedizin wurde bereits in verschiedenen Studien ein Zusammenhang zwischen
dem MHC und dem Auftreten der IHA/ITP untersucht. Zusétzlich besteht der Verdacht einer
autosomal-dominanten Vererbung der humanen ITP innerhalb bestimmter Familien. Da sich
viele humanmedizinische Erkenntnisse auf den Hund iibertragen lassen, war das Ziel der
vorliegenden Studie die Untersuchung folgender Fragen:

Liegt der caninen pIHA und/oder pITP ein Mendelscher Vererbungsmodus zugrunde?
. Inwieweit spielen Genmutationen im caninen MHC eine urséchliche Rolle bei der
Entstehung der caninen pIHA und/oder pITP?

3. Konnen bestimmte Allele oder Polymorphismen innerhalb relevanter MHC-Gene in
Einklang mit betroffenen Zuchtlinien gebracht werden und kann eine Vererbung
dieser relevanten Mutationen beobachtet werden?

4. Kann anhand der gewonnenen Daten eine Risikobewertung fiir betroffene

Rassen/Zuchtlinien vorgenommen werden?

N —
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II. Literaturiibersicht

1. Autoimmunitit

Das intakte Immunsystem der Vertebraten ist in der Regel fdhig, das Eindringen und
Ausbreiten von Krankheitserregern effektiv zu unterbinden. Eine wirksame Bekdmpfung von
unerwiinschten und gefdahrlichen Stoffen resultiert aus einem geregelten Zusammenspiel von
zelluldren und humoralen Komponenten des Immunsystems. Zum Schutz vor einem Angriff
des Immunsystems auf korpereigene Zellen besteht grundsitzlich bei jedem Individuum eine
Selbsttoleranz. Ist diese Toleranz aus bestimmten Griinden aber herabgesetzt, fiihrt dies zu
einer autoimmunen Reaktion des Immunsystems gegen organismuseigene Strukturen.
Autoreaktive Immunzellen finden sich zwar auch bei gesunden Individuen (Naquet et al.
1988), bedingen allerdings nicht den Ausbruch einer Krankheit. Wie es zur Zerstérung der
Selbsttoleranz kommt ist noch ungeklirt. Eine Autoimmunerkrankung als Zusammenspiel
einer Vielzahl genetischer Pradispositionen und moglicher Umweltfaktoren wird seit langem
diskutiert (Shepshelovich und Shoenfeld 2006; Day und Mackin 2008a). Klinisch kann sich
eine Autoimmunerkrankung systemisch in Form von Systemischem Lupus erythematodes
(SLE) oder organspezifisch wie z.B. Diabetes mellitus (DM) Typ I, Graves’s disease,
Pemphigus u.a. manifestieren. Eine gro3e Rolle bei der Erkennung von Antigenen spielen die
T-Zellen. Nach einer Unterscheidung von korpereigenen oder fremden Antigenen leiten die
T-Zellen die B-Zellen dazu an, spezifische Antikérper (Immunglobuline) als Bestandteil der
humoralen Abwehr zu bilden, die die Antigene binden und eine Beseitigung dieser
herbeifiihren. Forschungsarbeiten haben in letzter Zeit gezeigt, dass durch Stérungen
beteiligter Rezeptoren verdnderte Signale induziert und eine Malfunktion der
immunologischen Zellen bewirkt werden (Anolik und Sanz 2004; Firestein 2004).

1.1. Wodurch entsteht Autoimmunitiit

Autoimmunitdt entsteht aus einer komplexen Interaktion von Genprodukten und
Umweltfaktoren (Day und Mackin 2008b). Dabei wird die genetische Komponente auf 20-
40% des Risikos geschitzt (Cambon-Thomsen und Roth 1994). Die Umweltfaktoren nehmen
entsprechend einen hohen Anteil ein, wihrend die meisten Mutationen in Genen, die
Komponenten des Immunsystems codieren, oft nur geringe Effekte erzeugen. In ungiinstigen
Féllen konnen in Kombination mit gesunden Allelen anderer Loci allerdings daraus letale
Phénotypen entstehen. Hierbei spricht man von ,Linkage Disequilibrium”. Die meisten
autoimmunen Erkrankungen werden also zumeist nicht nach einfachem Mendel’schen
Schema weitervererbt (Vyse und Todd 1996).

Die humorale Immunantwort auf ein Antigen ist ein komplizierter biologischer Vorgang unter
Beteiligung verschiedener Zellen. Hauptfaktor ist das Antigen, welches mit Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) interagiert (Watts 1997). Grundsitzlich handelt es sich bei
APC’s um Makrophagen oder dendritische Zellen, die mit dem Major Histocompatibility
Complex (MHC) Klasse-II-Molekiile besetzt sind (Watts 1997). Das Antigen wird von APC
phagozytiert, um dann durch proteolytische Prozesse in kleinere Fragmente geteilt zu werden
(Watts 1997). Diese Fragmente werden dann an die Zellmembran der APC transportiert, wo
sie¢ von den MHC-II-Molekiilen prasentiert und von Antigen-spezifischen T-Helferzellen
erkannt werden (Watts 1997). Nach Identifizierung dieser Komplexe wird eine T-Zell-
Aktivierung und eine weitere Aktivierung der APCs ausgelost. Gemeinsam bewirken sie eine
Stimulation der B-Lymphozyten, die sich zu Plasmazellen differenzieren und Antigen-
spezifische Antikorper in Form von Immunglobulinen (Ig) sezernieren (Elson und Barker
2000). Jeder Defekt bzw. jede abnorme Stimulation der T-Helferzellen kann daher zu einer
pathologischen Verdnderung der Immunantwort flihren. Bei Autoimmunerkrankungen
verlauft dieser Pathomechanismus nach gleichem Schema, es handelt sich bei den beteiligten
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Antigenen allerdings um korpereigene Strukturen. Autoimmunreaktionen resultieren daher
unter anderem aus einem Verlust der normalen Selbsttoleranz und betreffen in der
Humanmedizin etwa 5-7% der Population (Sinha et al. 1990).

1.2. Genetische Grundlage von Autoimmunerkrankungen

Manche der Genprodukte, die an der Entwicklung einer Autoimmunerkrankung beteiligt sind,
interagieren direkt mit den Zellen des Immunsystems und verdndern die Immunreaktion des
Wirtes. Diese Genprodukte sind meist nicht krankheitsspezifisch und stellen oft nicht nur fiir
eine einzelne Erkrankung eine Pradisposition dar. Dass ein an SLE erkrankter Patient
Familienmitglieder aufweist, die an einer anderen immunbedingten systemischen oder
organspezifischen Erkrankung leiden, ist hdufiger als die Prdvalenz jeder einzelnen
Erkrankung in der Population (Shamim und Miller 2000). Ein anderes Zusammenspiel von
Autoimmunerkrankungen umfafit die Krankheiten DM Typ I, autoimmune Thyroiditis,
Morbus Addison, autoimmunes polyendokrines Syndrom, Vitiligo und Zdliakie in
verschiedensten Kombinationen (Verge und Eisenbarth 1992). Auch im Tierversuch wurde
diese Beobachtung bestitigt: speziell fiir Diabetes-Versuche geziichtete NOD-Maiuse (Non-
Obese Diabetic Mouse), die an einem autoimmun bedingten DM litten, waren auch
pradisponiert fiir eine andere organspezifische Autoimmunerkrankung (Bernard et al. 1992).
Linkageanalysen unterstiitzen die Theorie, dass individuelle Genmutationen die Grundlage fiir
eine Pridisposition fiir verschiedene Autoimmunerkrankungen darstellen konnen. Ein
Beispiel dafiir ist ein Polymorphismus im Gen, welches fiir das Interleukin-2 (IL-2) codiert.
Diese Sequenzinderung ist sowohl mit dem Entstehen eines DM Typ I als auch einer
Enzephalomyelitis assoziiert (Encinas 1999). Auch Mutationen innerhalb des CTLA-4-Gens
sind wahrscheinlich sowohl an einer Pridisposition fir DM Typ I, Zoliakie als auch
autoimmuner Thyroiditis beteiligt (Donner et al. 1997).

Sequenzverdnderungen innerhalb von Genen, deren Genprodukte eine Veranlagung fiir eine
Autoimmunerkrankung darstellen, filhren die Immunreaktionen nicht unbedingt durch eine
Erhohung der Aktivitidt des Immunsystems herbei. So weisen Tiere mit einer Pradisposition
fiir eine Autoimmunitdt oft niedrigere Lymphozytenzahlen auf (Boillot et al. 1986). Daher
bleibt nach wie vor offen, mit welchen Mechanismen Genveridnderungen zu einer
Autoimmunitét fiihren.

1.3. Beteiligte Zellen bei Autoimmunerkrankungen

1.3.1. T-Zellen

T-Zellen sind maBigeblich an einer immunbedingten Reaktion beteiligt: Sie sind fiir die
Aktivierung der B-Zellen und somit auch indirekt fiir die Bildung von Immunglobulinen
verantwortlich. Die Selektion und Zerstorung unerwiinschter autoreaktiver T-Zellen erfolgt
bereits im fetalen Alter im Thymus (Gruel et al. 1986). Eine periphere Toleranz wird gebildet,
wenn ausgereifte Lymphozyten, die der Selektion wéahrend der Ontogenese entkommen sind,
Selbst-Antigenen in sekunddren lymphoiden Organen begegnen und dort deletiert oder
supprimiert werden (Romagnani 2006). Doch auch hierbei kann es zu Fehlregulationen
kommen und autoreaktive T-Zellen entstehen, die speziell gegen bestimmte Antigene (z.B.
Membranantigene von Blutzellen) gerichtet sind. Sie werden nicht im Thymus beseitigt und
sind so auch im Alter im Blutkreislauf vorhanden (Filion et al. 1996). Die meisten sind
inaktiv und 16sen keine Autoimmunreaktion aus; flir die anderen bestehen peripher
verschiedene Mechanismen, die eine Aktivierung von fdlschlich autoreaktiven T-Zellen
unterbinden (Nossal 1983; Ramsdell und Fowlkes 1990). Dazu gehort u.a. eine
Herabregulation durch kostimulierende Membranmolekiile wie dem CTLA-4 (Karandikar et
al. 1996). Zusitzlich bewirken bestimmte Zytokine (CD4+, CD25+) eine Inhibition der
Aktivierung und Proliferation von autoreaktiven T-Zellen. Durch eine Malfunktion dieser
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regulierenden Faktoren kann sich eine Autoreaktion von T-Zellen im Organismus durchsetzen
und so korpereigene Antigene angreifen (Kristiansen et al. 2000).

1.3.2. B-Zellen

Da Autoantikorper nur durch B-Zellen produziert werden, spielen die B-Zellen eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen. Genetische Analysen von
Autoantikdrpern bei ITP-Patienten haben ergeben, dass die B-Zellen eine klonale Expansion
der T-Zellen bewirken und somatische Mutationen aufweisen (Roark et al. 2002). Die zentrale
Selbsttoleranz supprimiert eine unerwiinschte autoreaktive B-Zell-Populationsvermehrung.
Entkommen manche B-Zellen diesem Kreislauf, bestehen nachfolgend periphere
Mechanismen zur Aufrechterhaltung einer Selbsttoleranz. Zu diesen gehort ein Mitglied der
Fc-Rezeptor-Familie, der FcyRII, der -an Zellen wie Neutrophile und Makrophagen
gebunden- eine direkte Herabregulation der B-Zellaktivitit bewirkt. Andererseits kann in
diesem Szenario ein Ungleichgewicht zwischen aktivierenden und inhibierenden Fc-
Rezeptoren auch zum direkten Entstehen einer Autoimmunreaktion fithren (Takai 2002).
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Autoimmunitit auf Zellebene unter anderem aus
einer Dysfunktion der Eliminierung von selbst-reaktiven Lymphozyten entsteht, die in einer

Storung des zentralen und/oder peripheren Selbsttoleranzmechanismuss resultiert (Zhou et al.
2005).

1.4. Major Histocompatibility Complex (MHC)

Der Major Histocompatibility Complex (MHC) ist ein zusammenhingendes Cluster aus
Genen, die fiir die Immunantwort wichtige Proteine codieren. Es handelt sich um die am
meisten untersuchten Regionen des Genoms, nicht nur beim Menschen, sondern auch bei
vielen anderen Spezies wie Méusen und zahlreichen Primaten (Heise et al. 1987). Die
Genprodukte des MHC interagieren in erster Linie mit T-Zell-Rezeptoren des Thymus und
sind verantwortlich fiir die Prdsentation von Fremd- und Autoantigenen fiir das
Immunsystem. Diese Aufgabe ist unerlédsslich beziliglich der Erkennung und Regulation der
Immunantwort. Eine weitere wichtige Funktion des MHC liegt auBBerdem in der Erkennung
und Eliminierung von infizierten oder veridnderten Zellen sowie der ZellabstoBung in der
Transplantationsmedizin (Meyer und Thomson 2001).

Der MHC besteht sowohl beim Menschen (Human Leukocyte Antigen, HLA), als auch beim
Hund (Dog Leukocyte Antigen, DLA) aus drei zusammenhingenden Genclustern: Klasse-I,
Klasse-II und Klasse-III. Schon seit langerem liegt die Aufmerksamkeit auf den Klassen I und
I1, die eine grofBe Rolle bei der Immunantwort spielen (Guillet et al. 1987). Als Glykoproteine
der Zelloberfldache sind sie verantwortlich fiir die Erkennung und Prédsentation der Antigene.
Der MHC-III dagegen ist unabhingig und versteht sich als ein Teil des Komplementsystems.
Hierzu gehoren die Komplementfaktoren C2, C4 und Bf (Heise et al. 1987). Im Gegensatz
zum MHC-I und -II handelt es sich hierbei um eine Gruppe von Plasmaproteinen, die bei der
unspezifischen Abwehr eine Rolle spielen.

Wihrend der MHC-II unter den verschiedenen Spezies hoch konserviert ist und Analogien
zwischen Hund und Mensch bestehen, ist der MHC-I sehr variabel und hat sich beim Hund
sehr unabhédngig von anderen Spezies entwickelt (Wagner et al. 1999).

In der Humanmedizin wurde 1999 erstmalig die Sequenz der gesamten MHC-Region,
bestehend aus 3,6 Mbp, entschliisselt und genkartiert (The MHC sequencing Consortium
1999). Es handelt sich beim HLA um 224 bekannte Loci, teilweise mit noch unbekannter
Funktion. Nichtsdestotrotz haben Schétzungen zufolge 40% der exprimierten MHC-Gene
eine immunologische Funktion (The MHC sequencing Consortium 1999). Seitdem wurde die
Nomenklatur vielfach gedndert, Sequenzdaten {iberarbeitet und verschiedene Variationen
sowie Assoziationen mit diversen Krankheiten gefunden (Becker et al. 2004).
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Die klassischen HLA-Gene werden beim Mensch mit dem Auftreten von {iber 100
Krankheiten in Verbindung gebracht, wie z.B. Atopie, autoimmune Pankreatitis, Hashimoto's
Thyreoiditis, Inflammatory bowel disease (IBD), Myasthenia gravis oder SLE (Hall und
Bowness 1996; Thorsby 1997; Lechler und Warrens 2000). Analog zum Menschen werden
beim Hund Zusammenhinge des caninen MHC mit verschiedenen Krankheiten wie
Leishmaniose (Quinnell et al. 2003), rheumatoide Arthritis (Ollier et al. 2001) und DM
(Catchpole et al. 2005; Kennedy et al. 2006a) vermutet. Einerseits resultieren Erkrankungen
aus der Kombinationen von verschiedenen MHC-Molekiilen, die an verschiedenen Loci
exprimiert werden. Andererseits konnen MHC-Loci im Zusammenhang mit viralen
Infektionen, somatischen Mutationen oder molekularer Mimikry eine Reaktivierung von
»stillgelegten” autoreaktiven T-Zellen bewirken und einen Effekt auf eine Immunsuppression
oder iiberschieBende Immunreaktion haben (Christen und von Herrath 2004; Fourneau et al.
2004).

1.4.1. MHC und Autoimmunerkrankungen

Eine Assoziation des MHC mit einer Erkrankung ist definiert als ein vermehrtes oder
vermindertes Vorkommen von einer oder mehreren Allelen bei einem Patienten verglichen
zur Kontrollgruppe (Shiina et al. 2004). Daraus ldsst sich ableiten, dass ein immunologischer
Stimulus, der zum Ausbruch einer autoimmunen Erkrankung fiihrt, von einem MHC-
gebundenen Peptid und somit auch von einer limitierten Anzahl von potentiell
autoaggressiven T-Zellen abhéngt (Moller 1998).

Fiir die meisten Erkrankungen finden sich nicht ein oder zwei bestimmte Gene, die den
Ausbruch der Krankheit verursachen, sondern eher eine genetische Kopplung (Linkage
Disequilibrium), die fiir die Entstehung einer Krankheit komplett vererbt werden muss. Ein
Beispiel dafiir ist der DM Typ 1. Die positive Korrelation der HLA-DR3 und —DR4 und die
negative Korrelation der HLA-DR2 Gene mit dem DM Typ 1 werden nur wirksam, wenn sie
zusammen mit bestimmten HLA-DQ-Allelen als Haplotyp vererbt werden (Nepom und Kwok
1998Db).

Derzeit bekannte Erkrankungen beim Menschen, die eine mogliche Assoziation mit dem
MHC aufweisen, sind auf der Website der Genetic Association Database unter
http://geneticassociationdb.nih.gov/cgi-bin/tableview.cgi?table=diseaseview aufgefiihrt. Auch
wenn es sich dabei nicht nur um Autoimmunerkrankungen handelt, wird deutlich, dass sie
eine grofle Zahl ausmachen. Die hohe Anzahl der Erkrankungen insgesamt zeigt, wie aktuell
sich das Thema MHC und Krankheitspradisposition darstellt und dass entsprechender
Forschungsbedarf besteht.

1.4.2. Canine MHC

Die Erforschung des caninen MHC (Dog Leukocyte Antigen, DLA) begann Ende 1980. Die
ersten DLA-Untersuchungen erfolgten mit Hilfe von serologischen und biochemischen
Methoden (Doxiadis et al. 1989). Molekulare Bestimmungen des caninen MHC wurden in
den 90er Jahren durchgefiihrt: Dabei wurden zuerst Gene des MHC-II untersucht, die eine
Ahnlichkeit der DNA-Sequenz zum humanen MHC aufwiesen. Fiir alle Gene sind neben der
urspriinglichen Sequenz auch viele Polymorphismen bekannt (Wagner et al. 1995; Wagner et
al. 1996a; Wagner et al. 1998). Erstmals wurde auch versucht, eine Genkartierung fiir den
DLA-Bereich zu erstellen. Fiir die anfidngliche Sequenzierung unbekannter DLA-Daten
wurden BAC-Klone (bacterial artificial chromosome) verwendet. Viele iiberlappende BAC-
Klone sollten dann zusammen eine Genkarte des DLA ergeben (Wagner 2003).
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1.4.2.1. MHC-I

Der canine MHC-I wurde erstmals 1998 sequenziert und auf Mutationen untersucht
(Graumann et al. 1998). Er besteht aus den vier Genen DLA-12, DLA-64, DLA-79 und DLA-
88. Zwei weitere Gene, DLA-53 und DLA-12a, sind bekannt als Pseudogene. Ein drittes
Pseudogen wurde 2005 in einer Studie von Wagner entdeckt: das stress-induced
Phosphorprotein 1 (STIP-1), welches hochstwahrscheinlich keine funktionelle Bedeutung hat
und kein Startkodon besitzt (Wagner et al. 2005). Analog zu den Klasse-1b-Genen der
Humanmedizin HLA-E, -F und -G (Geraghty et al. 1990; Burnett und Geraghty 1995a)
wurde auch im caninen MHC nach divergenten Klasse-I-Genen gesucht und dabei DLA-79
ndher betrachtet (Burnett und Geraghty 1995a). Die MHC-I-Gene DLA-12, -64 und -88
befinden sich auf dem Chromosom 12 (Mellersh et al. 2000), DLA-79 hingegen ist auf dem
Chromosom 18 lokalisiert (Burnett und Geraghty 1995a). Obwohl es sich beim DLA-79
definitiv um ein Klasse-I-Molekiil handelt, weist es sowohl strukturell als auch in der
Proteinkonstruktion Unterschiede zu den anderen Klasse-I-Molekiilen auf. Eingehende
Untersuchungen von DLA-79 haben ergeben, dass das DLLA-79 eine verdnderte Bindung von
Antigenen zeigt, da DLA-79 im Gegensatz zu den anderen Klasse-I-Molekiilen eine
zusitzliche Aminosdure in der al-Doméine besitzt (Burnett und Geraghty 1995a). Die Exone
2 bis 4 codieren die drei extrazelluliren Dominen (a1-3) der schweren Ketten der Klasse-I-
Molekiile. Exon 7 codiert ein Phosphorylisierungsmotiv, welches sowohl im humanen als
auch im murinen Genom vorliegt. Die groflten Unterschiede von DLA-79 zu den anderen
Klasse-I-Genen liegt in der Exon 2/a.1-Domain.

Polymorphe Stellen des Exon 2 des DLA-79 wurden in dieser Studie ebenfalls beschrieben
und beinhalteten zwei Genvariationen, welche bei einem Portugiesischen Wasserspaniel an
den Positionen 164, 185 und 194 (Asp-Asn, Phe-Val und Gly-Arg) sowie bei einem Koyoten
an der Position 165 (Ala-Asn) auftraten (Burnett und Geraghty 1995a). DLA-79 wird am
meisten in der Skelettmuskulatur, Milz und Thymus exprimiert (Burnett und Geraghty
1995a). Insgesamt wurden beim DLA-79 bisher vier Allele beschrieben (Graumann et al.
1998).

Die Gewebeexpression und die Funktion der anderen caninen Klasse-I-Gene sind im
Gegensatz zu DLA-79 noch nicht ndher untersucht worden, obwohl vermutet wird, dass sie
wie bei anderen Spezies auch mit den zytotoxischen T-Lymphozyten interagieren (Wagner et
al. 1999).

Allelvariationen im MHC-I wurden bisher fiir den DLA-88 beschrieben, dabei sind 48 Allele
benannt worden (Kennedy et al. 2001). Mdglicherweise bestehen fiir die Gene DLA-12 und
DLA-64 auch jeweils zwei Allele (Graumann et al. 1998), allerdings wurden bisher noch
keine veroffentlicht.

Die Vererbung von DLA-Haplotypen wurde in einer Mikrosatellitenstudie verfolgt. Dabei
wurden zwei polymorphe Marker, einer fiir den MHC-I in der Ndhe des DLA-53 (Burnett et
al. 1995b) und der andere fiir den MHC-II in der Ndhe des DLA-DRBB2 (Wagner et al.
1996b) lokalisiert. Die Untersuchung ergab, dass beide Marker {iber mehrere Generationen
hinweg in 30 verschiedenen Pedigrees erhalten geblieben sind (Wagner et al. 1999).

1.4.2.2. MHC-II

Das erste Gen, das entdeckt wurde, welches die genetische Grundlage fiir eine Immunantwort
auf bestimmte Antigene darstellte, war der MHC-II (Benacerraf 1981). Im Gegensatz zu
MHC-I-Molekiilen befinden sich MHC-II-Molekiile nur auf Antigen-prasentierenden Zellen
wie Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen. Interessanterweise sind MHC-II-
Molekiile beim Hund im Gegensatz zu Mensch oder Maus auf fast allen Lymphozyten zu
finden (Doxiadis et al. 1989). MHC-II-Molekiile sind fiir die antigen-spezifische Aktivierung
von CD4+ T-Helfer-Lymphozyten verantwortlich.
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Vom Aufbau her bestehen kaum Unterschiede zwischen dem MHC-II beim Menschen und
beim Tier, zB. dem Hund. Der MHC-II ist aus heterodimeren transmembranen
Glykoproteinen, die in a- und B-Ketten unterteilt werden, zusammengesetzt. Verschiedene
MHC-II Isotypen werden durch genetische Unterschiede im Bereich der a- und p-Ketten
definiert (Tizard 2004b). Beim Menschen sind die Loci HLA-DR, -DQ und -DP bekannt. Der
canine MHC-II umfasst die Isotypen DLA-DRA und -DRB mit dem Pseudogen DRB2
(Wagner et al. 1996a) Die Isotypen DLA-DQA und —-DQB besitzen ebenfalls ein
dazugehoriges Pseudogen (Wagner et al. 1998). Genloci, die den caninen MHC-II codieren,
sind alle auf Chromosom 12 lokalisiert. Die Nomenklatur fiir den caninen MHC-II wurde
erstmals im Jahr 1998 veroffentlicht (Kennedy et al. 1999) und 2001 aktualisiert (Kennedy et
al. 2001).

Die Gene, die den caninen MHC codieren, sind extrem polymorph. Der letzte Report berichtet
im MHC-II Bereich von 52 DLA-DRB Allelen, 16 DLA-DQAT1 Allelen und 41 DLA-DQB
Allelen (Kennedy et al. 2001). Diese Anderungen sind hauptsichlich in der putativen Peptid-
Bindungsregion verankert (Wagner et al. 1995; Burnett und Geraghty 1995a; Graumann et al.
1998; Wagner et al. 1999) und bewirken fast immer eine Aminoséurenidnderung.

1.4.2.3. Dog Leukocyte Antigen (DLA) und Autoimmunerkrankungen

Seit der Verwendung von molekularbiologischen Methoden bei der Untersuchung von
Assoziationen des caninen MHC mit Autoimmunerkrankungen wurden einige Krankheiten
gescreent und die meisten signifikanten Zusammenhange mit dem caninen MHC-II gefunden.
Eine Zusammenfassung von relevanten Assoziationen des DLA mit Autoimmunerkrankungen
wird in Tab. 1 wiedergegeben:

Erkrankung Anzahl Probanden DLA-Assoziation

Primére Immunhémolytische Andmie 108 Risiko-Haplotypen:
DRB1*00601, DQA1*005011, DQB1*00701;
DRB1*015, DQA1*00601, DQB1*00301

Immunbedingte Polyarthritis 61 DRB1*002, DRB1*009, DRB1*018
Hypothyreose 173 DQA1*00101
Diabetes mellitus 460 Risiko-Haplotypen:

DRB1*009, DQA1*001, DQB1*008;
DRB1*015, DQA1*0061, DQB1*023;
DRB1*002, DQA1*009, DQB1*001

Protektiver Haplotyp:
DQA1*004, DQB1*013

Anfalligkeit fiir Leishmaniose 109 DRB1*01502 ist assoziiert mit einem hohen IgG-
Serum-Titer und einem positivem PCR-Nachweis

von Leishmanien

Dermatouveitis beim Akita 26 DQA1*00201 ist mit dem Fortschreiten der
Erkrankung assoziiert
Analfurunkulose 107 DRB1*00101

Tab. 1: MHC-Studien in Zusammenhang mit immunbedingten Erkrankungen beim Hund (Day und Mackin, 2008b)

2. Vererbung

2.1. Autosomal dominanter Erbgang

Beim autosomal dominanten Erbgang iiberwiegt die Ausprigung eines Allels an einem
heterozygoten Genort. Die Wirkung des rezessiven Allels ist nicht erkennbar, d.h. es kommt
bereits im heterozygoten Zustand zur phénotypischen Auspragung. Ist das Merkmal bei einem
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Elternteil vorhanden, so treten im reguldren Fall unter den Nachkommen 50%
Merkmalstrager auf, bei Heterozygotenverpaarungen 75%. Bei autosomal dominanter
Vererbung besteht das Merkmal in allen Generationen. Voraussetzung hierfiir ist allerdings
eine vollstdndige Penetranz und Expression des Gens. Liegen diese nicht zu 100% vor, kann
sich das Verhiltnis verschieben, bzw. Generationen konnen iibersprungen werden. Man
spricht hier auch von unregelméfBiger Dominanz (Wiesner und Willer 1993) .

2.2. Autosomal rezessiver Erbgang

Beim autosomal rezessiven Erbgang tritt das Gen nicht im heterozygoten, sondern erst im
homozygot rezessiven Zustand phinotypisch in Erscheinung. Heterozygote Tiere sind dann
zwar Anlagetrager und konnen das zur Merkmalsauspragung fiihrende Allel auch zu 50% an
ihre Nachkommen weitergeben, zeigen aber selbst keine Verdnderung im Phinotyp. Das
Merkmal wird jedoch dann sichtbar, wenn ein Nachkomme von beiden heterozygoten
Elterntieren das rezessive Allel erhalten hat. Bei der Anpaarung heterozygoter Eltern (Aa*Aa)
treten nach den Mendel’schen Regeln 25% homozygote Merkmalstrager (aa) auf und weitere
50% der Nachkommen sind heterozygote Anlagentréger, die jedoch phinotypisch frei von
dem Merkmal sind (Aa). Weitere 25% der Nachkommen sind sowohl phanotypisch als auch
genotypisch merkmalsfrei (AA). Bei der Merkmalsausprigung konnen so Generationen
iibersprungen werden (Wiesner und Willer 1993; Murken et al. 1996).

2.3. Imprinting

Unter Imprinting versteht man die unterschiedliche Ausprigung eines Merkmals, in
Abhingigkeit davon, ob das merkmalspragende Allel vom Vater oder der Mutter iibertragen
wurde. Ein Phidnotyp kann z. B. bei einem autosomal dominanten Erbgang somit nicht zur
Ausprigung kommen, wenn paternales Imprinting vorliegt und das merkmalspriagende Allel
vom Vater iibertragen wurde. Wurde das merkmalspriagende Allel dagegen von der Mutter
iibertragen, wird die Wirkung des Alles nicht inaktiviert und das Merkmal phinotypisch
ausgeprigt. Es kommt somit zu einer elternabhéngigen Inaktivierung des jeweiligen Gens.
Als Folge der Geninaktivierung konnen Gene betroffen sein, die ein Merkmal priagen oder
Gene, die als Repressoren wirken und somit die Ausprigung eines Merkmals unterdriicken.
Imprinting ist somit nicht generell mit der fehlenden Ausprigung eines Merkmals
gleichzusetzen (Murken et al. 1996). Imprinting ist damit vielmehr ein Beispiel fiir die
epigenetische Vererbung: die Weitergabe bestimmter Eigenschaften, die unterschiedliche
phénotypische Auswirkungen haben konnen, ohne die Verdnderung der DNA-Sequenz,
sondern nur die der Genregulation und Genexpression (Janning und Knust 2004a). Zwei
wichtige Mechanismen, die einen Einfluss auf die Genregulation und die Genexpression eines
Organismus besitzen, sind die DNA-Methylierung und die Modifikation durch Histone.
Dadurch wird die Transkription reguliert und unterschiedliche Genexpressionen bewirkt
(Jaenisch und Bird 2003).

2.4. Multifaktorielle Vererbung

Viele Merkmale werden nicht nur von einem Gen beeinfluflt, sondern von vielen Genorten
mit ihren unterschiedlichen Allelen. Sind viele verschiedene Genorte an der Auspriagung eines
Merkmals beteiligt, hat das einzelne Gen selbst nur eine sehr geringe Wirkung, wahrend alle
Gene zusammen das Merkmal bestimmen. Die Genwirkungen koénnen additiv, dominant oder
epistatisch sein. Je mehr Gene und verschiedene Allele pro Genort an der
Merkmalsauspriagung beteiligt sind, desto groBer wird die Anzahl der mdglichen
Merkmalsauspragungen (Murken et al. 1996).

Meist sind auch Umweltfaktoren an der phénotypischen Ausprdgung dieses Merkmals
beteiligt. Man spricht daher von multifaktorieller Vererbung. Um das Auftreten von
Krankheiten durch umweltfaktorielle Modelle zu erkldren, wurde von Falconer das
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Schwellenwertmodell eingefiihrt. Erst wenn eine bestimmte Anzahl von Genwirkungen
vorliegt, kommt es zur Ausprigung der Krankheit. Reicht die Zahl der Gene und ihrer
Wirkungen nicht aus, tritt die Krankheit nicht auf (Falconer und Mackay 1996).

2.5. Heterozygotie/ Homozygotie

Im Rahmen der genetischen Vielfalt und Individualitidt spielen auch die Homo- und
Heterozygotie wichtige Rollen. Ein Individuum ist heterozygot fiir ein bestimmtes Merkmal,
wenn ein Gen in einem diploiden Chromosomensatz in zwei verschiedenen Allelen vorliegt.
Die phéanotypische Ausprdgung hédngt davon ab, welches Allel dominant ist. Eine
Homozygotie dagegen liegt vor, wenn fiir ein Merkmal in dem diploiden Chromosomensatz
zweimal das gleiche, identische Allel zu finden ist (Wiesner und Willer 1993). Studien haben
gezeigt, dass eine Population mit einer kleinen Anzahl von Allelen eine relativ hohe Frequenz
von Homozygoten aufweist. Allerdings ist nachgewiesen, dass heterozygote Tiere einen
Vorteil haben gegeniiber den Homozygoten, da sie eine hohe Anzahl von Polymorphismen
aufrecht erhalten konnen. So sind z.B. heterozygote Schafe mit bestimmten MHC-Allelen
wesentlich resistenter gegen eine Nematoden-Infektion (Stear et al. 2005).

2.6. Die Mendel’sche Vererbung und Autoimmunitit

Die meisten monogenetischen Erkrankungen weisen das Schema der Mendel'schen
Vererbung auf (Nussbaum et al. 2001). Doch in einigen Féllen sieht man Erkrankungen mit
einer deutlichen genetischen Komponente und gehduftem familidrem Aufreteten, jedoch keine
deutliche Vererbung nach Mendel’scher Vererbungstherorie. Nicht alle Mutationstrager
entwickeln den erwarteten Phénotyp (Nussbaum et al. 2001). Dies wurde in einigen
systematischen Familienstudien mit Erbkrankheiten beobachtet. Einflussfaktoren auf die
Entstehung des erwarteten Phénotyps bestehen sowohl aus Umweltfaktoren, sowie einer
Vielzahl genetischer und epigenetischer Komponenten. Variationen im normalen
Zellregulationsprozess wie Transkription, Splicing, Translation (Dipple und McCabe 2000),
Protein Folding, Oligomerisation und Translokation innerhalb einer Zelle (Proudfoot et al.
2002) sowie im Kontrollsystem (Proteasome, Chaperone, RNA-Regulation, oxidativer Stress)
konnen Auswirkungen auf den entstehenden Phénotyp haben. Alle Stationen auf dem Weg
zur Bildung eines Proteins konnen einen Einfluf3 darauf haben, dass Mutationstréger nicht den
erwarteten Phinotyp prisentieren (Van Heyningen und Yeyati 2004). Bei manchen
Krankheiten des Menschen, z.B. DM Typ 1 (Walter et al. 2003) oder Inflammatory Bowel
Disease (IBD) (Girardin et al. 2003; Walter et al. 2003) werden erwiesenermalen
Umweltfaktoren wie Infektionen, chemische, medikamentdse oder auch Stressfaktoren als
Trigger bendtigt, obwohl es sich um autoimmune Erkrankungen handelt, deren Vererbbarkeit
als gesichert gilt.

Van Heyningen berichtete 2004, dass in jedem Fall komplexe epigenetische Eigenschaften
und Umweltfaktoren die Genexpression mafB3geblich beeinflussen (Wolffe und Matzke 1999;
Van Heyningen und Yeyati 2004). Jede genetische Mutation in einem Individuum ist
einzigartig bezogen auf den jeweiligen physiologischen, genomischen und Umwelt-Kontext,
so dass die Theorie einer ausschlieBlichen Mendel'schen Vererbung bereits iiberholt ist (Van
Heyningen und Yeyati 2004).

3. Genetik des Hundes

Der Hund (Canis lupus familiaris) besitzt 39 Chromosomenpaare, wovon 38 Paare homolog
sind. Sie werden auch als Autosomen bezeichnet. In ihnen ist die Zahl und Anordnung der
Gene identisch. Das 39. Chromosomenpaar bilden die Gonosomen
(Geschlechtschromosomen). Bei der Hiindin ist auch dieses Chromosomenpaar homolog
(XX), beim Riiden dagegen heterolog (XY).

Nach der Anordnung der merkmalsprigenden Gene auf den Autosomen und Gonosomen

15



- Literatur -

lassen sich autosomale und geschlechtschromosomale Erbgédnge unterscheiden. Der Ort, an
dem sich ein Gen auf einem Chromosom befindet, wird als Genort oder Genlocus bezeichnet,
die Auspragung eines einzelnen Genes als Allel (Wiesner und Willer 1993).

3.1 Rassenpridisposition fiir Krankheiten beim Hund

Es sind iber 800 Hunderassen bekannt, von welchen derzeit 340 beim FCI anerkannt sind
(Stand 11/2008, FCI-Allgemeine Informationen). Fiir iiber 350 Erkrankungen ist bekannt,
dass ein erblicher Hintergrund vorhanden ist. Dazu zéhlen u.a. die progressive Retinaatrophie
beim Irish Red Setter (Petersen-Jones 1998), der Pyruvat-Kinase-Mangel beim Basenji
(Whitney et al. 1994), die Von-Willebrand-Krankheit beim Dobermann (Riehl et al. 2000)
sowie viele andere.

4. Immunhimolytische Aniimie

4.1. Definition

Immunhdmolytische Andmie (IHA) ist eine sehr hdufig diagnostizierte Form der Andmie
beim Hund (Day und Mackin, 2008a). Sie ist gekennzeichnet durch eine verkiirzte
Lebensdauer der Erythrozyten aufgrund von Antikérperbildung gegen korpereigene
Erythrozyten. Die Antikorper entstehen infolge einer Immundysregulation oder
Kreuzreaktivitit ~und  konnen  sich  gegen  unverdnderte oder  verdnderte
Erythrozytenmembranen richten (Kohn und Giger, 2006a).

Man unterteilt die IHA in eine autoimmune priméire Form und eine immunbedingte sekundire
Form. Bei der primidren IHA (pIHA) findet eine Immunreaktion gegen korpereigene,
unverdnderte Erythrozyten statt, die ohne bestimmte Stimuli auftritt. Bis zu 70% der
diagnostizierten immunhémolytischen Andmien werden als primar klassifiziert (Reimer et al.
1999; Engelbrecht et al. 2002). Andere Studien berichten von einem geringeren Anteil der
pIHA von 42,9% (Jones et al. 1992). Die p[HA kann sowohl allein oder auch zusammen mit
einer immuninduzierten Thrombozytopenie gleichzeitig bei einem Hund vorkommen. Man
spricht dann — analog zu der Bezeichnung in der Humanmedizin — vom Evans' Syndrom
(Evans et al. 1951). Ungefdhr 12% (Klag et al. 1993) bis 70% (Carr et al. 2002; Weiss und
Brazzell 2006) aller an pIHA erkrankten Hunde zeigen dieses Syndrom. Bei der sekundéren
IHA (sIHA) liegen im Gegensatz zur pI[HA Stimuli fiir eine Antikorperproduktion und
verdnderte Erythrozytenantigene vor. Griinde fiir eine sekundidre IHA sind akute oder
chronische Infektionen durch Parasiten wie Ehrlichiose (Bexfield et al. 2005; Manzillo et al.
2006), Babesiose (Manzillo et al. 2006), Leishmaniose (Engelbrecht et al. 2002),
Ancylostoma caninum (Lobetti und Schoeman 2001) oder durch Bakterien wie Mycoplasma
haemocanis (Day und Mackin 2008a) oder Anaplasma phagocytophilum (Kohn et al. 2008).
Aber auch lympho- und myeloproliferative Neoplasien (Weiss und Smith 2002; Mellanby et
al. 2004), Medikamente (Schwartz et al. 2000; Mellor et al. 2005) oder Impfungen (Duval
und Giger 1996; Weinkle et al. 2005) werden als Ausloser einer sSIHA diskutiert. Desweiteren
kann eine immunhdmolytische Andmie im Rahmen einer multisystemischen
Autoimmunerkrankung, dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) (Fournel et al. 1992)
oder nach inkompatiblen Bluttransfusionen (Cotter 1992) auftreten.

4.2. Primire immunhimolytische Andmie (pIHA)

Bei der pIHA handelt sich um eine Immunreaktion, die ohne auslésende Stimuli eine
antikorper- oder komplementvermittelte Zerstorung der Erythrozyten bewirkt. Die Diagnose
wird anhand des Ausschlusses moglicher zugrundeliegender Ursachen gestellt. Bei der IHA
handelt es sich um eine Typ-II-Immunantwort. Diese wird in fiinf Subtypen eingeteilt (Tizard
2004a):
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Subtyp I: Es handelt sich um eine Warmagglutination mit Agglutination in isotoner
Kochsalzlosung mit Beteiligung von IgG und IgM. Klinisch zeigt sich eine intravasale
Hémagglutination mit perakutem Verlauf und persistierender Erythrozytenagglutination.
Subtyp II: Hierbei handelt es sich um eine intravasale Hamolyse durch eine IgM-gesteuerte
Komplementaktivierung. Sie zeichnet sich durch eine persistierende
Erythrozytenagglutination aus und wird durch Warmagglutinine hervorgerufen.

Subtyp III: Bei dieser Form der IHA sind die Antikorper (meist IgG) nicht fahig, eine direkte
Hamagglutination oder Lyse zu verursachen, fiihren aber trotzdem zu einer Zerstérung der
Erythrozyten durch das mononukledre Phagozytosesystem und somit zu einem akuten oder
chronischen klinischen Verlauf. Wie beim Subtyp I und II handelt es sich beim Subtyp III
auch um Warmagglutinine.

Subtyp IV: Dieser Subtyp wird durch Kélteagglutinine verursacht, die bei Temperaturen unter
37°C zu einer Agglutination fithren. Hier sind hdufig Antikérper vom Typ IgM, sehr selten
IgG beteiligt.

Subtyp V: Das Immunglobulin, welches hier eine Rolle spielt, ist ebenfalls kéltereagierend,
aber nicht agglutinierend (IgM). Erythrozyten werden bei niedrigen Temperaturen zwar
zerstort, eine Agglutination tritt aber nicht auf.

4.3. Atiologie und Pathogenese

Bei der pIHA werden Autoantikdrper gegen korpereigene Erythrozyten gebildet. Im
Speziellen sind diese Autoantikérper gegen Membranproteine (anion-exchange-channel,
CD233 oder Band-3) oder Glykophorinpeptide der Erythrozyten gerichtet (Tizard 2004a).
Normalerweise werden die Autoantikérper von Suppressor-T-Zellen gehemmt. Bei Hunden
mit plHA wird vermutet, dass diese Tiere entweder ein schlecht reguliertes Suppressor-T-
Zellsystem besitzen oder das normale Suppressor-T-Zellsystem mit einer Uberstimulation des
Immunsystems iiberfordert ist und daher autoimmune Reaktionen gegen normale Zellen
zuldsst (Tizard 2004a). Es wird zudem angenommen, dass auch gesunde Hunde
Lymphozyten, die gegen Erythrozyten gerichtet sind, aufweisen, diese aber nur bei Hunden
mit einer genetischen Préadisposition fiir die pIHA auch aktiviert werden konnen (Corato et al.
1997).

Fiir die Atiologie der pJHA wurden verschiedene Moglichkeiten vermutet. Der Verlust der
immunologischen Toleranz ist moglicherweise auf viele verschiedene Ursachen
zuriickzufithren wie molekulare Mimikry, polyklonale T- und/oder B-Zell-Aktivierung,
Fehler in der zentralen sowie peripheren Toleranz, immunregulatorische Fehlsteuerungen
oder auch Ignoranz der Erythrozyten-Eigenantigene (Day und Mackin 2008a). Ein Teil der
moglichen Atiologien wird im Folgenden erdrtert.

4.3.1. Beteiligte Antikorper

Die Pathophysiologie der pIHA ldsst sich — wie bereits beschriecben — in eine
Wirmeagglutination und eine Kilteagglutination einteilen. Bei der Warmeagglutination findet
man beim Hund Autoantikérper vom Typ IgG und/oder Komplementfaktor C, die bei
Korpertemperatur idealerweise an Erythrozyten binden (Tizard 2004a). Autoantikorper
entstehen erst nach einer Présentation von korpereigenen Antigenen durch MHC-Molekiile
und deren Erkennung durch T-Zellen (s. Kapitel 1.3.1 und 1.3.2). Diese IgG-beladenen
Erythrozyten werden mit Hilfe der Fc-Rezeptoren an Makrophagen gebunden und
teilphagozytiert, es entstehen Sphirozyten. Diese sind nicht so formflexibel wie die adulten
Erythrozyten und werden daher in den Milzsinusoiden gefangen und teilweise aus der
Zirkulation entfernt (Day und Mackin 2008a). Als Folge von Speicherung und
Abbauvorgidngen der Erythrozyten in der Milz kommt es zur Splenomegalie (Warren und
Collins 1988). Bei erhohter Antikorperproduktion kann es auch zu einer Phagozytose der
Erythrozyten in der Leber kommen (McCullough 2003). Bindet IgG am Eythrozyten, so
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geschieht die Zerstorung meist extravaskuldr, ohne den Einsatz von Komplementfaktoren.
Besonders Erythrozyten-gebundene IgG1l und IgG3 haben eine starke Affinitdt zu den Fc-
Rezeptoren. Sind die Erythrozyten mit viel IgG beladen, so kann es auch zu einer
Komplementreaktion mit den Komponenten C3a und C3b kommen. Beide Faktoren
verstirken mit IgG zusammen den Phagozytoseprozess. Die Destruktion der
antikorperbeladenen Erythrozyten findet dann entweder verstirkt extravaskuldr in den
Kupfferzellen der Leber oder in der roten Pulpa der Milz statt oder es kommt zu einer
intravasalen Hamolyse (Giger 2005).

IgM kann auch an der Pathogenese der IHA beteiligt sein. Im Gegensatz zu IgG kénnen mit
IgM beladene Erythrozyten Gewebemakrophagen nicht direkt aktivieren, da sie keine Fc-
Rezeptoren fiir I[gM besitzen. Der Abbau von IgM-beladenen Erythrozyten geschieht immer
tiber das Komplementsystem. Diese fiihren dann meist zu einer intravaskuldren Hdmolyse
(Giger 2005). Wenn allerdings die IgM-Konzentrationen niedrig sind und eine vollstindige
Komplementaktivierung von den regulatorischen Proteinen verhindert werden kann, kann
auch nur der Komplementfaktor C3b an die Zelloberfliche binden und eine extravaskuldre
Hamolyse herbeifiihren (Giger 2005). Besonders bei der Kailteagglutination sind
Autoantikérper vom Typ IgM und Komplementfaktoren (C3) beteiligt, da diese sich
idealerweise bei Temperaturen von 0°C bis 4°C an die Erythrozytenmembran binden. Die C3-
Aktivierung kann eine partielle oder komplette Phagozytose der gebundenen Erythrozyten
durch Makrophagen nach sich ziehen (Engelfriet et al. 1992), welche sowohl eine
extravaskuldre als auch intravaskuldre Himolyse verursachen kann.

4.3.2. Die Rolle des MHC

Die genaue Atiologie der pI[HA ist nach wie vor unbekannt, man vermutet jedoch eine
multifaktorielle Atiopathogenese (Day und Mackin 2008a). In der Humanmedizin wurde ein
moglicher Zusammenhang zwischen der pIHA und dem humanen MHC eingehend untersucht
(Abdel-Khalik et al. 1980; Lortholary et al. 1990; Nomura et al. 1998). Studien fiihrten bisher
allerdings zu unterschiedlichen Ergebnissen: Einem Allel des humanen MHC-Komplexes,
dem HLA-DQ6, wurde eine negative Korrelation mit dem Auftreten von IHA postuliert.
Dieses Allel codiert moglicherweise sogar ein Resistenzantigen fiir Erythrozyten-Antikorper
(Wang-Rodriguez und Rearden 1996; Nomura et al. 1998). Die MHC-I-Allele HLA-B8
(Abdel-Khalik et al. 1980) und HLA-B27 (Lortholary et al. 1990) scheinen hingegen positiv
mit dem Vorkommen von pIHA korreliert zu sein. Bei der Studie von Abdel-Khalik et al.
(1980) wurden 20 an IHA erkrankte Patienten auf das MHC-I-Allel HLA-B8 untersucht. 40
gesunde Probanden dienten als Kontrollgruppe. HLA-B8 kam signifikant gehduft bei den an
IHA erkrankten Patienten vor wie auch eine deutliche Homozygotie des Allel HLA-Bw6 und
eine signifikante Reduktion des Allel HLA-Bw4 bei diesen Patienten zu finden war.

Andere Studien beschiftigten sich mit einem mdglichen Zusammenhang von bestimmten
MHC-I-Allelen und dem Therapieerfolg. Bei der Behandlung von Humanpatienten mit pIHA
stellte sich heraus, dass Patienten mit einer aplastischen Andmie, die das HLA-DR2 Allel
besaBlen, eher positiv auf immunsuppressive Behandlung reagierten (Rugman et al. 1990;
Nakao et al. 1992). Dies sprach dafiir, dass es sich bei Patienten mit einer aplastischen
Anémie, die das Allel HLA-DR2 Allel besitzen, eher um eine Autoimmunreaktion handelt. In
einer weiteren Studie wurde dann untersucht, ob bestimmte HLA-II-Allele mit einer
autoimmunen aplastischen Andmie im Zusammenhang stehen konnten (Nakao et al. 1994).
Dabei wurde festgestellt, dass Patienten mit einer aplastischen Andmie, die den MHC-
Haplotyp DRB1*1501/DQA1*0102/DQB1*0602 besallen, besser auf eine Cyclosporin-
Therapie reagierten als Patienten mit einem anderen Haplotyp.

Beim Hund findet sich bisher eine einzige Studie liber den Zusammenhang von pIHA und
dem DLA-II (Kennedy et al. 2006b). Dabei wurden 108 an pIHA erkrankte Hunde getestet.
Folgende Kriterien mussten erfiillt werden, um als krank eingestuft zu werden:
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1. eine Andmie mit einem Hdmatokrit unter dem Referenzbereich (37%-55%)

2. ein positiver Coombs-Test

3. keine Primérerkrankung, die zu einer Andmie hétte fithren kdnnen.
Eine Uberreprisentation von Englischen Cocker Spanieln (16,5%) und Collies (13,8%) war in
dieser Studie auffillig. Zusitzlich wurden 178 Kontrollhunde jener Rassen, die denen der an
pIHA erkrankten Hunden entsprachen, MHC-typisiert. Dabei wurden die Haplotypen DLA-
DRB*00601/DQA*005011/DQB*00701 und DLA-DRB*01501/DQA*00601/DQB*00301
als potentielle Risiko-Haplotypen fiir eine Erkrankung an pIHA definiert. Dagegen zeigten die
Haplotypen DLA-DRB*001/DQA*00101/DQB*00201 und DLA-
DRB*015/DQA*00601/DQB*02301 eine negative Korrelation zum Auftreten der IHA und
wurden als protektive Haplotypen beschrieben (Kennedy et al. 2006b). Ein zweiter
Testdurchlauf wurde mit Unterscheidung von Wirme- und Kaélteagglutinationen
durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt, dass der Haplotyp
DRB*00601/DQA*005011/DQB*00701 nur bei den Fillen mit einer Wirmeagglutination
iiberreprasentiert war, wihrend der Haplotyp DRB*01501/DQA*00601/DQB*00301 sowohl
bei den Wiarme- als auch Kailteagglutinationen gehduft vorkam. Der Haplotyp
DRB*001/DQA*00101/DQB*00201 wurde in der Gruppe der wirmeagglutinierenden
Patienten zwar seltener vorgefunden, war aber in der kilteagglutinierenden Gruppe deutlich
erhoht. Der andere im ersten Testdurchlauf als protektiv bezeichnete Haplotyp DLA-
DRB*015/DQA*00601/DQB*02301 war sowohl in der wirme- als auch in der
kilteagglutininerenden Gruppe signifikant unterreprasentiert. Ein dritter Testdurchlauf wurde
unter Beriicksichtigung der betroffenen Rassen durchgefiihrt und zeigte, dass Doberminner
keine MHC-Unterschiede zwischen kranken und gesunden Hunden aufwiesen. Bei den
Collies fand sich eine nicht signifikante  Unterreprdsentation von DLA-
DRB*002/DQA*00901/DQB*00101, wéhrend gesunde Labrador Retriever — im Gegensatz
zZu den kranken Labrador Retrievern — den Haplotyp DLA-
DRB*015/DQA*00601/DQB*02301 besallen. 16 von 17 kranken Cocker Spanieln hatten den
Haplotyp DLA-DRB*00601/DQA*005011/DQB*00701. Parallel dazu trugen aber auch 26
von 28 gesunden Cocker Spanieln den Haplotyp DRB*00601, 20 der gesunden Hunde den
Haplotyp mit DQB*00701 und 12 gesunde Hunde einen Haplotyp mit DQB*02001. Bei den
Englischen Springer Spanieln war der Haplotyp DLA-DRB*015/DQA*00601/DQB*00301
bei 31,3% der an IHA erkrankten Hunden vorhanden. Derselbe Haplotyp wurde im Vergleich
dazu bei 20% der gesunden Hunde gefunden. Ebenfalls zeigten die erkrankten Hunde eine
Haufung des Haplotypen DLA-DQB*00101/DQA*00201/DQB*01303 in 37,5% der Fille,
verglichen zu 13,3% in der gesunden Kontrollgruppe (Kennedy et al. 2006b). Die Ergebnisse
zeigen, dass bestimmte genetische Pradispositionen fiir eine pIHA nachweisbar sind, jedoch
abhingig von der erkrankten Rasse und der Pathophysiologie betrachtet bzw. bewertet werden
miissen.

4.3.3. Familifires Vorkommen

In der Humanmedizin wurde das vermehrte Vorkommen der IHA in einigen Familien
untersucht und auch in Verbindung mit anderen Autoimmunerkrankungen gebracht. Bereits in
den 60er Jahren wurde ein familidres Vorkommen von IHA beschrieben: 20% der Patienten
mit [HA hatten Verwandte, die an anderen immunbedingten Erkrankungen litten (Pirofsky
1968; Pirofsky 1969). Eine andere Studie von 1977 berichtete von dem Auftreten von [HA
bei zwei Schwestern, die allerdings unterschiedliche Therapieansétze benotigten (Toolis et al.
1977). 1982 untersuchte Lippmann das Vorkommen von Autoimmunerkrankungen (IHA,
ITP, Lupus erythematodes, rtheumatoide Arthritis) in zehn Familien. Unterschieden wurde
zwischen Familienmitgliedern, die eine Autoimmunerkrankung aufwiesen und angeheirateten
Probanden. Interessanterweise wiesen die Familienmitglieder zu 21% eine Immunerkrankung
auf, im Gegensatz zu 0% bei den Nicht-Blutsverwandten. Ebenfalls zeigten in acht Familien
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mit SLE 44% der Blutsverwandten serologische Verdnderungen, wihrend angeheiratete
Personen nur zu 4% eine serologische Verdnderung aufwiesen (Lippman et al. 1982). Es
wurde eine Vererbung von IHA, ITP und SLE nach dem autosomal-dominanten Modell
vermutet.

Die THA beim Hund zeigte ein deutliches familidres Vorkommen in Pedigrees, in denen
Autoimmunerkrankungen auftreten (Dodds 1983). Dodds fand je in einem Vizsla-Pedigree
und in einer Scottish Terrier-Familie ein gehduftes Vorkommen von IHA und Coombs-
positiven Hunden. Die vier Generationen umspannende Viszla-Familie zeigte, dass eine
Schwester und vier Tochter der Probandin einen positiven Coombs-Test aufwiesen. Der
Coombs-Test wurde jedoch jeweils nach einer Ovariohysterektomie negativ. Die Scottish
Terrier-Familie umfasste zwei Probanden, die beide an einer hdmolytischen Anédmie starben.
Die Mutter des einen Probanden war gleichzeitig die GroBmutter des zweiten verstorbenen
Probanden. Zusdtzlich wurden im selben Pedigree sechs weitere Hunde gefunden, die
Coombs-positiv waren. Alle Hunde waren auf dasselbe Urahnenpaar zuriickzufiihren.

Eine Segregationsanalyse zur systematischen Klarung der Heritabilitdtsrate wurde in beiden
Pedigrees nicht durchgefiihrt. Weiterhin trat die IHA als Begleiterkrankung bei caninem SLE
auf, welcher ebenfalls ein familidres Auftreten zeigen kann (Hubert et al. 1988). Familidrer
SLE wurde in einer Schidferhundfamilie gefunden: von 16 Familienmitgliedern wiesen 10
Hunde antinukledre Antikorper (ANA) auf, davon zeigten 5 Hunde klinische Symptome eines
SLE. Betroffen waren Hunde bis in die dritte Generation, in welcher auch noch zwei Hunde
schwer klinisch an SLE erkrankten (Monier et al. 1988). Eine weitere Studie berichtete neben
einem familiiren Auftreten von SLE in einem Schéferhund-Pedigree auch von moglichen
pradisponierenden MHC-Allelen (Teichner et al. 1990). Daher kann eine genetische und
familidre Komponente beim caninen SLE nicht mehr ausgeschlossen werden und kdnnte
somit einen Effekt auf die genetische Ursachen einer [HA haben.

4.3.4. Pradispositionen

In vielen Studien wird bei der pI[HA eine Préddisposition bestimmter Rassen beschrieben.
Dazu zéhlen insbesondere der Englische Cocker Spaniel (Dodds 1977; Klag et al. 1993;
Kellerman et al. 1995; Day 1996; Reimer et al. 1999; Burgess et al. 2000; Scott-Moncrieff et
al. 2001; Carr et al. 2002; Engelbrecht et al. 2002; Miller et al. 2004; Weinkle et al. 2005;
Kennedy et al. 2006b) und der Amerikanische Cocker Spaniel (Giger 2005). Daneben wurde
iiber ein gehduftes Vorkommen von pIHA beim Pudel (Dodds 1977; Kellerman et al. 1995;
Reimer et al. 1999) und Bobtail (Williams und Maggio-Price 1984; Jans et al. 1990;
Engelbrecht et al. 2002), Zwergschnauzer (Reimer et al. 1999; Burgess et al. 2000; Scott-
Moncrieff et al. 2001; Weinkle et al. 2005), Englischen Springer Spaniel (Reimer et al. 1999),
Collie (Klag et al. 1993; Reimer et al. 1999; Burgess et al. 2000; Miller et al. 2004; Kennedy
et al. 2006b), Labrador Retriever, Bichon Frise (Miller et al. 2004), Zwergpinscher (Miller et
al. 2004), Finnish Spitz (Miller et al. 2004) sowie Irish Red Setter (Dodds 1977) berichtet.
Zudem wurde ein saisonales Auftreten der pI[HA in einigen Untersuchungen beobachtet.
Diese zeigten ein erhohtes Vorkommen der pI[HA im Frithjahr und Sommer: Es wurde
festgestellt, dass 40% der Fille im Mai und Juni auftraten (Jackson und Kruth 1985; Day
1999). Andere Studien wiederum konnten keinen saisonalen Charakter der pIHA finden
(Burgess et al. 2000; Weiss und Brazzell 2006). Fiir akute klinische Episoden einer plHA
wurden zusitzlich bestimmte Stressfaktoren wie Trichtigkeit und Ostrus sowie Geburt und
Laufigkeit verantwortlich gemacht (Day und Mackin 2008a). Diese These fiihrte zu einem
moglichen Zusammenhang zwischen einem familidren Auftreten von IHA und Erkrankungen
des Reproduktionstraktes bei den an IHA erkrankten Hiindinnen (Dodds 1983).

Eine Hiaufung von kranken weiblichen Tieren zeigte sich in sehr vielen Verdffentlichungen
(Miller et al. 2004; Weinkle et al. 2005). Besonders weiblich kastrierte Hiindinnen waren
héufiger betroffen als ménnliche Hunde (Scott-Moncrieff et al. 2001; Carr et al. 2002). Eine

20



- Literatur -

Studie berichtete sogar von einer Uberreprisentation von sowohl weiblichen Hunden als auch
kastrierten Hunden beider Geschlechter (Weinkle et al. 2005). Allerdings war in anderen
Studien das Geschlechterverhéltnis zugunsten der ménnlichen Tiere verschoben (Engelbrecht
et al. 2002) oder auf die Geschlechter anndhernd gleich verteilt (Klag et al. 1993).

4.4. Anamnese und Klinik

Die Anamnese spielt eine wichtige Rolle bei der Diagnosestellung und zur Unterscheidung
zwischen primédrer und sekundarer I[HA. Im Wesentlichen wird Wert auf Auslandsaufenthalte,
Art und Zeitpunkt der letzten Impfung wund Laufigkeit, vorausgegangenen
Medikamentengaben, chronischen Erkrankungen, Zeckenbefall und Aufnahme von
moglichen Toxinen oder Zwiebeln gelegt.

Die pIHA kann unterschiedliche klinische Manifestationen aufweisen, die je nach beteiligter
Antikorperklasse und Schweregrad der Himolyse variieren. Zu den Symptomen der Anidmie
zdhlen neben blassen Schleimhéuten, Ikterus und Schwéche auch diese, die durch eine
Hypoxie in Organsystemen wie Leber, Lunge, Herz, Niere und Darm ausgeldst werden
(McCullough 2003). Symptome einer akuten Andmie konnen Kollaps, Tachypnoe,
Tachykardie und Anorexie sein (Day und Mackin 2008a). Eine Dyspnoe kann Zeichen eines
pulmonalen Problems, z. B. einer Thromboembolie sein (Giger 2005). Bei Vorliegen der sehr
seltenen Kilteantikdrper konnen Zyanose und Nekrose an den Extremititen ohne Anidmie in
der kalten Jahreszeit auftreten (Kohn und Giger 2006a).

Typische Laborbefunde, die jedoch nicht alle gleichzeitig und bei allen Fillen vorkommen,
sind: 1. Makroskopische oder mikroskopische Erythrozytenagglutination, die in einem Teil
der Fille nach dreimaligem Waschen der Erythrozyten in physiologischer NaCl-Lésung
persistiert, und 2. zahlreiche Sphirozyten im Ausstrich (Kohn und Giger 2006a). Haufig
findet man eine ausgepréigte Leukozytose mit oder ohne Linksverschiebung, Bilirubinurie,
Hyperbilirubindmie sowie Hamoglobindmie und —urie bei der selteneren intravaskuldren
Hémolyse. Ebenfalls sind oft die Leberenzyme, insbesondere die ALT erhoht. Eine
Thrombozytopenie tritt auf, wenn die pIHA durch eine Disseminierte intravasale Gerinnung
(DIC) kompliziert wird oder die IHA in Kombination mit einer immunbedingten
Thrombozytopenie auftritt (Evans’ Syndrom) (Kohn und Giger 2006a).

4.5. Diagnose

Bei einem Hund mit Verdacht auf IHA sollten labordiagnostische Untersuchungen neben der
Suche nach auslosenden Faktoren, die eine sIHA bedingen, im Vordergrund stehen. Zu den
labordiagnostischen Untersuchungen gehoren ein vollstdndiges Blutbild und die Bestimmung
klinisch-chemischer Parameter, ein Blutausstrich zur Beurteilung der
Erythrozytenmorphologie, Gerinnungsparameter und Untersuchung auf mogliche zugrunde
liegende Infektionserkrankungen. Die Diagnose wird mit Hilfe eines Coombs-Tests bestétigt.
Zusétzlich werden mit Hilfe von Rontgen und Sonographie mdgliche Primérerkrankungen
ausgeschlossen.

4.5.1. Erythrozyten und Hamatokrit

Die mittlere Uberlebenszeit von Erythrozyten beim Hund betrigt 100 - 120 Tage (Giger
2005). Bei der IHA ist die Uberlebenszeit deutlich verkiirzt, was zu erniedrigten
Héamatokritwerten (Hkt) fiihrt: Ein Hkt zwischen 9% und 33% (M 17,6) wurde bei an [HA
erkrankten Hunden zur Zeit der Diagnose bestimmt (Day 1996a). Andere Studien zeigten
einen durchschnittlichen Hkt bei den untersuchten Hunden von 15% (Klag et al. 1993) sowie
zwischen 10% und 23% (M 16,6%) (Engelbrecht et al. 2002). Weinkle et al. (2005) fanden
bei 151 Patienten bei Erstvorstellung Hkt-Werte zwischen 4% bis 35% (M 15%). Von den
untersuchten und an IHA erkrankten Hunden litten 88% an einer schweren Andmie mit einem
Héamatokrit von unter 20% (Klein et al. 1989). In einer anderen Studie wiesen bis zu 98%
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aller erkrankten Hunde ein Packed Cell Volume (PCV, Mikrohdmatokrit) von <25% auf
(Burgess et al. 2000).

4.5.2. Sphirozyten

Sphérozyten sind Erythrozyten, die durch Teilphagozytose durch das mononukleédre
Phagozytosesystem eine Membranschiddigung erlitten haben. Es handelt sich dabei um
Kugelzellen ohne zentrale Eindellung (Kohn und Giger 2006a). Eine Sphérozytose ist nahezu
pathognomisch fiir die IHA (Day und Mackin 2008a). 79% bis 95% der an IHA erkrankten
Hunden haben eine Spdrozytose (Reimer et al. 1999; Carr et al. 2002; Weinkle et al. 2005).
Im Gegensatz dazu sind Sphérozyten bei Komplement-vermittelter Hadmolyse selten
nachzuweisen, da hierbei durch die intravaskuldre Hamolyse eine komplette Zerstorung der
Erythrozyten stattfindet.

4.5.3. Erythrozytenagglutination

Eine Agglutination der Erythrozyten wird durch IgM oder IgG bewirkt. Eine Agglutination,
die auch nach dreimaligem Waschen mit physiologischer Kochsalzlosung persistiert, kann als
nahezu pathognomisch fiir eine IHA angesehen werden (Autoagglutination) (Klag et al.
1993). Agglutination muss von Rouleaux-Bildung (Geldrollen-Bildung) unterschieden
werden. Aus bisher nicht bekannten Griinden haben Erythrozyten die Eigenschaft, in
Anwesenheit von Plasma bei kilteren Temperaturen unspezifisch zu agglutinieren. Die
Zugabe eines Tropfens physiologischer Kochsalzlosung zu einem Tropfen Blut fiihrt bei
gesunden Tieren zum Aufbrechen dieser unspezifischen Agglutination. Bricht die
Agglutination nicht auf, so ist es wichtig zu bestimmen, ob die Agglutination nach
dreimaligem Waschen mit physiologischer Kochsalzlosung persistiert, was als wahre
Autoagglutination bezeichnet wird (Giger 2005).

In einigen Studie wurde eine Agglutination bei 40% (Scott-Moncrieff et al. 2001), 42% (Carr
et al. 2002) oder 52% (Duval und Giger 1996) aller an IHA erkrankten Hunde gefunden. In
diesen Studien wurde eine Autoagglutination definiert als persistierende Agglutination nach
Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlosung, ein Waschen der Erythrozyten wurde
allerdings nicht durchgefiihrt. Engelbrecht et al. (2002) hingegen fanden bei allen Hunden
(n=23) mit pIHA eine makroskopische Erythrozytenagglutination.

4.5.4. Direkter Coombs-Test (Direkter Antiglobulin-Test, DAT)

Der direkte Coombs-Test dient dem Nachweis von Erythrozyten-gebundenen Antikdrpern
und Komplementfaktoren. Dieser Test kann sowohl fiir eine Warmagglutination bei 37°C als
auch fiir eine mogliche Kaltagglutination bei 4°C durchgefiihrt werden. Ein positiver
Coombs-Test ist wichtig zur Diagnosestellung einer IHA (Giger 2005).

5. Immunbedingte Thrombozytopenie

5.1. Definition

Eine immunbedingte Thrombozytopenie ist charakterisiert durch die Bindung von
Antikoérpern an die Thrombozytenmembran sowie die vorzeitige Zerstérung der
Thrombozyten durch das mononukledre Phagozytosesystem (MPS) (Halliwell 1978). Die
normale Uberlebenszeit der Blutplittchen (7 Tage) wird dadurch deutlich verkiirzt (Kohn und
Giger 2006b). Die Entfernung der Pléttchen erfolgt schneller aus der Blutzirkulation als die
Knochenmarkproduktion sie erfolgreich kompensieren kann. Die Antigene auf den Pléttchen
werden von Fcy-Rezeptoren, die auf Makrophagen lokalisiert sind, erkannt und gebunden.
Obwohl in den meisten Fillen eine erhohte Produktion im Knochenmark zu beobachten ist,
treten auch Félle auf, in denen die Megakaryoerytopoiesis von Anti-Tc-Antikorper blockiert
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werden (Zhou et al. 2005). Beteiligt sind fast immer pléttchenassoziierte Immunglobuline,
besonders IgG, und/oder C3 (Karpatkin et al. 1971; Nel et al. 1983).

Wie bei der immunh@molytischen Andmie wird die immuninduzierte Thrombozytopenie in
eine primire und sekundére Form eingeteilt. Bei der primdren ITP (pITP), auch idiopathische
ITP genannt, ist der Stimulus fiir die Antikorperproduktion unbekannt, es handelt sich hierbei
immer um eine Ausschlussdiagnose (Lewis und Meyers 1996a).

Die sekundire immuninduzierte Thrombozytopenie (sITP) hingegen beruht im Gegensatz zur
pITP nicht auf autoimmunen Vorgingen: Einerseits wird die Antikdrperproduktion durch
Primérerkrankungen getriggert, andererseits werden auch Thrombozytenantigene durch
dullere Stimuli so veridndert, dass eine SITP enstehen kann. Zu den Ausldsern einer sITP
gehoren Infektionserkrankungen wie Ehrlichiose (Lewis et al. 1995b; Grindem et al. 1999),
Babesiose (Nagata 1993; Lewis et al. 1995b), bakterielle Infektionen (Wilkins et al. 1973),
Anaplasmose (Kohn et al. 2008) sowie virale Infektionen (Breitschwerdt 1988).
Immunreaktionen mit den Thrombozyten werden durch eine verdnderte Immunregulation,
Préasentation der Bakterien- oder Viren-Antigene auf der Thrombozytenoberflache, Hapten-
induzierte oder auch Immunkomplex-vermittelte Zerstorung der Plattchenmembran
herbeigefiihrt (Hoskins et al. 1988). Andere Griinde einer sITP konnen Medikamente (Moss
1980), Neoplasien (Engelbrecht et al. 2002) oder Impfungen (Dodds 1983a) sein. Wie bei der
sIHA kann auch die sITP im Rahmen einer anderen Autoimmunerkrankung, dem SLE,
vorkommen (Lewis et al. 1995b).

5.2. Primire immunbedingte Thrombozytopenie (pITP)

Die pITP ist ebenfalls unter den Namen idiopathische thrombozytopenische Purpura (Aster
1989), immune Thrombozytopenie (McMillan 1983) und autoimmune thrombozytopenische
Purpura (Karpatkin et al. 1981) bekannt. Bei der pITP handelt es sich um eine
Autoimmunerkrankung, die Antigene auf der Thrombozytenmembran sind korpereigene und
unverdnderte Antigene.

5.3. Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der pITP ist sowohl beim Menschen als auch beim Hund bisher ungeklirt,
allerdings wurden — anhand der Pathogenese — bereits verschiedene Hypothesen dariiber
aufgestellt, wie es zu einer plittchendeterminierten T-Helferzell-Aktivierung kommen kann.

5.3.1. Beteiligte Antikorper und Zielantigene

In der Humanmedizin lie§ sich bei 90% der Patienten mit ITP eine erhohte Menge an
oberflachengebundenem IgG nachweisen (Court et al. 1987). Allerdings fanden sich bei 95%
der Patienten mit chronischer ITP sowohl IgG-Antikorper allein als auch in Kombination mit
IgA oder IgM. Nur 5% der Fille wiesen IgM-Ak allein auf (von dem Borne et al. 1980). Beim
Hund geht man derzeitig davon aus, dass an der Oberfliche der Pléttchen gebundene
Antikorper der Klasse IgG angehoren, die mit einem direkten ELISA nachgewiesen werden
konnten. 19 an ITP erkrankte Hunde wiesen 1000-34000 plattchenassoziierte IgG-
Molekiile/Thrombozyt auf, die die Werte von gesunden Hunden mit 1000-5000 IgG-
Molekiile/Thrombozyt deutlich iiberstiegen (Lewis und Meyers 1996b). Sowohl beim
Menschen als auch beim Hund werden die antikoérpergebundenen Thrombozyten durch
Makrophagen des RES zerstort (Jain und Switzer 1981). Dabei werden Pldttchen, die nur
gering mit Antikorpern beladen sind, primédr durch Makrophagen der Milz, Pléttchen, die
schwer beladen sind, durch Makrophagen der Milz und der Leber phagozytiert. Die Plédttchen
iiberleben nur wenige Minuten bei Patienten mit ITP (Shulman und Reid 1994). Beim Hund
wurde die Uberlebenszeit von antikdrperbeladenen Plittchen noch nicht untersucht (Lewis
und Meyers 1996b).
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Von allen bekannten Pléttchenantigen, die moglicherweise Autoantigene darstellen konnten,
ist das Glycoprotein GPIIb/Illa am besten untersucht. GPIIb/Illa ist ein Plattchenintegrin,
welches aktivierungsabhidngig ein Rezeptor fiir Fibrinogen, Fibronektin und dem von-
Willebrand-Faktor darstellt (Brooks und Catalfamo 2005). Beim Hund wurden bisher die
Glykoproteine IIb und Illa bei einem Hund und das GPIIb allein bei drei Hunden identifiziert
(Lewis und Meyers 1996b).

5.3.2. Beteiligte Zellen

1991 konnte gezeigt werden, dass die humane chronische ITP auf einem CD4+-T-Zell-Defekt
beruht, wodurch periphere T-Zellen nach Stimulation mit autologen Plittchen IL-2
produzierten (Semple und Freedman 1991). IL-2 ist das wichtigste Signal fiir die T-
Helferzelle. Nach Erkennen des Antigens, welches durch den MHC-II-Rezeptor auf
Lymphozyten préisentiert wird, schiittet die T-Helferzelle IL-2 aus. Dieses Signal wirkt
hauptsédchlich autokrin auf die T-Helferzelle. Durch eine intrazelluldre Signalkaskade kommt
es zur Aktivierung und klonaler Teilung der T-Zellen. Neben der autokrinen T-
Zellaktivierung wirkt IL-2 auch auf B-Lymphozyten und natiirliche Killerzellen mit dem
gleichen Effekt. Daraus ldsst sich ableiten, dass die pITP unter anderem aus einem T-
Helferzellen-Defekt resultiert, welcher autoreaktive B-Zellen dazu anregen kann, sich zu
differenzieren und IgG zu bilden (Ware und Howard 1993).

5.3.3. MHC und ITP

Karpatkin hat sich in den 80er Jahren intensiv mit einer moglichen genetischen Pradisposition
der pITP beschiftigt und in diesem Zusammenhang die Rolle des MHC untersucht (Karpatkin
et al. 1981). Bereits 1981 wurde ein gemeinsamer Haplotyp bei vier humanen
Familienmitgliedern, die allesamt an ITP litten, erkannt. Es handelte sich dabei um zwei
Gene: dem MHC-I-Allel HLA-B8 und dem MHC-II-Allel, HLA-DR3 (Karpatkin et al. 1981).
Seitdem wurde in zahlreichen Studien ein moéglicher Zusammenhang zwischen MHC-Allelen
und der pITP charakterisiert. Allerdings waren die Resultate kontrovers. Eine Studie
untersuchte HLA-A, -B und -C und HLA-DR bei an ITP erkrankten Menschen und konnte
keine signifikante Assoziation finden, obwohl HLA-Bw38 gehiuft bei ITP-Patienten vorkam
(Helmerhorst et al. 1982). Eine weitere Studie liber den Zusammenhang zwischen der ITP
und HLA-A, -B, und -C und HLA-DR und -DQ mit Hilfe der Untersuchungen von
Restiktionsfragmentldngenpolymorphismen (RFLP) fiihrte auch zu dem Ergebnis, dass keine
Assoziation zwischen dem Auftreten der ITP und MHC-I bzw. MHC-II-Allelen bestand
(Gaiger et al. 1994). Die Problematik in dieser Untersuchung war es, zwischen primérer ITP
und sekundérer ITP zu unterscheiden. Daher wurden die Patienten in Untergruppen eingeteilt:
eine erste Gruppe mit Probanden, die sich nach einer Steroidtherapie oder Splenektomie
gebessert hatten, und eine zweite Gruppe mit Probanden, die nach einer Steroidtherapie und
Splenektomie keine Besserung aufwiesen. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die
Patienten, die sich auf Splenektomie gebessert hatten, dem Genotypen HLA-DPB*0402
angehorten. Aber dies war statistisch nicht signifikant (Gaiger et al. 1994). 2002 fiel in einer
Veroffentlichung auf, dass HLA-A2 héufiger bei ITP-Patienten auftrat, besonders bei den
weiblichen Patienten. Zudem war HLA-A2 das Allel, welches in erhohter Frequenz bei den
Patienten gefunden wurde, die sich nachweislich nach einer Splenektomie besserten.
Allerdings waren diese Ergebnisse ebenfalls nicht signifikant und bediirfen Untersuchungen
mit einer hoheren Anzahl von Probanden (Stanworth et al. 2002).

Andere Studien wiederum berichteten von statistisch signifikanten Assoziationen zwischen
bestimmten MHC-Allelen und ITP-Patienten: In einer Verdffentlichung von 1977 wurden
tiberwiegend HLA-B8 und -B12 bei erwachsenen ITP-Patienten gefunden (Goebel et al.
1977). Zwei Jahre spiter wurde ein Zusammenhang zwischen juveniler akuter ITP und HLA-
Aw32 (Evers 1979) und zehn Jahre spiter eine Verbindung zwischen HLA-A28 und
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chronischen ITP-Patienten bestétigt (el-Khateeb et al. 1986). Auch HLA-DRw2 war im
Linkage Disequilibrium mit HLA-A3 und HLA-B7 oder auch mit HLA-A26 und HLA-Bw38
signifikant bei manchen ITP-Patienten erhoht (Karpatkin et al. 1979). Eine weitere Studie
fand eine erhohte Frequenz von HLA-Bw56, einer Abspaltung von HLA-Bw22, sowohl bei
an ITP erkrankten Erwachsenen, als auch bei an ITP erkrankten Kindern (Gratama et al.
1984). Zudem konnte in dieser Studie festgestellt werden, dass Patienten mit einer niedrigen
HLA-DR4 Frequenz wesentlich besser auf eine Prednisolon-Therapie reagierten. Auch die
Reaktion der Patienten auf eine Splenektomie wurde mit dem HLA-Status in Verbindung
gesetzt. Dabei wurde festgestellt, dass bei allen 22 Patienten, die sich nach einer
Splenektomie nicht erholt hatten, das HLA-LB4, einer Absplitterung von HLA-DR4, fehlte
(Gratama et al. 1984).

In einer japanischen Studie wurden 83 japanische, an ITP erkrankte Patienten auf MHC-II
Allele im Zusammenhang mit den Ig-Allotypen im Vergleich zu 114 gesunden
Kontrollpatienten untersucht. Zusammgefasst konnten folgende Ergebnisse aufgezeigt
werden:

1. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von ITP und dem DPB1*0201.
2. Eine selteneres Vorkommen des Haplotyps DRB1*0101/DQB1*0501/DPB*0402
bei an ITP erkrankten Patienten.
3. Das Vorliegen des Haplotypen DRB1*0405/DQB1*0401 und anti-GPIIb-II1a-
Antikorpern korrelierte positiv mit einer schlechten Effizienz einer Splenektomie.
Ein moglicher Zusammenhang zwischen MHC-Allelen und den Zielglykoproteinen wurde in
einer Studie von Kuwana festgestellt: Deutliche Assoziationen wurden zwischen Antikorper,
die gegen GPIIb/Illa gerichtet sind und dem Haplotyp DRB1*0803/DQB1*0601 und
zwischen GPIb/IX-Antikorper und dem Haplotyp DRB1*0405/DQB1*0401 gefunden
(Kuwana et al. 2000). Daraus liel sich schlieen, dass die Produktion der bei der ITP
beteiligten anti-Glykoproteine von bestimmten HLA-II-Genprodukten beeinflusst wird.
Pathogene anti-Glykoprotein-Antikdrper banden vermutlich an die Oberfliche von Pléttchen,
damit reflektierte die Menge der anti-Glykoprotein-Ak die autoimmune Situation im Korper
der ITP-Patienten. HLA-II-Genprodukte scheinen dieser Studie nach eine limitierte Rolle bei
der Prédisposition fiir die ITP zu spielen, allerdings sind diese Genprodukte involviert bei der
Produktion von anti-Glykoprotein-Antikorpern (Kuwana et al. 2000).

5.3.4. Familifires Vorkommen

Wie bei der pI[HA wurde in den 60er Jahren auch das familidre Auftreten von ITP beim
Menschen eingehend untersucht (Wooley 1956; Wilson et al. 1963). 1978 wurde in einer
Studie die Familienhistorie von ITP-Patienten auf immunbedingte Erkrankungen untersucht.
Dabei wurde von einem an ITP erkrankten Méddchen berichtet, deren Vater an rheumatoider
Arthritis litt und eine Tante miitterlicher Seite nach zwei Episoden einer Hepatitis ebenfalls
eine ITP entwickelte. Bei einem zweiten ITP-Patienten wurde festgestellt, dass der Vater eine
verkiirzte Thrombozyteniiberlebenszeit aufwies. Diese Studie zeigte auch, dass die ITP-
Patienten gemeinsam mit den Familienmitgliedern mit immunologischen Defekten einen
gleichen HLA-Haplotypen aufwiesen. Dies unterstreicht ein mogliches familidres Auftreten
der ITP und eine mogliche genetische Grundlage (Stuart et al. 1978). Eine Studie, die an der
Johns Hopkins Universitdt (Baltimore, Maryland) durchgefiihrt wurde, zeigte, dass von 21
chronischen ITP Patienten 3 einen Verwandten besallen, der auch an der ITP gelitten hatte
(Conley 1981). Erst kiirzlich wurde bei mehreren Patienten eine positive Familienhistorie
entdeckt (Rischewski et al. 2006). Hier wurde festgestellt, dass 2,3% der 445 registrierten [TP
Patienten von positiven Féllen (ITP, anderer Art von Zytopenie oder Autoimmunerkrankung)
in der Familie berichten konnten. Sogar 80% dieser Patienten hatten einen betroffenen
Verwandten zweiten Grades. Einer der Probanden litt am Evans' Syndrom, ferner konnte
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gezeigt werden, dass der Vater und zwei Onkel von ITP betroffen waren. Eine
Segregationsanalyse wurde nicht durchgefiihrt (Rischewski et al. 2006). Bereits zehn Jahre
frither wurde in einer spanischen Studie bei fiinf Familienmitgliedern in zwei Generationen
die ITP diagnostiziert. Daraus erkannten die Autoren ein autosomal-dominantes
Vererbungsmuster der ITP in dieser Familie (Sanchez Fayos et al. 1994). Das familidre
Auftreten von ITP wurde auch in Zusammenhang mit anderen Autoimmunerkrankungen
gesetzt. Dabei wurde festgestellt, dass familidire Zusammenhinge, besonders auf der Basis
von HLA-Haplotypen, zwischen dem Auftreten von ITP, IHA, SLE und rheumatoider
Arthritis bestehen (Lippman et al. 1982).

Beim Hund wurde familidre ITP nur in Zusammenhang mit einem familidren Auftreten von
immunhdmolytischer Andmie berichtet. Dabei war eine Thrombozytopenie begleitend zu
einer immunhdmolytischen Anédmie bei sechs von 17 untersuchten Familienmitgliedern
festgestellt worden. Es wurde ein Plittchen-Faktor-3-Test zur Diagnose der Thrombozyten-
Antikorper  durchgefiihrt  (Dodds  1983).  Ausfiihrliche  Familienstudien  und
Segregationsanalysen beziiglich der primdren ITP wurden beim Hund bisher in der Literatur
allerdings nicht beschrieben.

5.3.5. Pridispositionen

Untersuchungen zum Geschlechterverhdltnis bei der pITP schwanken zwischen einer
Ausgeglichenheit von weiblichen (53%) und méinnlichen (47%) Hunden (Jans et al. 1990)
und einer Uberreprisentation von weiblichen Tieren von 69% (Williams und Maggio-Price
1984) bzw 62% (Lewis et al. 1995b). Eine andere Studie fand in einer pITP-Population
ebenfalls eine Pradisposition weiblicher Hunde (n=11) (73%), verglichen zu den mannlichen
Probanden (n=4) (27%) (Engelbrecht 2001). Eine Uberreprisentation weiblicher an pITP
erkrankter Hunde ergab auch eine Studie von Putsche und Kohn (2008), in der 73% aller
betroffenen Hunde weiblich waren (n=22).

Unterschiedliche Verdffentlichungen berichteten von einer Pradisposition bestimmter Rassen:
Dazu zéhlen insbesondere English Cocker Spaniel, Pudel und Altenglische Schiaferhunde. In
einer Studie von Williams und Maggio-Price (1984) waren Pudel (20%), Altenglischer
Schéferhund (9%) und Cocker Spaniel (7%) gegeniiber anderen Rassen iiberreprisentiert.
Allerdings gehorten 31% der Patienten Mischlingshunden an. Eine andere Studie stellte bei
15 erkrankten Patienten 4 Pudel (27%) und 3 Cocker Spaniel (20%) fest (Jans et al. 1990).
Der Anteil von Mischlingshunden lag in dieser Studie bei 27%. Engelbrecht berichtete von
einer Uberreprisentation von Cocker Spaniel (20%) und Golden Retriever (20%)
(Engelbrecht 2001). Andere Angaben beziehen sich auf eine Haufung von Rottweiler (10%),
Cocker Spaniel (6,6%), Golden Retriever (6,6%) und Deutschem Schéferhund (6,6%)
(Putsche und Kohn 2008).

Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in der Regel bei 6 Jahren (Wilkins et al. 1973),
6,3 Jahren (Williams und Maggio-Price 1984), 6,1 Jahren (Engelbrecht 2001) und 4,7 Jahren
+2,8 Jahren (Putsche, 2008). Im Allgemeinen wird der Bereich zwischen 7 Monaten und 14
Jahren angegeben (Wilkins et al. 1973), somit konnen Hunde jeden Alters erkranken.

5.4. Anamnese und Klinik

Die ITP tritt meist akut oder perakut auf. Die Anamnese spielt eine wichtige Rolle fiir eine
Unterscheidung zwischen einer pITP und einer sITP. Dazu gehoren Fragen nach
Vorerkrankungen, Medikationen, Auslandsaufenthalten bzw. Herkunft des Hundes, Zeitpunkt
und Art der letzten Impfung, Zeckenbefall sowie die mogliche Aufnahme von Toxinen. Der
Patient wird zumeist mit Symptomen einer primdren Hdmostase vorgestellt: Typisch sind
Oberflichenblutungen (z.B. Petechien, Ekchymosen, Zahnfleischblutungen) (Putsche und
Kohn 2008). Seltener wird auch von Epistaxis, Hamaturie, skleralen und retinalen Blutungen
berichtet (Joshi und Jain 1976; Jackson und Kruth 1985). Am héufigsten wurden in einer
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Studie Petechien in der Haut/Schleimhaut (66%) sowie Zahnfleischbluten (26%) und Meldna
(20%) erwéhnt (Engelbrecht 2001). Trotz sehr niedriger Plittchenzahlen kénnen auch keine
oder nur geringgradige Blutungen auftreten. Viele Hunde erleiden einen schweren
Blutverlust, der zu einer Anémie fiihrt (Williams und Maggio-Price 1984). Eine Andmie kann
durch eine Blutungsandmie bedingt sein oder aufgrund des gleichzeitigen Vorliegens einer
[HA (Evans' Syndrom) vorkommen (Evans et al. 1951).

5.5. Diagnose

5.5.1. Thrombozyten

Eine Thrombozytenzéhlung ist unerlédsslich fiir eine Diagnose der ITP. In der Literatur
werden unterschiedliche Angaben iiber Thrombozytenzahlen bei der ITP gemacht,
angefangen bei 0-38.000/ul (Halliwell 1978), iiber 3000-60.000/ul (Joshi und Jain 1976) hin
zu 500-66.000/ul (Jackson und Kruth 1985). Eine Blutungsneigung wurde bei einer
Plédttchenanzahl <30.000/ul beobachtet, allerdings lag bei 80% der 54 Patienten die
Thrombozytenzahl bei <10.000/ul (Williams und Maggio-Price 1984). Diese Studien
unterschieden jedoch nicht strikt zwischen einer priméren und einer sekundéren ITP.

Andere Studien berichteten iiber Hunde mit Thrombozytenzahlen von 0-111G/1, wobei 76,7%
(n=23) der vorgestellten Hunde (n=30) Thrombozytenzahlen < 30G/l zeigten (Putsche und
Kohn 2008). Engelbrecht (2002) stellte bei 14 von 15 an pITP erkrankten Hunden (93%)
Thrombozytenzahlen von <30.000/ul fest. Bei diesen beiden Studien wurde eine pITP durch
bestmdglichen Ausschluss aller Fremderkrankungen diagnostiziert.

5.5.2 Nachweismoglichkeiten zur Bestimmung von Thrombozyten-gebundenen-
Antikorper

Der Nachweis thrombozytengebundener Antikérper deutet auf eine immunbedingte
Zerstorung der Thrombozyten hin, wobei aber nicht zwischen primérer und sekundéirer ITP
unterschieden werden kann. Ein negatives Testergebnis bei einem nicht mit Glukokortikoiden
vorbehandeltem Hund ist bei primérer ITP selten (Kohn et al. 2000a).

In der Humanmedizin klassifizierte Kelton (1995) die verschiedenen Nachweisverfahren

zur Bestimmung von antithrombozytiren Antikorpern in 3 Gruppen:

Phase-I-Tests sind indirekte Nachweisverfahren, die auf plittchenabhingigen funktionellen
Indikatoren (Aktivierung mit Freisetzung von radiomarkiertem Serotonin aus den
Pléittchengranula, Aggregation oder Verfiigbarkeit der koagulierenden Aktivitét des Pléttchen-
Faktor-3) basierten (McPherson 1998). Beim Plittchen-Faktor-3-Test wird iiber eine
verdnderte Gerinnungszeit auf das Vorhandensein von antithrombozytiren Antikdrpern
geschlossen. Man geht davon aus, dass durch die Anwesenheit von Tc-gebundenen
Antikdrpern Pléttchen-Faktor-3 aus den Thrombozyten freigesetzt wird und dadurch der
Gerinnungskaskade zur Verfiigung steht (Karpatkin und Siskind 1969). Der Pléttchen-Faktor-
3-Test hatte eine weite Verbreitung in der Veterindrmedizin, jedoch fehlt es ihm an Spezifitit
und die Sensitivitdt ist sehr variabel, so dass er als Nachweisverfahren nicht empfohlen
werden kann (Scott 2000).

In Anlehnung an die Humanmedizin entwickelten Kristensen et al. (1994a) einen indirekten
Plattchen-Immunfluoreszenz-Test (PIF-Test) zum Nachweis von antithrombozytiren
Antikorpern im Serum von Hunden mit ITP. In einer weiteren Untersuchung wurde ein
durchflusszytometrisch ~ (FC-PIFA) und mikroskopisch (MI-PIFA) durchgefiihrter
Immunfluoreszenztest zum Nachweis zirkulierender Pldttchenantikorper im Serum
verglichen. Zwischen den Verfahren konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Sensitivitdt nachgewiesen werden und die Spezifitit lag bei beiden bei 100% (Kristensen et
al. 1994b).
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Phase-II-Tests messen Ig oder Komplement, entweder auf der Oberflache der gewaschenen
Thrombozyten oder innerhalb der Thrombozyten, nachdem sie lysiert wurden. Dies sind die
sogenannten plattchenassoziierten Ig (PAlg) (Kelton 1995). Zum Nachweis der Ig werden
Antikorper eingesetzt, die entweder an Radioisotope, fluoreszierende Stoffe oder Enzyme
gekoppelt sind (McPherson 1998).

Eine verbreitete Methode zur Ermittlung der Menge fluoreszierender Antikorper, die an Ig
oder Komplement auf der Thrombozyten-Oberfliche gebunden sind, ist die
Durchflusszytometrie (Rosenfeld et al. 1987; Christopoulos et al. 1993; Hagenstrom et al.,
2000). Das Verfahren hatte bei Hunden mit ITP eine Sensitivitdt von 90% (19/21) und bei
Hunden mit einer nicht immunvermittelten Tc-penie eine Spezifitdt von 82% (23/28) (Lewis
et al. 1995¢). Die Durchflusszytometrie ist ein einfaches und schnelles Nachweisverfahren,
bei dem nur eine geringe Menge an Blut benétigt wird (LEWIS et al. 1995a; Lewis et al.
1995¢).

Phase-III-Tests weisen das Bindungsverhalten der AK gegen spezifische Proteine auf den
Thrombozyten nach. Es gibt drei Hauptgruppen von Phase-III-Tests: Immunoblotting,
Immunprézipitation und Glykoprotein-Immobilisations-Test. Innerhalb der Glykoprotein-
Immobilisations-Tests gibt es ebenfalls zwei Gruppen. Dazu gehoren der Immunobead Assay
und der Monoclonal Antibody Immobilization Platelet Antigen Test (MAIPA) (Kelton 1995).
Der Immunoblot und die Immunprézipitation sind technisch anspruchsvoll und daher fiir die
Routinediagnostik nicht geeignet. MAIPA und Immunobead assay dagegen sind schnell,
einfach, reproduzierbar und hilfreich zur Messung von pléttchenassoziierten und im Plasma
oder Serum befindlichen Auto- und Alloantikdrpern mit einem hohen Grad an Sensitivitét
(McMillan 1990). Allerdings sind Phase-III-Tests fiir die Veterindrmedizin nicht etabliert.
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II1. Material und Methoden

1. Klinische Untersuchung

1.1. Patienten

Uber einen Zeitraum von 8 Jahren (1998 — 2006) wurden an der Klinik fiir kleine Haustiere
der FU Berlin Blutproben von an pIHA, pITP und am Evans' Syndrom erkrankten Cocker
Spanieln und Irish Settern gesammelt. Voraussetzung fiir die Aufnahme in die Studie war eine
ausfiihrliche Krankengeschichte, vollstindige Pedigree-Unterlagen und die Diagnose pIHA,
pITP oder Evans' Syndrom.

Das Kriterium fiir die Diagnose einer plHA war (1) eine Andmie mit einem Hématokritwert
unter dem Referenzbereich (42-56%) und (2) eine persistierende Agglutination (Material und
Methoden, Kap. 1.3.1) und/oder ein positiver Coombs-Test (Material und Methoden, Kap.
1.3.2).

Fiir die Diagnose einer pITP war (1) eine Thrombozytopenie mit einer Plittchenzahl unter
dem Referenzwert (190,000/ul-500,000/ul) und (2) der positive Nachweis von
Thrombozyten-gebundenen Antikdrpern mittels Durchflusszytometrie (Material und
Methoden, Kap. 1.4) notwendig.

Hunde mit einer Grunderkrankung, die eine sIHA oder sITP hétte verursachen konnen,
wurden ausgeschlossen. Auch durften fiir einen Zeitraum von 4 Wochen vor der Diagnose der
IHA oder ITP weder Medikamente noch Impfungen verabreicht worden sein, die eine
sekundére IHA hitten auslosen konnen.

Die Diagnose ,,Evans' Syndrom" wurde bei den Probanden gestellt, die sowohl an einer pIHA
als auch einer pITP erkrankt waren.

Zusitzlich wurden im selben Zeitraum (1998 — 2006) Blutproben von Hunden gesammelt, die
mit den erkrankten Hunden in verwandtschaftlicher Beziehung standen. Voraussetzung
hierfir ~war ebenfalls eine ausfiihrliche Krankengeschichte sowie eindeutige
Verwandtschaftsverhéltnisse. Stammbdume wurden mit Hilfe von Ahnentafeln erstellt.
Insgesamt handelte es sich um zwei Pedigrees mit erkrankten und gesunden Hunden: eine
English Cocker Spaniel-Familie mit 209 Mitgliedern (Zeitraum des Geburtsdatums 1977—
2005) und ein Irish Red Setter-Pedigree mit 147 Familienmitgliedern (Zeitraum des
Geburtsdatums 1983-2003).

Bereits verstorbene Hunde und Hunde, die aufgrund geographische Gegebenheiten nicht auf
eine IHA oder ITP untersucht werden konnten, wurden anhand eines Fragebogens auf das
mogliche Auftreten einer IHA und/oder ITP bewertet (Anhang 1). Bestehende tierdrztliche
Unterlagen dieser Fille wurden — soweit vorhanden — ausgewertet und mit einbezogen.
Zusiatzlich wurden vier nicht verwandte Hunde anderer Rassen, die an pIHA erkrankt waren,
in die Studie mit aufgenommen. Dabei handelte es sich um je einen Shih Tzu, Dogo Canario,
Dobermann und Staffordshire Terrier. Als gesunde Kontrollhunde wurden 4 Rhodesian
Ridgebacks in die Studie einbezogen.

1.2. Anamnese, Signalement und Eingangsuntersuchung

Von allen in die Studie eingegangenen Hunden wurden die Rasse, das Geschlecht, das Alter
sowie Erkrankungs- bzw. Testalter und die Verwandtschaftsverhéltnisse untereinander
betrachtet.

Eine ausfiihrlich Anamnese wurde bei allen Hunden durchgefiihrt. Sie umfasste:
Vorstellungsgrund, Auslandsaufenthalt, vorhergehende Erkrankungsepisoden, andere
Erkrankungen, Medikamentengabe, Impfstatus, Laufigkeitsstatus, Zeckenprophylaxe und
-befall.
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Kranke und gesunde Hunde, die in der Klinik fiir kleine Haustiere der FU Berlin vorgestellt
wurden, wurden einer klinischen Untersuchung unterzogen. Diese umfasste die Messung der
Korpertemperatur, Schleimhautfarbe, kapillire Fiillungszeit, Palpation der Lymphknoten,
Puls und Herzfrequenz, Pulsqualitit, Beurteilung von Atmungstyp und -frequenz,
Auskultation des Herzens und der Lunge sowie die Palpation des Abdomens. Alle an ITHA
und/oder ITP erkrankten Probanden (9 Cocker Spaniel, 7 Setter, 1 Dobermann, 1 Dogo
Canario, 1 Staffordshire Terrier, 1 Shih Tzu), die in die MHC-Studie eingingen, wurden an
der Klinik fiir kleine Haustiere der FU Berlin untersucht.

Auch bei allen gesunden Hunden wurde bei der Blutabnahme eine Allgemeinuntersuchung
durchgefiihrt. Nur bei 2 Probanden (Cocker Spaniel-Pedigree #135 und #70) konnte keine
Allgemeinuntersuchung gemacht werden. Bei einem Hund (#135) erfolgte die Blutabnahme
beim Haustierarzt im Zuge der Euthanasie. Bei dem zweiten Hund (#70) war die
Allgemeinuntersuchung nicht moglich, da er zu weit weg wohnte. Die Blutproben wurden mit
der Post eingeschickt und der Gesundheitszustand anhand bestehender haustierdrztlicher
Unterlagen bewertet und beide Probanden als ,,gesund* klassifiziert.

1.3. Diagnose IHA

Bei allen erkrankten Hunden wurden routinemifBig Laboruntersuchungen durchgefiihrt. Diese
erfolgten gemdf Standardverfahren und beinhalteten 1. eine hdmatologische Untersuchung
(CELL DYN 3500, Fa. Abbott, Wiesbaden-Delkenheim), 2. das Differentialblutbild mit einer
May-Griinwald-Farbung, 3. eine Retikulozytenz&hlung mit einer Brillantkresylblaufirbung
(Sarstedt, Niimbrecht) und 4. eine klinisch-chemische Untersuchung des Blutes mit dem
Analysegerit Konelab 301 (Thermo Electron GmbH, Dreieich) aus Heparinplasma.

1.3.1. Agglutination der Erythrozyten

Die Agglutination der Erythrozyten wurde vor und nach dem Waschen der Erythrozyten
sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch beurteilt.

Ein Tropfen Blut wurde mit einem Tropfen isotoner Kochsalzlosung auf einem Objekttrager
versetzt, um eine eigentliche Agglutination von einer Rouleaux-Bildung unterscheiden zu
konnen. Blieb eine Agglutination bestehen, wurde ihr Grad als 1+, 2+, 3+ und 4+ bezeichnet.
Wurde makroskopisch keine Agglutination erkannt, wurde diese mikroskopisch beurteilt.
Zusitzlich wurden die Erythrozyten einem 3-fachen Waschvorgang mit NaCl unterzogen. Die
griindlich aber vorsichtig aufgemischten Erythrozyten wurden pro Waschvorgang 2-3
Minuten lang bei 1500 Umdrehungen zentrifugiert. Die Spiilfliissigkeit und der ,,Buffy coat*
wurden von den Erythrozyten vorsichtig abgesaugt. Nach dem Waschen der Erythrozyten
wurde erneut auf Agglutination untersucht. Lie3 sich makroskopisch keine Agglutination
feststellen, so wurde noch mikroskopisch untersucht. Bei positiver Reaktion lag eine
sogenannte persistierende Agglutination vor.

1.3.2. Direkter Coombs-Test (direkter Antiglobulin-Test, DAT)

Der direkte Coombs-Test dient dem Nachweis von Antikorpern, die an Erythrozyten
gebunden sind. Er wurde im doppelten Ansatz mit EDTA-Blut bei 4°C (Kaltansatz) und 37°C
(Warmansatz) durchgefiihrt. Verwendet wurden monospezifische Antisera (rabbit-anti-dog
IgG [Dianova, Hamburg], goat-anti-dog IgM [ICN Biomedicals, Eschwege] und goat-anti-
dog C3 [ICN Biomedicals, Eschwege]) in einer Verdiinnungsreihe von 1:20, 1:40, 1:80,
1:160, 1:320 und 1:640. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn eine Agglutination der
Erythrozyten stattgefunden hatte (Engelbrecht et al. 2002).
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1.4. Untersuchung auf Thrombozyten-gebundene Antikorper

Die Untersuchung auf Thrombozyten-gebundene Antikorper wurde an der Tierdrztlichen
Hochschule Hannover (Arbeitsgruppe Immunologie) durchgefiihrt. Als Testprinzip diente die
Durchflusszytometrie mit Doppelfluoreszenz (FACScan, Becton-Dickinson, Heidelberg). Die
Thrombozyten-Population wurde aufgrund von GréBe und Komplexitit (d.h. Granularitit und
Oberflachenrelief der Thrombozyten) definiert. Nach Separierung und Waschung der
Thrombozyten wurden diese mit einem monoklonalen Antikdrper gegen Thrombozyten-
Antigene (mAK 17-15, Code 3W-098) und einem Phycoerythrin-konjugierten polyklonalen
Antikorper (rotfluoreszierender Ak) gegen Maus-Immunglobuline markiert. Dadurch konnten
Partikel in  Thrombozyten-GroBe, die keine Thrombozyten darstellten (z.B.
Erythrozytenfragmente), von Thrombozyten unterschieden werden. Mit Fluorescein-
konjugierten polyklonalen Antikorpern (goat-anti-dog [H+L]) gegen canines Immunglobulin
(griinfluoreszierender Ak) wurden jene Thrombozyten bestimmt, die mit Antikdrpern beladen
waren (Kohn et al. 2000a).

1.5. Weitere Untersuchungen

Um potenzielle Ausloser einer sekundédren IHA bzw. ITP auszuschlieBen, wurden bei Hunden
mit Verdacht auf pIHA und/oder pITP weiterfiihrende Untersuchungen durchgefiihrt. Dazu
gehorten Rontgenaufnahmen von Thorax und Abdomen in latero-lateralem und ventro-
dorsalem Strahlengang, eine sonographische Untersuchung des Abdomens, Harnuntersuchung
mittels Combur’-Teststreifens (Boehringer, Mannheim), die Bestimmung der Harndichte, eine
mikrobiologische Untersuchung des Harns und eine Sedimentuntersuchung. Zusitzlich
wurden  Infektionserkrankungen  durch  serologische und  molekularbiologische
Untersuchungen ausgeschlossen. Dazu zéhlte routineméBig die Untersuchung auf Babesia
canis. Proben, die im Zeitraum nach Oktober 2005 gesammelt wurden, wurden auch
routinemaBig auf Anaplasma phagozytophilum, teils auf Hdamoplasmen getestet. Ein Test auf
Ehrlichiose (E. canis) und Leishmaniose wurde nur bei entsprechendem Auslandsaufenthalt
eingeleitet. Alle Untersuchungen erfolgten am Institut fiir Vergleichende Tropenmedizin und
Parasiologie (Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen).

2. Molekularbiologische Untersuchungen

2.1. Probenentnahme

Als Material fiir die DNA-Isolierung dienten Blutproben, die im Zeitraum von 1998 bis 2006
an der Klinik fiir kleine Haustiere der FU Berlin gesammelt wurden. Das EDTA-
antikoagulierte Blut wurde entweder aus der Vena saphena, Vena cephalica oder der Vena
jugularis entnommen und fiir die weitere Verwendung bei -70°C gelagert. Damit keine
Kontaminationen bei der Probenentnahme entstehen konnten, wurden die Hidnde zwischen
den einzelnen Schritten griindlich gereinigt und desinfiziert. Zur Probenentnahme wurde
ausschlieBlich steriles Einwegmaterial verwendet.

2.2. Probanden

Bei allen gesammelten Cocker Spaniel- und Irish Setter-Proben lagen vollstindige Pedigree-
Daten zum jeweiligen Tier vor. Um eine Doppelbeprobung einzelner Tiere zu vermeiden,
wurden genaue Aufzeichnungen iiber Entnahmedatum, Tier- und Besitzername durchgefiihrt.
Eine genaue Auflistung der Probanden ist in Tab. 2 aufgefiihrt.

Von den gesunden Cocker Spanieln hatten 5 Cocker Spaniel einen negativen Coombs-Test
und einen negativen Test auf Thrombozyten-gebundene Antikorper, 3 weitere Cocker Spaniel
hatten einen negativen Coombs-Test. Diese 3 Hunde wurden nicht auf Thrombozyten-
gebundene Antikorper gestetet. Ein Cocker Spaniel wurde negativ auf Thrombozyten-
gebundene Antikorper getestet, bei diesem Probanden wurde kein Coombs-Test durchgefiihrt.
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Alle anderen als gesund klassifizierten Cocker Spaniel waren klinisch und hdmatologisch
unauffillig, es wurde jedoch weder ein Coombs-Test noch ein Test auf Thrombozyten-
gebundene Antikorper durchgefiihrt. Bei den 14 gesunden Irish Red Settern hatten alle
sowohl einen negativen Coombs-Test als auch einen negativen Test auf Thrombozyten-
gebundene Antikorper.

In Tab. 2 sind alle in dieser Studie untersuchten Patienten aufgelistet, eingeteilt nach
Hunderasse, Erkrankung und Geschlecht. Es lag keine unabhéngige Stichprobe vor, da alle
aufgelisteten English Cocker Spaniel bis auf zwei Ausnahmen miteinander verwandt waren
und alle Irish Red Setter einem Pedigree entstammten.

Rassen IHA ITP Evans' Syndrom gesund
(n= Gesamtzahl)
# Alter Sex # Alter Sex # Alter Sex | # Alter Sex
(Median) (Median) (Median)
Cocker Spaniel 2 4,6] 2w 3 |310,14) | 2w 4 5-10J 2w |23 3-171 | 10w
(n=32) 0m 1 wk () 1 wk ©J) 13 m
1 m
Irish Setter 4 0,5-517 2w 2 5917 lw 1 317 lw | 14| 2-13] 7w
(n=21) (4,2510)) 2m I m (&) 7 m
Dobermann 1 917 lw | - - - - - - - - -
(n=1)
Dogo Canario 1 1] Im | - -- -- --- -- -- -- --- --
(n=1)
Shih Tzu (n=1) 1 517 I mk | --- -—- -—- - -—- — | - - -—-
Staffordshire 1 71 1 mk | --- -- -- --- -- -- -- --- --
Terrier (n=1)
Rhodesian -—- -—- - - -—- -—- - -—- - | 4 37 2w
Ridgeback (n=4) 3) 2 m

Tab. 2: Ubersicht iiber die Stichproben fiir die DNA-Isolation, eingeteilt nach Rasse, Erkrankung, Geschlecht
und Erkrankungsalter (# = Anzahl, J = Jahre, w = weiblich, wk = weiblich kastriert, m = méannlich, mk =
mannlich kastriert)

2.3. DNA-Isolierung

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem vorher bei -70°C eingefrorenen, dann aufgetauten
Blut unter Verwendung des Qiamp DNA Blood Mini Kits (Qiagen, Hilden). Nach der Zellyse
und Proteinabtrennung wurde die DNA bei diesem Verfahren an eine selektive Membran
gebunden und nach mehreren Waschschritten mit einem Puffer eluiert. Das zugehorige
Protokoll war fiir humanes Blut ausgelegt und mufite fiir die Isolierung aus Hundeblut
modifiziert werden. Dabei wurde 100ul nicht geronnenes Vollblut mit 100ul HPLC-Wasser,
200ul AL Puffer (Qiagen, Hilden) und 30ul Proteinase K (Qiagen, Hilden) in einem 1,5ml
Reaktionsgefdl (Eppendorf-Tubes) 30sec griindlich durchmischt (Vortex) und dann im
Schiittelwasserbad bei 65°C fiir 20min inkubiert. Nach Hinzufiigen von 200ul Ethanol (96 %)
und 30sec Durchmischen (Vortex) wurde die Losung nach kurzem Abzentrifugieren in ein
QIAamp Spin Column (Qiagen, Hilden) pipettiert und zur Adsorption der DNA an die
QIAamp silica membrane (Qiagen, Hilden) bei 6000rpm fiir 4min zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen und ein neues Auffanggefdl montiert. Die Waschung erfolgte zweimalig
mit 500ul AWI1-Puffer (Qiagen, Hilden) und Zentrifugation bei 6000rpm fiir eine Minute
sowie mit 500ul AW2-Puffer (Qiagen, Hilden) und Zentrifugation bei 6000rpm fiir Imin. Das
Eluat wurde verworfen und die Sdulen auf ein neues Reaktionsgefdll montiert. Die gebundene
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DNA wurde nach einer Inkubation mit 100ul auf 60°C angewidrmtem Elutionspuffer (AE-
Puffer) im QIAamp Spin Column (Qiagen, Hilden) fiir Imin bei Raumtemperatur eluiert. Pure
eluierte DNA wurde nach Zentrifugation bei 14000rpm fiir Imin gewonnen. Die isolierte
DNA wurde in Eppendorf-Tubes bei -20°C eingefroren und aufbewahrt.

2.4. Genloci

Fiir die genetische Untersuchung der IHA/ITP/Evans' Syndrom-Patienten wurden Bereiche
des DLA-I und DLA-II als Kandidatengene bestimmt und sequenziert. Dabei wurden alle
bekannten codierenden Genloci im caninen MHC-I und MHC-II als relevant eingestuft und
auf Polymorphismen gepriift (Tab. 3):

Locus Chromosom Grofie (bp)

Canine MHC-Klasse I DLA-88 12 Ca. 1442 (Wagner et al. 2000)
DLA-79 18 Ca. 4833 (Burnett et al. 1995a)
DLA-12 12 Ca. 4662 (Wagner 2003)
DLA-64 12 Ca. 4504 (Wagner 2003)

Canine MHC-Klasse I DLA-DRA 1 12 Ca. 1762 (Wagner et al. 2005)
DLA-DRB  (exon 1) 12 Ca. 545 (Wagner 1996c¢)
DLA-DRBI1b (exon 2) 12 Ca. 270 (Angles et al. 2005a)
DLA-DQA1 (exon 1) 12 ca. 581 (Wagner 1996d)
DLA-DQAI1B (exon 2) 12 Ca. 246 (Angles et al. 2005a)
DLA-DQBI1 (exon 1) 12 Ca. 1018 (Wagner et al. 1998)
DLA-DQBIB (exon 2) 12 Ca. 267 (Angles et al. 2005a)

Tab. 3: Kandidatengene des caninen MHC fiir die Untersuchung der IHA und / oder ITP

Diese Genloci sind bereits an Hand des Boxergenoms identifiziert worden und online in der
Datenbank des NCBI erhiltlich (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Sequenzierte Loci wurden
zur Definition von Polymorphismen mit den Daten der NCBI-Datenbank abgeglichen.

2.5. Primerdesign

Zur Sequenzierung der Loci wurden Primer erstellt, die die zu untersuchenden
Kandidatengene flankieren. Das Primerdesign wurde mit Hilfe der Software Oligo 5.1.
(NBI/Genovus, Plymouth, MN) durchgefiihrt. Kriterien fiir die gesuchten Primer waren
folgende (Alphey 1998):

1. Primerldnge: Die Primerldnge sollte zwischen 20 und 25 Basenpaaren betragen, da
kiirzere Primer zu unspezifisch sind und die Gefahr sekunddrer Bindungsstellen
erhohen. Zu lange Primer flihren zu Reaktionen mit sich selbst (Self-annealing,
Loops).

2. Primer mit mehr als 3- bis 4-facher Abfolge einer Base waren zu vermeiden.

3. Annealingtemperaturen fiir beide flankierenden Primer sollten sich nicht um mehr als
2°C unterscheiden. Bei zu niedriger Temperatur gehen Primer unspezifische
Bindungen ein.

4. Die Reaktionstemperatur sollte im Allgemeinen 50°C bis 60°C betragen.

5. Der G/C-Gehalt des Primers sollte bei 50 bis 60% sein. Die G/C-Verbindung trégt
aufgrund ihrer dreifachen Wasserstoffbriickenbindung mafgeblich zur Stabilitit des
Primers bei.

6. Die Primer sollten mdglichst die Base G oder C am 3'-Ende enthalten.

Die nach den genannten Kriterien entwickelten Primer wurden im BLAST des NCBI mit den
Daten des Hundegenoms verglichen, so dass weitesgehend ausgeschlossen war, dass
vorliegende Primer auch an anderer Stelle im Hundegenom amplifizieren.
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2.5.1. Primeretablierung

Die Fertigstellung und Lieferung der Primer erfolgten von der Firma MWG (Ebersberg). Sie
wurden in lyophilisiertem Zustand gelagert und zur Anwendung mit einer angegebenen
Menge gereinigtem Wasser (HPLC) gelost. Die Primer wurden in 30ul Aliquots bei -20°C
eingefroren. Das Testen der Primer erfolgte in acht Durchgingen mit der DNA eines
gesunden Hundes. Zunédchst wurde die Annealingtemperatur, bei der beide flankierenden
Primer eine ideale Reaktion eingehen, bestimmt. Der Standard-Mastermix fiir die PCR ist in
Tab. 4 aufgefiihrt. Puffer, Q-Solution und Taq-Polymerase wurden von Qiagen (Hilden)
bezogen. Das PCR-Protokoll ist in Tab. 5 aufgezeichnet.

Reaktionskomponenten Eingesetztes Volumen

(Konzentration) (ud)

HPLC-Wasser 117

PCR-Puffer (10x)* 18

Q-Solution (5x) 36

d-NTPs (0,2mM) 1,9

Primer fwd (100ug/ul) 1,9

Primer rev (100ug/ul) 1,9

Taq Polymerase (5U/gl) 1,7

DNA 4

*= Enthilt 1,5mM MgCl,, pH 8,3
Tab. 4: Standard-Mastermix fiir PCR zur Primeretablierung, fiir 8 Proben berechnet (20 ul/ Reaktion)

Vorgang Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95°C 10 min
Denaturierung 35 94°C 45 sec
Primer Annealing 35 Primer-spezifisch 45 sec
Primer Extension 35 72°C 45 sec
Final Elongation 1 72°C 10 min

Tab. 5: PCR-Protokoll zur Primeretablierung

Zur Kontrolle der PCR-Produkte wurden die Proben mit 10ml Orange G vermischt und auf
ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. Das Gel wurde aus Agarose und 0,5%igem TBE-Puffer
unter Erhitzung hergestellt. Fiir eine Visualisierung der PCR-Produkte unter UV-Licht wurde
ein Tropfen Ethidiumbromid zugegeben. Als Lingenstandard wurde eine 1 kb-Standardleiter
verwendet. Sie diente der Bestimmung und Uberpriifung der GroBe der PRC-Produkte
zwischen 250 - 1000bp im 2%igem Agarosegel.

Die Elektrophorese wurde im 0,5%igen TBE-Puffer bei 120 Volt im Zeitraum von 20 min
durchgefiihrt. Das Gel wurde unter UV- Licht nach folgenden Kriterien ausgewertet:

1. Produktlinge: Die Produkte wurden mit einer standardisierten 1 kb-Leiter verglichen
um festzustellen, ob die Primer ein Produkt mit der entsprechenden Lénge
amplifizieren.

2. Annealing-Temperatur: Es wurde die Temperatur bestimmt, bei der das gewiinschte
Produkt eine einheitliche Bande zeigte. Nebenbanden sind ein Zeichen dafiir, dass die
Primer noch an anderer Stelle amplifiziert haben und somit nicht ausschlielich die
gewiinschten Produkte gebildet haben. Diese zusitzlichen Amplifikate konnen zu
falschen Ergebnissen bzw. Uberlagerungen in der Sequenzierreaktion fiihren und
waren somit unerwiinscht.

34



- Material und Methoden -

2.5.2. Primeriibersicht

Im Folgenden werden alle Kandidatengene einzeln aufgefiihrt und die Lokalisation der Primer
markiert. Eine Zusammenfassung aller verwendeter Primer ist in Tab. 6 mit Angabe der
Annealing-Temperatur und der GroBe des amplifizierten Produktes angegeben. Primer
werden immer in Sequenzierrichtung 5'-3' angegeben.

2.5.2.1. DLA-12

DLA-12 wurde in insgesamt in 6 Abschnitte unterteilt, um dhnlich groe Abschnitte mit max.
1200 Basen zu sequenzieren. Das Genom entstammte der NCBI-Datenbank mit der Acc.-No.:
U55026 (Burnett et al. 1997). Die PCR-Optimierung erfolgte im Temperaturgradienten. Die
vom Hersteller MWG angegebene Annealing-Temperatur diente als Mittelwert (+/- 4°C). Bei
der jeweils angegebenen Temperatur wurden im Vergleich zu einer 1kb Standardleiter PCR-
Produkte ohne Nebenbanden in gewlinschter Lange produziert.

2.5.2.1.1. DLA-12A

Als optimale PCR-Temperatur wurde 59°C festgelegt. Im Folgenden ist der Abschnitt DLA-
12A mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3"):

ACCACCTGAGATCCTGAGTTGAGCGCAAGTCAAGGGTCTAAGGCTTACCTGACTGAGGCACCCAG
GCGCCCCAATACATTTTTAAACCTCTTTTGTTCCTACTATGATAAATATTGACAGATTAACCCACAG
CCACAATTTTCCTGGGATCCTCAGTAATCTGTGAGACGGTGTAGATGCCCTGTGGGAACAGAATGT
TCTAGACTCACTGCCTCACACAGCTCCCTGACCAGGACTCAGGGAGTCAGAGTGACAAGAGCGCTG
TGGGGCAAGGTCTCAGGACCCCGGGCTGCCTCTCAGGCTCTCATGCCCCAGGGCGGGTCCGGGGCG
GGGACGCTCAGGCTCGGGAGTCCCCACCTCCCCGGGGATTTCACTTCTTCTCCCAACCTGGCTCTGG
GCCCCCTGCCTGGAGACTCATGACGCAGCCCCAGCGCGCACTCCCATTGGGTGCAGCCTTTCTGGA
GGAGCCAATCAGCGGCACCGGGTCCCGGGCTCTGAAGTCCACACCCAGAACCGCCAGGACGCAGC
TGCTCCACCGACCCTAAAGGTCTGGGCTATGGTG

Abb. 1: Abschnitt DLA-12A, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.1.2. DLA-12D

Als optimale PCR-Temperatur fiir die Primer des DLA-12D wurde 56°C festgelegt. Im
Folgenden ist der Abschnitt DLA-12D mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3"):

TCAAGGCAGAGACTCAAGCTCAGCAAGGGGTCTCCGGGAAGGAAGACAGGAAAAATGGCTGAGC
CCAGTCTGGTGTCTTCACTTGGTTTCTTCAGAAAGACCCTGGTCCAGGAGTCAGGGGGAAAGTGTA
ACAAAGAGCGCTGCACGCAAGATGAAAAGTGTCAGGTCACTCTATGGTCCCGGGGAGGGCGAGGC
TCTCAGGCTCTCAGGCCCCAGGGCGGGTCCGGGGCGGGGACGCTCAGGCTGGGGAGTCCCCACCT
CCCCGGGTTTCACTTCTCCGTCTCCCAACCTGGCTCAGGGCCCCCTGCCTGGAGACTCGTGACGCAG
CCCCAGCGCGCACTCCCATTGGGTGCAGCGTTTCTGGAGGAGCCAATCAGCGGCACCGGGTCCCGG
GCTCGAAAGCCTCCGCCGCCGCCTCCGCCCCCCAGTCCGGCGGCGACGGCCAGTGTCCCCGGAGCC
CGGAGATGGAGGTGGTGATGCCGCGAGCCCTCCTCGTGCTGCTGTCGGCGGCCCTGGCCGTGACCC
TGACCCGGGCGGGTGAGTGCGGGCGGGAGCGAGGGGACCGGCGGGCGGGGACGCGGGACCCCGG
GAAGCCGCCTCTCCGCCGCCCCCGGLCCCCCCGCGGCCTGGGCTCCCCGGTCCCTCCCGCCTCCGLC
CCGCCCCGGGCATCTCCCCTGGGCCCCGGGLCLCCCGCGGCGGGAGGGGGTCGGGCGGGGTCTCAGC
CCTCGGCTCCGCAGGCTCCCACTCCCTGAGGTTTTTCCACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGG
GGACCCCCTCTACATCTCTGTGGGCTACG

Abb. 2: Abschnitt DLA-12D, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.1.3. DLA-12E

Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-12E wurde 53°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-12E mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3'):
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GCAAGTCAAGGGTCTAAGGCTTACCTGACAGAGGCACCCAGGCGCCCCAATACATTTTTAAACCTC
TTTTGTTCCTACTATGATAAATATTGATAGATTAACCCACAGCCACAATTTTCCTGGGATCCTCAGT
AATCTGTGACACTGTATAGATGCCCTGGGGGAACAGAATGTTCTAGACTCACTGCCTCACACAGCT
CCCTGACCAGGACTCAGGGAGTCAGAGTGACAAGAGCGCTGTGGGGCAAGGTGTCAGGACCCCGG
GCTGCCTCTCAGGCTCTCAGGCCCCAGGGCGGGTCCGGGGCGGGGACGCTCGGGCTGGGGAGTCC
CCACCTCCCCGGGTTTCACTTCTCCGTCTCCCAACCTGGCTCAGGGCCCCCTGCCTGGAGACTCGTG
ACGCAGCCCCAGCGCGCACTCCCATTGGGTGCAGCGTTTCTGGAGGAGCCAATCAGCGGCACCGG
GTCCCGGGCTCGAAAGCCTCCGCCTCCGCCTCCGCCTCCGCCCCCCAGTCCGGCGGCGACGGCCAG
TGTCCCCGGAGCCCGGAGATGGAGGTGGTGATGCCGCGAGCCCTCCTCGTGCTGCTGTCGGCGGCC
CTGGCCGTGACCCTGACCTGGGCGGGTGAGTGCGGGCGGGAGCGAGGGGACCGGCGGGCGGGGA
CGCGGGACCCCGGGAAGCCGCCTCTCCGCCGLCCCCCGGCCCCTCCCGLCLCTCCGLCCCGLeeeGaae
ATCTCCCCTGGGCCCCGGGCCCCGCGGCGGGAGGGGGTCGGGCGGGGTCTCAGCCCTCGGCTCCGC
AGGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCTCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGACCCCCGCTTC
ATCGCCGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCGGCCACTGGGAG
GATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCCGCAGACGCGG
ACCATCAAGGAGACCGCACAGAGGTACCGAGTGAGCCTGGACACCCTGCGCGGCTACTACAACCA
GAGCGA

Abb. 3: Abschnitt DLA-12E, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.1.4. DLA-12F

Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-12F wurde 56°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-12F mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3"):

CTCCACCGACCCTAAAGGTCTGGGCTATGGTGCCCGGAACCCTAGCCCTGCTGCTGTCGGGGGCCC
TGGCCGTGACCCTGACCCGGGCGGGTGAGTGCGGGCGGGAGCGAGGGGACCGGCGGGCGGGGAC
GCGGGACCCCGGGAAGCCGCCTCTCCGCCGCCCCCGGCCCCTCCCGCLCTCCGLCCLCCGLLCCGGGCA
TCTCCCCTGGGCCCCGGGCCCCGCGGCGGGAGGGGGTCGGGCGGGGTCTCAGCCCTCGGCTCCGCA
GGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCTCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGACCCCCGCTTCA
TCGCCGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCGGCCACTGGGAGG
ATGGAGCCGCGGGCGCGGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGCAGACGCGGA
CCATCAAGGAGACCGCACGGACTTTCCGAGTGGACCTGGACACCCTGCGCGGCTACTACAACCAG
AGCGAGGCCGGTGAGCGGCGCGGGCCCGGGGCCAGGGCACGACCCCCATCCCCCCGACCGGLCGG
GTCGCCCCGAGGGTCCGGGTCCGGGCGTCACCCCGAGTCCGAGGCCCCCCACCCTAAACGGGTCCT
CAGAGCCAGGAAGAGGCCGTGCGCCCTTTCGAGCGGTTTTCCTTTCGGTTTGAACTTAGAAGTCTT
GCGGTCCCGGGACTACTCGGGTGTTCACCGCGGGGCGGGGCCTCGGGGCCTCGGGGCGGAGCTGA
CCGCGGGGGGGGGCCAGGGTCTCACACCTTCCAGTGGATGTTTGGCTGTGAC

Abb. 4: Abschnitt DLA-12F, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.1.5. DLA-121

Als optimale PCR-Temperatur diir DLA-121 wurde 57°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-12I mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3'):

TGGACAGGAGCAGAGATACACGTGCCACGTGCAGCATGAGGGGCTGGCGGAGCCTGTCACGCGGA
GATGGGGTAAGGAGGGCCTCGGGGTAGAGCTTCTACTCAGGGCAAGTGGAGCTCTTCTGGAGAAT
TTCAGCAGAGTCAGGTCTCAAGCCAGAGGCTGGACCCTCATCCTCCCTCCGTCCCCTTTCCAGAGC
CTTCCCCTCTGTCCACCATAGTCATCGTCAGCATTGCTGCTCTGGTTCTCCTCGTGGTCGCTGGGGT
GATTGGAGCTGTGATCTGGAGGAAGCAGCGCTCAGGTAGGGAACCGACTGAATACTCTGTGTTTTC
CTGTCCTGTTGGGGGTTTCCTAGGGAGCACGCTGTCCTGCCTTGTTAACGGGAGGTGCCGTCCATAC
GCGGTTACTCTCCCACACTGGAGCTGTGTACTCACACTCACTGTGCAGCAAACACTTGGGAAAATG
AAGGCCAGAGTTTCGCCTTGGTGATTCTGGTGACGGGGACTGATTCCCAGCCGTCACAAGACAGAG
CGGAAGGCCCCTGCTGAGGACAGACCTCCAGCAAGTCAGGTGGTCCAGTGACCCCTCACCTCATGG
CTTGTCTCCTGACCCTGACCTGGGCGGTCAGTCAGAATTCTGCAGACTCACTTTGCACCAGGACTG
GGAGCTTCCTCGAGGATCTCCTGGCCCAGCCCTGTGCCCGGCCTCTCACATGATGTTTTCTTCCCAC
AGGAGGAAAAGGACCAGGCTACTCTCATGCTGCACGTGAGTATGCAGGGAGTGATCCCTGAGACC
CCGGGGAGTGTAGACAGGACCCCATGGGGAGCTCACCCCCACAGCTGCTCCTTTAGTCTCACCTCC
TGT

Abb. 5: Abschnitt DLA-121I, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.
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2.5.2.1.6. DLA-12K
Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-12K wurde 59°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-12K mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3"):

CCCACAGGAGGAAAAGGACCAGGCTACTCTCATGCTGCACGTGAGTATGCAGGGAGTGATCCCTG
AGACCCCGGGGAGTGTAGACAGGACCCCATGGGGAGCTCACCCCCACAGCTGCTCCTTTAGTCTCA
CCTCCTGTGAGCTCTGACCACATCCTGTTTATTCTCCTCTAGGTGATGACAGTGCCCAGGGCTCTGA
TGTGTCTCTGACAGCTCCTAGAGGTGAGACCCTGGAGACCCTGAAGTGGGGAGGGTTGGGGCCTTG
GGGACCTGATGAGTGCGAGGGGGCTGTTGAGAATGTCAGCACTTATGTGACTGACCTCAGTTTGTA
CTTGATTGTTTTTCAGTGTGAGACCAGCTGCCCTGTGGGGACTGAGCGATGCAAGATGTGTTCACA
TCTCATATGATGACATCAACAACCCTGGCTTGTCTCTGCAAACAGTGTCAGGATGTGCCTGTGTCCC
TAGGAGCATAATGTGAGGAGGTGGGAGATTGGCCCACTCTGCCCACCATGACCTGTCCCTAATCTG
ATGTGCACTCTCTTCTCTGATGTGCTTTCCTGT

Abb. 6: Abschnitt DLA-12K, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.2. DLA-79

DLA-79 wurde in insgesamt in 5 Abschnitte unterteilt, um dhnlich groe Abschnitte mit je
max. 1200 Basen zu sequenzieren. Das Genom entstammte der NCBI-Datenbank mit der
Acc.-No.: 725418 (Burnett et al. 1995a). Die PCR-Optimierung erfolgte im
Temperaturgradienten. Die vom Hersteller MWG angegebene Annealing-Temperatur diente
als Mittelwert (+/- 4°C). Bei der jeweils angegebenen optimalen PCR-Temperatur wurden im
Vergleich zu einer lkb Standardleiter saubere PCR-Produkte in gewiinschter Lénge
produziert.

2.5.2.2.1. DLA-79B

Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-79B wurde 54°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-79B mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3"):

GTTTCACTTCCTCTCACATCCTGCTTGAGGTCCTTCTGCCGGGATACTCGTGACGCGACTCCGGGTG
GCATTCCCATTGCCAGTCGGGTTTCTAGAGAAGCCAATCGGCGTCACCTCACCGTGGCTCAGGGCT
GACAGTGTCTCCTCTGCAACTCAGTTGCTGCCTGGAACACGTGGATGCCTGTCATGCGCCCCCGAA
CCCTCCTCCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGTCGGGGACCCTGGGCCTGGCCCAGACCAGTGCAG
GTGAGCCTGGGGTCCGCAGAGAAAGCGCCGCAGGCGGGGAGCGGGGAGGAAGCCCTACTCCACCC
GGGATGGACCCAGGCCCTCACCTCCGCCTCGCCCACACCTCGGCCCCACTCACCTCCCGCCCCTGG
CCCCTTCCCCACCGACCAGCCCCTAAGCCCCCGGGACCCCCGCCCGGGAGGAGGCTCAGCCTCTTG
GCGCCCGCAGGCTCGCACTCCCTGAGGTTCTTGAACACGGTCGTATCCCGGCCTGGCCACGGGGAG
CCCCGCCACTGGGCAGTCGCCTACGTGGACGACACGCCGTTCGAACGGTTCAACAGCGAACGCGA
GGGTCGGCGGCCTGAGCCGCTGGTGCGGTGGCTGGAGCAGGAGGGGCCTGAGTACTGGGAAGAGC
GCACGCTGAACTCCAGGACCTGCACACAGGTCCTCCGAAGGACGCTGAACGAAGTTTCGCAGGAC
TACTCCAATCAGAGCAGGACCGGTGAGCCACGGGGGCGGGTCCAGGTCGCCATCCCCGTCTCCGCC
CACGGCCGAGGTCGCCCCGAGTGTCTGGGCGAGGGCCACCCCGAGGCTGCGGACTCACCCGTCCC
CGTCCCCGAAAGGGAAGGAGACTCCTGGGGACGCGACTGGGTTTTGTTTTCAGTTGTAGACTTTCG
TGCTGA

Abb. 7: Abschnitt DLA-79B, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.2.2. DLA-79D

Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-79D wurde 57°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-79D mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3'):

TATGACGGCCTGGATTACATCACCCTGAGCGAGGACCTGCGCTCCTGGATCGTGGAGGACCCGGTG
GCTCAGATCACTCGGCGCAAGTGGGATGCGGCCACTGTAGCTGAGAACCGTAAGAACTTCCTGGA
GGGCAGGTGCTTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAGAATGGGAGGGAGACGCTGCAGCGCGCAG
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GTACCAGGGGCCTCCCCATCTTCACTCTGCTGGGGCTGGCTTCCCCCAAGGAAGGGAGGGTGGACT
CAGTGTCAGAATACTGCCCCCTCCCACAGGTGGGAAGAAAGAGATCCATCTCAACATTCATATTCC
CACTACAGAGTAATTCTTCAAAAGAGCTGCTTTCCTCTAGAGGACAACTGAGGAATCCAGTCTCCC

TGGAGGCAGGTGGAGACCATCCCTGAAATAACTCATCAGAGTTCTCCTCCATCCTGGAAACCACCT
TGTGAACCATGGCTTTCCTTCTCAAGGCCTTGTTCTCCATCGGAGAACATTTTTGGAGGTCTGACTC

CAGGTTTTCTGAGTCACTGACCCTCTGCTGCAGTCCAGACCGTTAGTGTGTTCCCCACTCTAGACCT

GCACTCTCCTGTCCTGGGATCTTTCCGTGATTCTAAAATGTTATTCCAGACAACCAAGTCTAGGCTG
TGTCAGGGTTTTGTGCTTTTTCCTTCTAAACCAATTGTCCTCTCCATCCTCAGCATGGTCACAAGTGC
TGCTTTAATGACCCATGAAGGTAACCCAGAGTGTG

Abb. 8: Abschnitt DLA-79D, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.2.3. DLA-79F

Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-79F wurde 58°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-79F mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3"):
TTCAGACCCCCCCAAAACATCTGTGACCCGCCGTCCCATCTCTGAGCATGAGGTCACCCTGAAGTG
CTGGGCTCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACCTTGACCTGGCAGCGTGATGGGGAGGACCAGAC
CCAGGACACAGAGCTTGTGGAGACCAGGCCTGGAGGAGATGGGACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTG
TGGTGGTGCCTTCTGGAGAGGAGCAGAGATACACATGCCATATTCTGCACAAGAGCCTGACCAAG
CCCATCACCTTGAGATGGGGTAAGGAGGGGTTTGGCATA

Abb. 9: Abschnitt DLA-79F, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.2.4. DLA-79G
Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-79G wurde 57°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-79G mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3'):

TTGAGATGGGGTAAGGAGGGGTTTGGCATAGACACTCTTCTCAGAGAACAACTGTGAGGTCATGA

CTCAAGCCTGAGGTCTGGGCCCCTCGCCTTCCCTTCCCTTTCCAGAACCACCTCCTCAGTCCACCAT
CCCCATAGTGAGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGTGATCACTGGAGCTATGCTGGTTGGAGTT
GTGATATGGAGGAAGAAGCACTCAGGTAGGGAAGGGAGTGGGGGGAATCTGAGTTTTCCTGTCCT
ACTGGGAGGTTTCAAGCCCAAAGTAGAAGTTTGTCCTGTCTTGTTAATAAGAAGTGCCATCTGGAG
TAGCTGGGTGACTCAGTGGTTGAGCATCTGCCTTTGGCACAGGTCACGATCCCGGAGTCCTGGGAT
CAAGTCCTACATCAGGCTCCCTGCTCAGCACAGAGCCTGCTTCTCTCTCTGCATATGTCTCTGCCTC
TCTCTGTATGTCTTTCATGAATACATAAATAAAATCTTTTAAAAAGAGACAGAAAAAGAGGTACCA
TCCACAATACATGTGCTAGCCAGCTGCTAACATTCACTCCTTAGTAAAGACTTGTGCAAATGAAGG
ACAGATTTTTCACCTTTCTATTCTGGCATTGGGGACCTGAGCCCTAGCAGCTGAAGGTAGGGGGAA
TTCCCTGATACAGACAGACCTCCGGGAAGACAGTTGGCCCAGTGCCCTACATATACTTTCTCTGTG

GTCTCCCATACAGCCGTGAGTCTTC

Abb. 10: Abschnitt DLA-79G, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.2.5. DLA-79H
Als optimale PCR-Temperatur fiir DLA-79H wurde 55°C festgelegt. Im Folgenden ist der
Abschnitt DLA-79H mit dem flankierenden Primerpaar aufgefiihrt (5'-3'):

ACCATAGCCTTCTCCTTAGCCTCTGACATGATATTTTCTTCCCACAGGCAGAAAAGGAGGGAGCTA
CTCACAGGCTGAAAATAAGTTCCTTGAGACCCTGGGATAGTATAGATAGGACCCCATGGGGGAAC
TCAGCCACCCTATATAGCTCCTCCTTTAGTCTCATCTCTTGTGGGTTTGACCACATCCTGTTGTTCTA
CCGTAGGCAGTGCTCAGGACTCTCAGATGTCTGTCATGGCTCCTAATGGTGAGACCCTGGAGGGCC
TGAAGCCAAGGGGAGTGGTTGGGGCAGAGGGGACATGACTGGGTTATGAGGATTCTTTGAGTGGA
ACATTATAAGCATGTGGAGATGTCAGCACTTAACATGATTGACCTGAATTTGTTCATGACTATTTTC
TTTCACAGAGCAAGCCAGCTGCCTTGTGGGACTCTGAGTGATGCAAGATTTGTTCACACTCCCACTT
TTTTGACTTCAAGAGCCCCGGATATCTCCATCTGCTAATGGTGTCTGAAAGTGACTCTGTTCCTATT
AGCATAATGTGAGCAGGTGGGGAAATTGGCCCACCTCTACTCATCATGTCCCTTCCCCCAACTGAC
CTGTGTTCTTTCCCTAATCTGCTTTCCTCTTCCAGCAGAGATGGACTGGTCATTACCATCCTTGTCTT
TACTTCATATTTGGCTGGGAAGTAATATTTAACTTGTCTTATTCTGTATGTTAGTAAATTGAACACC
AATAAAAAAAATAAATTAAAAAAAAAGTTAAAAAAAAAAGAAAATCTGGATATGACTTTGTTTTT
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CCTATTCTTGTCATATAAAATTGGCATGGTAATAAAGTAGAAGACTCTTAAAGTTGAGATACGAAA
TAAATGGAAGCACTGAGAACCTTCCAGAATCTGCCAGATTGCTGTGCTGTCTGT
Abb. 11: Abschnitt DLA-79H, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.3. DLA-64

DLA-64 wurde insgesamt in 4 Abschnitte unterteilt, um dhnlich groB8e Abschnitte mit max.
1200 Basen zu sequenzieren. Das Genom entstammte der NCBI-Datenbank mit der Acc.-No.:
U55027 (Burnett et al. 1997). Alle Primer zur Vervielfiltigung der Sequenzabschnitte des
DLA-64 wurden mit Hilfe der Software OLIGO 5.1 (NBI/Genovus, Plymouth, MN) erstellt.
Ebenfalls wurden alle Primer fiir den optimalen Temperaturgradienten getestet, bei der es mit
einer Elektrophorese auf einem 2%igen Agarosegel zu eindeutigen Banden der gewlinschten
Lange kam.

2.5.2.3.1. DLA-64A

Getestet wurden die Primer fiir den DLA-64A im Temperaturbereich 53°C-60°C. Dabei
wurde 58°C als optimale Reaktionstemperatur fiir den Abschnitt DLA-64A bestimmt. Im
Folgenden ist der Abschnitt DLA-64A mit den gewdhlten Primern dargestellt:

CTGGAGAGAGGGAAAGAGACCCTGCAGCTCACAGGTCTGTGGGGCAGCTGGGACTCCGGGATCTC
CCCTCCCGCTGGGGCTGTACCTCCTGCTATCCCTACAAAAAGGAAAATGGAATTGACACCAGAATT
CCTCCCCTGCCCCACTTCTTGGATCCAGTCTTTATGGAGAGGGATAGAGATATCTCTGAAATAATTT
AATAGCAGATTTCTTTGACCCTGGCATTCACCTTGGGCACCACTGACTGACTTCCTCCCTCAGGCCT
TGCTCCCTGTCCCACACCCCACTTAATTGGAGGTCTGCCTCCAGGTTTTAAGAGGCACTGGACTTCC
TCTACCTAGGTCAGGACCAGAAGTCTCTGTTGTCCCACTCAGAGACCTGGAACTTCCTACCTTAGG

CTATCTTATCCTGATTCTAGATCTTCCAAAGGGATAGGAAGGTATCCCAGATCCTGGAGTTCAGGC

TGGTGTCTGTATTTTGCACTCCCTCTCCCCCATTTGTCCTCTTCATTCTCAGCATGGTCACAACAGTG
CTGCTTAGGTGGCCCACCCGGTATAATGCAAATTTGTAAATTTTCTGACCCTTCTCCTTAGATCCTC

CAAAAATCTACCTGACCCGCCACCCCATCTCTGACCATGAGGTCACCCTGAGGTGCTGGGCGCTGG
GCTTCTACCCTGCGGAGATCACCCTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACA
GAGGTTGTGGACACCAGGCCTGCAGGAGATGGGACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCC

CTCTGGACAGGAGCAGAGATACACGTGCCACGTGCAGCATGAGGGGCTGGCGGAGCCTGTCACGC
GGAGATGGGGTAAGGAGGGCCTCGGGGTAGAGCTTCTACTCAGGGCAAGTGGAGCTCTTCTGGAG
AATTTCAGCAGAGTCAGGTCTCAAGT/C(P172)CAGAGGCTGGACCCTCATCCTCCCTCCCCTTTCCA
GAGCCTTCCCCTCTGTCCACCATTGTCATCGTCAG

Abb. 12: Abschnitt DLA-64A, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.3.2. DLA-64B

Getestet wurden die Primer fiir den DLA-64B im ersten Durchlauf im Temperaturbereich
53°C bis 60°C, im zweiten Durchgang bei den Temperaturgradienten 58,2°C bis 64,9°C.
Dabei wurde 58°C als optimale Reaktionstemperatur fiir den Abschnitt DLA-64B bestimmt.
Im Folgenden ist der Abschnitt DLA-64B mit den gewéhlten Primern dargestellt:

TGGACAGGAGCAGAGATACACGTGCCACGTGCAGCATGAGGGGCTGGCGGAGCCTGTCACGCGGA
GATGGGGTAAGGAGGGCCTCGGGGTAGAGCTTCTACTCAGGGCAAGTGGAGCTCTTCTGGAGAAT
TTCAGCAGAGTCAGGTCTCAAGTCAGAGGCTGGACCCTCATCCTCCCTCCCCTTTCCAGAGCCTTCC
CCTCTGTCCACCATTGTCATCGTCAGCATTGCTGCTCTGGTTCTCCTCGTGGTCGCTGGGGTGATTG
GAGCTGTGATCTGGAGGAAGCAGCGCTCGGGTAGGGAACCGACTGAATACTCTGTGTTTTCCTGTC
CTGTTGGGGGTTTCCTAGGGAGCACGCTGTCCTGCCTTGTTAACGGGAGGTGCCGTCCATACACGG
TTACTCTCCCACACTGGAGCTGTGTACTCACACTCACTGTGCAGCAAACACTTGGGAAAATGAAGG
CCAGAGTTTCGCCTTGGTGATTCTGGTGACGGGGACTGATTCCCAGCCGTCACAGGACAGAGCGGA
AGGCCCCTGCTGAGGACAGACCTCCAGCAAGTCAGGTGGTCCAGTGACCCCTCACCTCATGGCTTG
TCTCCTGACCCTGACCTGGGCGGTCAGTCAGAATTCTGCAGACTCACTCTGCACCAGGACTGGGAG
CTTCCTCGAGGATCTCCTGGCCCAGCCCTGTGCCCGGCCTCTCACATGATGTTTTCTTCCCACACAG
GAGGAAAAGGACCAGGCTACTCTCATGCTGCACGTGAGTATGCAGGGAGTGATCCCTGAGACCCC
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GGGGGAGTGTAGACAGGACCCCATGGGGAGCTCACCCCCACAGCTGCTCCTTTAGTCTCACCTCCT
GT
Abb. 13: Abschnitt DLA-64B, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.3.3. DLA-64D

Getestet wurden die Primer flir den DLA-64D im ersten Durchgang im Temperaturbereich
53°C bis 60°C, im zweiten Durchgang bei den Temperaturgradienten 58,2°C bis 64,9°C.
Dabei wurde 55°C als optimale Reaktionstemperatur fiir den Abschnitt DLA-64D bestimmit.
Im Folgenden ist der Abschnitt DLA-64D mit dem gewéhlten Primerpaar dargestellt:

GACCACGTCCTGTTTATTCTCCTCTAGGTGATGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTGACAGC
TCCTAGAGGTGAGACCCCAGAGACCCTGAAGTGGGGAGGGTTGGGGCACTGGGGACCAGATGAGC
ACGAGGGGGCTGTTGAGAATGTCAGCACTTATGTGACCGACCTCACAGTACCGACAATTTGTACTT
GATTTTTTCTCACAGTGTGAGACCAGCTGCCCTGTGGGGACTGAGCGATGCAAGATGTGTTCACAT

CTCACGTGATGACATCAACAACCCTGGCTTGTCTCTGCAAACAGTGTCAGGATGTGCCTGTGTCCCT
AGGAGCATAATGTGAGGAGGTGGGGAGATTGGCCCACCCTGCCCACCATGACCTGTCCCTAATCTG
ATGTGCGCTCTCTTCTCTGATGTGCTTTCCTGTCCAGGAGAGGGAGGGCTGGACCATCTCCATCCCT
GTCTTTGTTTCATGTTGAGTACTAATGACTTACTACCCGATTGAAAATAAGAATCCCGATATGAGTT
TGTGTTTCCTGAGTCTTGGGATGTGGGGCTGATGAGGTAATAAAAGGAGATTTGTGAAGTTGAGAG
AGCAAATAAATGGAAGCCC

Abb. 14: Abschnitt DLA-64D, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.3.4. DLA-64F

Getestet wurden die Primer fiir den DLA-64F im Temperaturbereich 56°C bis 63°C. Dabei
wurde 57°C als optimale Reaktionstemperatur fiir den Abschnitt DLA-64F bestimmt. Im
Folgenden ist der Abschnitt DLA-64F mit dem gewadhlten Primerpaar dargestellt:

GGACCCCCTCTACATCTCTGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCCTGCGGTTCAACAGCGACGC
GGCGAGTCCGAAGGTGGAGCCGCGGGCGCGGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTTTTGGGAG

GAGCAGACGGAGATCGCCAAGGTGCACGCCCAGACCTCCCGATCCAACCTGCAGACGGCCCTCGG
CTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTGAGTGACCCGGGCCGGGTCCAGTTCACGAGTCCATGAACC

CCCTTGCACAGCCTGGGGTCTCCCCGAGTTCCCGGGTCGGAGATTGACCCCCGGGCCAGGAGACCG
TCCTGGCCCCCTACGCGGGACGAGCCTGCAGGGACTTGCGGACAGTTTCCGAGGTCTCTGACCACT
CGCCGGCCGTAGGTCCAATGCCAGGGGAGTCTAGGTGGACCGGGCTGACGGCGGGGACCGGGCTA
CCGGGGCGGGACTGACTGAGACGGGGGCGGGGGGGGGTTGCCCAGGGTCTCACACCTTCCAGTGG
ACTTCGGGCTGCGACGTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTATGAGCAGTTCGCGTA

Abb. 15: Abschnitt DLA-64D, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.4. DLA-88

Um die wichtigen Bereiche des DLA-88 abzudecken, wurde nur ein Primerpaar bendtigt. Die
Gensequenz entstammte der NCBI-Datenbank mit der Acc.-No.: NM001014767 (Burnett et
al. 1997; Graumann et al. 1998; Wagner et al. 2000). Getestet wurden die Primer flir den
DLA-88 im Temperaturgradienten. Die vom Hersteller MWG angegebene Annealing
Temperatur diente als Mittelwert (+/- 4°C). Als optimale PCR-Temperatur wurde 56°C
festgelegt. Bei dieser Temperatur wurden im Vergleich zu einer 1kb Standardleiter PCR-
Produkte in gewliinschter Lange produziert. Im Folgenden ist der Locus DLA-88 mit dem
gewdhlten Primerpaar dargestellt:

TGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTGAGCGGCGCGGGCCCGGGGCCAGGGCACGACCC
CCATCCCCCCGACCGGCCGGGTCGCCCCGAGGGTCCGGGTCCGGGCGTCACCCCGAGTCCGAGGCC
CCCGCCCCTCCCCCTCGTCCCCGTCCCGAACCCGCGGGAACTCCCGGGAGGTTTTACTTTCTCTTTG
GACTGATTGGCGGCCTGTCGGGGCGGGGCCAGGGTCTCACACCCGCCAGACCATGTACGGCTGTG
ACCTGGGGCCCGGCGGGCGCCTCCTCCGCGGGTACAGTCAGGACGCCTACGACGGCGCCGATTAC
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ATCGCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCGGCGGACACGGCGGCGCAGATCACCCGGCG
CAAGTGGGAGGCGGCAGGTACTGCAGAGCACGATAGGAACTACCTGGAGACGACGTGCGTGGAGT
GGCTGCGGAGGTACCTGGAGATGGGGAAGGAGACGCTGCTGCGCGCAGGTACCGGGGCCCCGGGC
CTCCCCGATCTCGCCTCCACTAGGGAGGGCTTCCCACCAGGAAGGGAATATGGACTCAGGGTCAGA
ACACCGCCCCTCCCACGGGTGGGGACAGGGGATCCGCCTGGGTGTTGATAGTCCTACTAGGGTGAC
TCACCCAGAGGCCGCTTTTCTCGAAGGGCAATGGAGCAATCCAGGGTCTCCGGGAGGCAGGTGGA
GGCCATCCTGAGATAACCGCCAGTGGTGCCCTTTGACCTGGCAGCTGGGTGGGAACCATGACTTTC
CCTCAAGGCCTTCTTCAATGAAAACATATTTGGAGCTTGAACTCGGAGTTTTCTGACTCCTTCAGCC
TCCACCACGGTCAGGACCATTAGTGTGCTCTCCACCTTAGACCTGCAGCCTCCTACCCTGGACTCTC
TCCCTGATTCTAGAATTTCTAAAGATTAGGATATCCCAAAGGCTAGGTTGGTGACTGGGCTTTGTGC
TTCTTCCAAGTGAACCAACTGCCCTGTCCACCCTAGGATGGTCACAAAATGCAGTCTCAGTGGACC
ACGCAGTTAACCAAATTGTGGGTTTTCCAATTCTTCCTTCTCAGAACCCCCCAGCACACGTGTGACC
CGCCACCCCATCTCTGACCATGAGGTCACCCTGAGGTGCTGGGCGCTGGGCTTCTACCCTGCGGAG
ATCACCCTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACAGAGGTTGTGGACACAAG
GCCTGCAGGAGATGGGACCTTCCAGAAGTGGGCGGCCGTGGTGGTGCCCTCTGGACAGGAGCAGA
GATACACGTGCCACGTGCAGCATGAGGGGCTGGCGGAGCCTGTCACGCGGAGATGGGGTAAGGAG
GGCCTCGGGGTAGAGCTTCTACTCAGGGCAAGTGGAGCTCTTCTGGAGAATTTCAGCAGAGTCAGG
ACTCAAGCCAGAGGCTGGACCCTCATCCTCCCTCCCCTTTCCAGAGCCTTCCCCTCTGTCCACCATT
GTCATCGTCAGCATTGCTGCTCTGGTTCTCCTCGTGGTCTCTGGGGTGATTGGAGCTGTGATCTGGA
GGAAGCAGCGCTCGGGTAGGGAACCGACTGAATACTCTGTGTTTTCCTGTCCTGTTGGGGGGTTTC
CTAGGGAGCACGCTGTCCTGCCTTGTTAACGGGAGGTGCCGTCCATACGCAGTTACTCTCCCACAC
TGGAGCTGTGTACTCACACTCACTGTGCAGCAAACACTTGGGAAAATGAAGGCCAGAGTTTCGCCT
TGGTGATTCTGGTGACGGGGACTGATTCCCAGCCGTCACAGGACAGAGCGGAAGGCCCCTGCTGA
GGACAGACCTCCAGCAAGTCAGGTGGTCCAGTGACCCCTCACCTCATGGCTTGTCTCCTGACCCTG
ACCTGGGCGGTCAGTCAGAATTCTGCAGACTCACTCTGCACCAGGACTGGGAGCTTCCTCGAGGAT
CTCCTGGCCCAGCCCTGTGCCTGGCCTCTCACATGATGTTTTCTTCCCACAGGAGGAAAAGGACCA
GGCT

Abb. 16: Abschnitt DLA-88, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.5. DLA-DRA

DLA-DRA ist ein MHC-II-Locus und wurde fiir eine bessere Sequenzierung in 4 Abschnitte
unterteilt. Die Sequenzen entstammten der NCBI-Datenbank mit der Acc.-No.: L37332
(Wagner et al. 1995). Getestet wurden die Primer fiir DLA-DRA im Temperaturgradienten.
Die vom Hersteller MWG angegebene Annealing Temperatur diente als Mittelwert (+/- 4°C).
Bei der jeweils angegebenen optimalen PCR-Temperatur wurden im Vergleich zu einer 1kb
Standardleiter saubere PCR-Produkte in gewlinschter Lange produziert.

2.5.2.5.1 DLA-DRAI1IA

Als optimale PCR-Temperatur wurde 55°C festgelegt. Im Folgenden ist der Locus DLA-
DLA-DRATA mit dem gewéhlten Primerpaar dargestellt:

TCATGGAGGAGAGTATCAGAGATAGGTATCTGAGACTGTAGTACAGATCCTCAGGGCAGAGTTTC
AACTGCTTATTCTGTTTCAGTGGGAGGGAGAAGGACTAGCCCAAGCAGGGAAGGCTAATTTCTGTC
CTGTGTCCTCAGTACCTCCAGAGGTGACTGTGCTCTCAAACACCCCTGTGGAACTGGGAGAGCCCA
ACATCCTCATCTGTTTCATCGACAAGTTCTCCCCACCAGTGATCAATGTCACGTGGCTTCGAAATGG
AAACCCTGTCACCACAGGAGTGTCAGAGACAATCTTTTTGCCCAGAGAAGACCACCTTTTCCGCAA
ATTCCACTATCTCCCCTTCCTGCCCTCAGCCGAGGACGTTTATGACTGCAAGGTGGAGCACTGGGG
TTTGGATGAACCTCTTCTCAAGCACTGGGGTATGGACCATCCTTCCATCTCCTTTCTTTTATGATTTT
CCCCGGTGATGCATATGTCTGGTGCTTTGGGATGTTCCCTAACTCATCCATAACAATTGCTATGACT
CCTATTCCTTGTCTTCTCCC

Abb. 17: Abschnitt DLA-DRAT1A, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.5.2. DLA-DRA1B

Als optimale PCR-Temperatur wurde 58°C festgelegt. Im Folgenden ist der Locus DLA-
DLA-DRA1B mit dem gewédhlten Primerpaar dargestellt (5'-3"):
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ACGCCATACACAGTCATTACCTCTGTACTGTACTCTGTTTTATTTTCCCCAGAGTTTGAACCACCAA
CCCCCCTCCCAGAGACAACAGAGAATGTGGTGTGTGCCCTGGGCCTGATCGTGGGTCTGGTGGGCA
TCATTACTGGGACCATTTTCATCATCAAGGGCATGCGCAAGGTCAAAGCTGGTGAACGCCGAGGGC
CTCTTTGAGGCACTTTCAGGTGGGTTTGATGTAGAGGAAGGC

Abb. 17: Abschnitt DLA-DRA1B, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.5.3. DLA-DRA1C

Als optimale PCR-Temperatur wurde 54°C festgelegt. Im Folgenden ist der Locus DLA-
DLA-DRAIC mit dem gewihlten Primerpaar dargestellt (5'-3'):

TTCTCCCCTCCTAGTTCTGTTCAACATGGATGTCCTGCACCTGAGCCTCATCTTCCAGCTCATTTCTG
CTCTCTATCATTCCTCCATTCCACATGGCCAATCCCTTCCACTGCCCACACCCACATGTTTGTCTCAC
ATCCTGGGTTCTACTTCTTCTCCTGCTCCTGGTTTCCACCCTAACTCTCTTCCCTGCCTTTTCAGAGG
AGCACGTAATCATCCAGGCTGAGTTCTATCTGACCCCTGACCCATCAGGCGAGTTCATGTTTGACTT
CGATGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGAAAAGAAGGAGACGGTGTGGCGCCTTGAAGAAT
TTGGACGTTTTGCCAGCTTTGAGGCCCTAGGGTGCCTTGGCCAACATAGCTGTGGACAAAGCTAAC
CTTGACACAATGATAAAGCGCTCCAACCACACCCCGAACACCAATGGTACGTGCTGCACTCCTAGA
CATGGGGATCATAACTTTGAAATAGATGCTTCAGCTTATGTGTTACATTATTGTGACTGACTTTCCC
TCCCAGGGGCCTAGTGTGGCCATAAACAAGTCCCTACTTCTCATGCCACAGGCCCAAGAATTTCAT
ATGAGTTTGTTCCTTTCCTGATGTGCTCATATCTCATCCTTACCATCCACAGTCACTTATAGAGCCAT
TGCCCCAAATCTATGCTGGGGAGGGTGGGCAGGAATGAAATTATCTCCAGTGCCTAAAATATCCTG
TATATCTTACACCACAGCACTG

Abb. 18: Abschnitt DLA-DRAI1C, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.5.4. DLA-DRAI1D

Als optimale PCR-Temperatur wurde 58°C festgelegt. Im Folgenden ist der Locus DLA-
DLA-DRAI1D mit dem gewéhlten Primerpaar dargestellt (5'-3"):

GACCTCCCAACAAATCACAGAAGAAAATGACCATAAGTGGAGTCCCAGTGCTAGGATTTTTCATCA
TGGCTTTCCTGATGGGTCCTCAGGAATCATGGGCTGTCAAAGGTAAGTGCTGAGAGAAACAAAACT
TGGGATAGAAATTCTGAGAGCATTGGAGAGATAAATTGTAAATATTTGCAAGACTGTCTTTGAAGT
GAAGGAAAAGTGTGGC

Abb. 19: Abschnitt DLA-DRA1D, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.6. DLA-DRB

DLA-DRA ist ein MHC-II-Locus und wurde fiir eine bessere Sequenzierung in 2 Abschnitte
unterteilt. Die Sequenzen entstammten der NCBI-Datenbank mit der Acc.-No.: AH003370
(Wagner 1996c¢).

2.5.2.6.1. DLA-DRB1

Getestet wurden die Primer fiir den DLA-DRB im Temperaturgradienten. Die vom Hersteller
MWG angegebene Annealing Temperatur diente als Mittelwert (+/- 4°C). Als optimale PCR-
Temperatur wurde 57°C festgelegt. Bei dieser Temperatur wurden im Vergleich zu einer 1kb
Standardleiter saubere PCR-Produkte in gewlinschter Lange produziert. Im Folgenden ist der
Locus DLA-DRB1 mit dem gewihlten Primerpaar dargestellt (5'-3"):

TCAGCACCATCAGTATCAGCATCAGAGCTGTCATCCAGGAGCCTCCAAGAAAACACAGACACACC
ATGCTGGAAAACAGAAAGGACAGGGTGCAGGGGAGCAGTCAGGTGTCACTCAGTGAAGACTGGG
ACCCTACTTTGGCCACATCCTAAATAACACTAACCAAAGAATTCATTTCATTGTCCCTGGATTGGGT
AATCTTGGTGATAAGAACCAATCAGCAACAGCAATATATTGCATCATCAGTTGCTGGTCAGAGATT
CAGTATGAAGAGCCTCTTCTGAAACTTTGATTTTGTTCATTGAAAGGATTGTTTTAACTTAATACTT
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TAAAGATTTGATCCAGGTGTATATGAAACATTTTATTGGACCCCTATTGTGAGCCAGTTCTGTGCTG
GGCAGTGATGTGCACGAAAGTTCGAGCCTTCTAAGAGTATTCATGTCTCTCTTGAAGACAGAATTG
TTTTGATCCATGTAATGTGTTTTTAGGAGCTGAGGACATGGAGAGTGATTGCAAGTCAAGAACCCT
TTGCTCTGGACCTTGCT

Abb. 20: Abschnitt DLA-DRBI, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.6.2. DLA-DRB1B

Das Primerpaar fiir den Locus DLA-DRBI1B wurde von Angles et al. (2005) iibernommen.
Als optimale Annealingtemperatur wurde 57°C angegeben. Im Folgenden wird der von den
gewihlten Primern flankierte Sequenzabschnitt DLA-DRB1B aufgefiihrt:

CCGTCCCCACAGCACATTTCTTGGAGATGTTAAAGTCCGAGTGCTATTTCACCAACGGGACGGAGC

GGGTGCGGTTCGTGGAAAGATACATCCATAACCGGGAGGAGAACGTGCGCTTCGACAGCGACGTG

GGGGAGTACCGGGCGGTCACGGAGCTCGGGCGGCCCGACGCTGAGTACTGGAACCCGCAGAAGGA
GCTCTTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACCTACTGCAGACACAACTACGGGGTGGGCGAGA
GCTTCACGGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCAGCGGGCGCCTGGTGCTGAGGTGTGTGACACA

Abb. 21: Abschnitt DLA-DRBIB, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.7. DLA-DQA

DLA-DQA ist ein MHC-II-Locus und wurde fiir eine bessere Sequenzierung wie DLA-DRB
in 2 Abschnitte unterteilt. Die Sequenzen entstammten der NCBI-Datenbank mit der Acc.-
No.: AH003446 (Wagner 1996d).

2.5.2.7.1 DLA-DQA1

Getestet wurden die Primer fir den DLA-DQA1l im Temperaturgradienten. Die vom
Hersteller MWG angegebene Annealing Temperatur diente als Mittelwert (+/- 4°C). Als
optimale PCR-Temperatur wurde 60°C festgelegt. Bei dieser Temperatur wurden im
Vergleich zu einer lkb Standardleiter saubere PCR-Produkte in gewlinschter Lénge
produziert. Im Folgenden ist der Locus DLA-DQA1 mit dem gewihlten Primerpaar
dargestellt (5'-3"):

GCCACCAACAAGCATACACATCCATAGAAAGATTGATTGAGTGAGCCTCCTCCTGTCCTAGGTAAT
TCCCCCAGGTCCACTCTCCATGCAGGCTACCTCAGAACAAGGGGATTTCCCAGTATCTTCTGGCTTC
TTAGTACAAACTCTTCAACTGGCAACAGCAGTGTCACCATAAGGCATTTTTCTGATTGGCCAGAAC
CTGACCTGGCAGGTTTTGGTTTGGGTGTCTTTAGATTCCCCTTTCTGTTGGGTCCTCACCCTAGTTCT
ACAATTCAGAACAGCAAGTGTGGAGACCGCACGGAGAAGAGGATGATCCTAAACAGAGTTCTGAT
TCTGGGGACCCTCATCCTGACTATTATGATGAGCCCCTCTGGAGGTGAAGAGATTGTGGGTGAGTG
CACACCTGAGGGATATGGGGACTAGACTAGGGAAAAGGAATTGGAAGGGGAAAAAGAGAGAATG
GCATAAAATAGTGGAGACTCCTCAAAGGTGTTCTCAATATTAAGCAATTCTAAAATTTTTAATCATT
CTTCCTTCAGGAAACTAGAGACCCAACCCACTGTCTTTGCTCCCTGA

Abb. 22: Abschnitt DLA-DQAI, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.7.2. DLA-DQA1B

Das Primerpaar fiir den Locus DLA-DQA1B wurde von Angles et al. (2005) iibernommen.
Als optimale Annealingtemperatur wurde 57°C angegeben. Im Folgenden wird der von den
gewihlten Primern flankierte Sequenzabschnitt DLA-DQA 1B aufgefiihrt:

TAAGGTTCTTTTCTCCCTCTGTTTTCTGCTTCCTGCTCCTCACCCCTGCTGCTCAGCTGACCATGTTG
CCAACTACGGCATAAATGTCTACCAGTCTTACGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATG
GCGATGAGGAGTTCTACGTGGACCTGGAGAAGAAGGAAACTGTCTGGCGGCTGCCTGTGTTTAGC
ACATTTAGAAGTTTTGACCCACAGGGTGCACTGAGAAACTTGGCTATAATAAAACAAAACTTGAAC
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ATCATGACTAAAAGGTCCAACCAAACTGCTGCTACCAATGGGTATGTGTCTACCATTCTGCCTCTCT
TCACTGAATCTGTCC
Abb. 23: Abschnitt DLA-DQA1B, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.8. DLA-DQB

DLA-DQB ist ein MHC-II-Locus und wurde fiir eine bessere Sequenzierung ebenfalls in 2
Abschnitte unterteilt. Die Sequenzen entstammten der NCBI-Datenbank mit der Acc.-No.:
AHO006318 (Wagner 1998b).

2.5.2.8.1. DLA-DQB1

Getestet wurden die Primer fiir den DLA-DQB1 im Temperaturgradienten. Die vom
Hersteller MWG angegebene Annealing Temperatur diente als Mittelwert (+/- 4°C). Als
optimale PCR-Temperatur wurde 53°C festgelegt. Bei dieser Temperatur wurden im
Vergleich zu einer lkb Standardleiter saubere PCR-Produkte in gewlinschter Lénge
produziert. Im Folgenden ist der Locus DLA-DQBI1 mit dem gewihlten Primerpaar
dargestellt (5'-3"):

CCCCATTAGGAGGATTGAGCCCACAGGATGGGGATGTCCTCATCTCATCCTTAGAGGTGGACATGA
GAATGTCACAGAGCTCTCTTCCCCAAAGAGAGGAAACTGTGATAAAAGTCTATATTCTGAGATCAT
AGAACCTTCCACACTCCCACCAAAAGGTCCTTCAGAGCCTGTTCCCCAGAGCAGTGGCCCTGGGGA
GCAGGTGTCCTGCACTTACGTGGAGAGTCTCTGCCCTCAGCCACTGGGATGCTCAGCACCACCAGG
ATCATCATCACAGCTGCTGTCCAGAAGCCTCGGGGGATGCACAGAGTCATCTTCCCAGACATAACT
GAGAACAAAGGAAAAAGTTGGTAGTCAACACAGCTCCTACCTGGTGGCTCTGAAGTACTCACTTCA
AAGAATAAAAATCTGTAAAAGCTTCCATCCATAGTAGGATTGGAGAGTTCCTAGGGAGGGAACCA
ATCAGCACCGGAGCTGAAGTACCTCACCTGTCTCCGGGCAGACATTCGTTATGAAGGTTCTCAGTC
CAGTGCCTGGCGCTGTGTCTTCATCAGATTACACTAGATGAACACTTGAGGTGACGATTTTCTCCTA
TAGAAGACCTAAAGATTGAATGCCTTAGGGGTTTAAGAAACTGAACAAAAAATGACTCGAGAGTA
GACATCTTTGTGCAATTTTGGATTATTTAGTTCTTATACCTTTGGTTTTTAGTAAATAAGTGGGATCC
TATTTCAGGGAAGAGAAAATTATTGTCACAGAGTTGTTCACTTCTATTGTCTTAGACACTCTGAGGA
GCCTTCAGTCACGCTGGGAAGAGCATAGTTCTTAGGAGGAAATGGTTTTGAATTGCAATTTTACCA
CTAATAGGCTTTATGAGAGCAAATTACTGAGCCTCTTTTTGCCTCAGGCTTCTCTTGGTAAAATGTG
GATCACGTTGCCTGCATTGTATATCCAGGTCATTATATATACGAACTTAAGAGTAATAGGACTTGTT
TAATATTGCAAAGTGTTCCTCAGC

Abb. 24: Abschnitt DLA-DQBI, in gelb unterlegt die verwendeten Primer.

2.5.2.8.2. DLA-DQBI1B

Das Primerpaar fiir den Locus DLA-DQB1B wurde von Angles et al. (2005) ibernommen.
Als optimale Annealingtemperatur wurde 60°C angegeben. Im Folgenden wird der von den
gewihlten Primern flankierte Sequenzabschnitt DLA-DQB1B aufgefiihrt:

TCACTGGCCCGGCTGTCTCCCCGCAGAGGATTTCGTGTACCAGTTTAAGGGCGAGTGCTATTTCACC
AACGGGACGGAGCGGGTGCGGCTTCTGACTAAATACATCTATAACCGGGAGGAGTTCGTGCGCTTC
GACAGCGACGTGGGGGAGTACCGGGCGGTCACGGAGCTCGGGCGGCCCGACGCTGAGTACTGGAA
CCGACAGAAGGACGAGATGGACCGGGTACGGGCCGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAACTAC
GGGAGGGAAGAGCTCACCACGTTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCACC

Abb. 25: Abschnitt DLA-DQBI1B, in gelb unterlegt die verwendeten Primer
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2.6. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle unter 2.4 aufgefiihrte Genloci wurden mit Hilfe der in Tab. 6 genannten Primer iiber eine
Polymerasekettenreaktion (PCR) vervielfdltigt und untersucht. Die PCR ist ein Verfahren zur
enzymatischen Vermehrung eines DNA-Abschnittes zwischen zwei Oligonucleotid-Primern,
die gegenldufig an komplementdren DNA-Abschnitten gebunden sind. Dabei bedient man
sich in vitro natiirlicher Replikations- und Reparaturmechanismen der DNA. Der zu
amplifizierende Bereich wird durch die Auswahl der jeweiligen Primerpaare determiniert. Die
Bedingungen der PCR sind abhidngig von den Primersequenzen, die bei der zugehdrigen
Optimaltemperatur am besten binden und damit eine maximale Produktmenge erreichen. Fiir
die PCR wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte verwendet. Die Amplifikation erfolgte in einer
Gesamtmenge von 30ul, der Reaktionsansatz ist in Tab. 7 aufgelistet. Die PCR wurde in
einem auf 95°C vorgeheizten Biometra Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt.
Das PCR-Protokoll ist in Tab. 8 aufgefiihrt.

Reaktionskomponenten Eingesetztes Volumen

(Konzentration) (1)
HPLC-Wasser 18
PCR-Puffer (10x)* 2,5
Q-Solution (5x) 5
d-NTPs (0,2mM) 0,2
Primer fwd (100ug/ul) 0,2
Primer rev (100ug/ul) 0,2
Taq Polymerase (5U/ul) 0,2
DNA 4

* = Enthélt 1,5mM MgCl,, pH 8,3
Tab. 7: Reaktionsansatz fiir die PCR einer einzelnen Probe (Mastermix)

Vorgang Anzahl Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95°C 10 min
Denaturierung 35 94°C 45 sec
Primer Annealing 35 Primer-spezifisch 45 sec
Primer Extension 35 72°C 45 sec
Final Elongation 1 72°C 10 min

Tab. 8: PCR-Protokoll zur Amplifikation der caninen MHC-Loci

2.7. Aufreinigung der PCR- Produkte

Vor der Sequenzierung mussten die PCR-Produkte von iiberschiissigen Nukleotiden und
Primern sowie Polymerase-Resten gereinigt werden. Dies erfolgte mit dem QIAquick PCR
Purification kit (Qiagen, Hilden). Die PCR-Produkte wurden dafiir in eine Siulenmatrix
iiberfiihrt, die DNA wurde dabei an eine Silica-Matrix gebunden und nachfolgend in
mehreren Schritten gemidl QIAquick Protokoll, Handbuch 4/2000, gereinigt. Verwendet
wurden zunédchst 100ul AL1-Puffer (Qiagen, Hilden). Nach dem Abzentrifugieren des Puffers
bei 13000rpm fiir 30sec wurden 600ul des AL2-Puffers (Qiagen, Hilden) aufgetragen und
ebenfalls bei 13000rpm fiir 30sec abzentrifugiert. Das Trockenzentrifugieren erfolgte bei
13000rpm fiir 1min. 30ul des AE-Elutionspuffers (Qiagen, Hilden) wurden auf die Saule
aufgetragen und nach einminiitiger Einwirkzeit bei 13000rpm fiir 1min in ein Eppendorf-
Tube zentrifugiert. Die Endmenge von 30ul gereinigtem PCR-Produkt wurde bei -20°C
verwahrt.
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2.8. Sequenzierreaktion

Die Sequenzierung erfolgte mit dem ABI-PrismTM BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Darmstadt) in einem 8er Strip. Die Reaktion wurde in
einem 10ul-Ansatz (Reaktionsansatz s. Tab. 9) geméll dem in Tab. 10 angegebenen Protokoll
in einem Biometra Thermocycler (Biometra, G&ttingen) durchgefiihrt. Die iiberschiissigen
Dye Terminator Ingredienzen wurden iiber eine Sephadex-G45 Saule (Millipore, Billerica
MA, USA und Sigma-Aldrich Inc., Miinchen) nach dem Prinzip der Gelfiltration entfernt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem automatischen Sequenziergerdt (ABI
Prism® 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Darmstadt) nach Angaben des
Herstellers. Dort wurden die Fluoreszenzemissionen der markierten PCR-Fragmente
detektiert. Mit der ,,Data Collection Software 40100 wurde aus den registrierten
Emissionswerten die Reihenfolge der Strangabbruchsfragmente berechnet und aus diesen
Informationen ein Chromatogramm erstellt. Die ,,Sequencing Analysis Software* ermittelte
daraus die Basensequenz der Matrizen-DNA.

Reaktionskomponenten Eingesetztes Volumen
(Konzentration) (ul)
BigDye Premix 3
Primer (10pmol/ul) 1
Matrizen-DNA 2
HPLC-Wasser 4

Tab. 9: Reaktionsansatz (BigDyeMix) fiir die PCR zur Sequenzierung

Vorgang Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 38/ 94°C 50 sec
Primer Annealing 33 55°C 10 sec
Primer Extention 33 60°C 3 min
Kiihlung 1 4°C 4min

Tab. 10: PCR Protokoll fiir das Cycle-Sequencing

2.9. Verwendete Datenbanken und Software

2.9.1. Alignment und Auswertung der Sequenzen

Die Peakprofile der Sequenzen wurden mit Hilfe der Software Bioedit (Carlsbad, CA, USA)
analysiert. Sequenzdaten wurden einem Editoring unterzogen, die ausgewerteten Loci aller
getesteten Hunde wurden miteinander verglichen (Alignment). Das Alignment wurde in
Bezug zu bereits publizierten Daten der NCBI-GenBank gesetzt.

2.9.2. Klassifizierung der Allele

Die Klassifizierung der Allele erfolgte nach Nomenklatur-Vorgaben der International Society
for Animal Genetics (ISAG DLA) (Kennedy et al. 2001). Heterozygote Stellen wurden nach
der vorgeschlagenen Nomenklatur der International Union of Biochemistry manuell editiert
(http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac):

R=G+A; Y=T+C; M=A+C; K=G+T; S=G+C; W=A+T
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2.9.3. Nomenklatur der Haplotypen

Fiir Haplotypen der Loci DLA-88, DLA-DRB, DLA-DQA und DLA-DQB wurde 2001 vom
ISAG DLA-Nomenklatur Komittee eine Nomenklatur festgelegt, die eine bessere Ubersicht
iiber die verschiedenen Haplotypen ergibt (Kennedy et al. 2001). Die Nomenklatur ist
abhingig von Allelen des jeweiligen Exon 2. Fiir die vorliegende Studie wurde die
Nomenklatur fiir die Loci DLA-DRB, DLA-DQA und DLA-DQB iibernommen, Allele des
Exon 1 wurden gesondert dokumentiert.

2.9.4. Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz der DLA-Allelfrequenzen wurde mittels eines chi’-Tests nach
Pearson (SPSS 13) bzw. bei niedriger Fallzahl (bei n<5) mittels zweiseitigem Fischer-Exakt-
Test einschlieflich der Ermittlung des 95%igen Konfidenzintervalls durchgefiihrt (SPSS 13).
Die odds ratio (OR) wurde iiber die Methode der Haldane's Modifikation der Woolf's-
Methode durchgefiihrt, die bereits im Rahmen von HLA-Assoziationsstudien erfolgreich
angewandt wurde (http://home.clara.net/sisa/two2hlp.htm).

3. Segregationsanalyse

Die Segregationsanalyse wurde zur Untersuchung und Ausschlu3 von Erbgangshypothesen
eingesetzt. Ziel war es, aufgrund vorliegender Phénotypen einer Krankheit innerhalb einer
Familie den Vererbungsgang zu bestimmen. Die Analyse beruhte auf der Anpassung von
verschiedenen genetischen und nicht-genetischen Modellen und der Selektion des Modells,
welches die Daten am besten erkldrte. Modelle, die in der komplexen Segregationsanalyse
Verwendung finden, beruhen auf Maximum-Likelihood-Methoden und erlauben daher den
Test auf monogene, polygene und gemischt monogen-polygene Erbginge (Bonney, 1984,
1992).

3.1. Probanden

Die Cocker Spaniel- und Irish Red Setter-Pedigrees wurden jeweils in mehrere Unterfamilien
eingeteilt, die von jeweils einem kranken Probanden ausgingen. Dabei wurden die direkten
Eltern des Probanden, GroB3eltern und Geschwister des kranken Hundes erfasst. Ein Hund, der
in zwei Familien auftrat, wurde dupliziert, um die Familienstrukturen zu erhalten. Die
Probanden und somit auch die Unterfamilien wurden anhand bestimmter Kriterien in Gruppen
eingeteilt, fiir jede Gruppe wurde die Berechnung einzeln durchgefiihrt.

Kriterium fiir die Aufnahme in die Gruppe ,,Cocker Spaniel 1" bzw. , Irish Setter 1" war die
Diagnose pIHA des Probanden (Material und Methoden, Kap. 1.3 und 1.5). In der Gruppe
»Cocker Spaniel 1" wurden 7 Hunde als IHA-positiv getestet. Alle anderen Hunde wurden als
nicht erkrankt eingestuft (n = 77). In der Gruppe ,,Irish Setter 1" wurden 8 Hunde als THA-
positiv getestet, alle anderen Hunde als gesund eingestuft (n=66) (Tab. 11).

In die zweite Gruppe ,,Cocker Spaniel 2* bzw. ,.Irish Setter 2* wurden die Unterfamilien aller
Hunde aufgenommen, bei denen entweder eine IHA, ITP oder das Evans' Syndrom
diagnostiziert wurde (Material & Methoden, Kap. 1.3 — 1.5). Die Gruppe ,,Cocker Spaniel 2"
umfasste insgesamt 16 kranke Hunde, davon waren 8 an IHA, 4 an ITP und 4 am Evans'
Syndrom erkrankt. Alle anderen verwandten Hunde aus dem Pedigree, die in die Berechnung
mit einflossen, wurden als gesund eingestuft (n=105). Die Gruppe ,,Irish Red Setter 2"
umfasste insgesamt 10 kranke Hunde, davon waren 7 an IHA, 2 an ITP und 1 am Evans'
Syndrom erkrankt. Alle anderen Pedigree-Mitglieder, die mit in die Berechnungen einflossen,
wurden als gesund klassifiziert (n=66) (Tab. 11).
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Gruppe Einschlusskriterium fiir Proband + Anzahl Anzahl kranke Hunde/
zusdtzliche Mitglieder Pedigrees Hunde insgesamt
Cocker Spaniel 1 1. Mitglieder des Cocker Spaniel Pedigrees 4 7(2m,5w)/
2. Proband = Erkrankung an [HA 77 (41 m, 36 w)

3. Zusitzlich: Eltern, GroB3eltern und
Geschwister des Probanden

Cocker Spaniel 2 1. Mitglieder des Cocker Spaniel Pedigrees 5 16 (2 m, 14 w)/
2. Proband = Erkrankung an IHA, ITP oder 105 (47 m, 58 w)
Evans’ Syndrom
3. Zusitzlich: Eltern, Grofeltern und
Geschwister des Probanden

Irish Setter 1 1. Mitglieder des Irish Setter Pedigrees 3 8 (2m, 6 w)/
2. Proband = Erkrankung an [HA 66 (24 m, 42 w)
3. Zusitzlich: Eltern, Grof3eltern und
Geschwister des Probanden

Irish Setter 2 1. Mitglieder des Irish Setter Pedigrees 3 10 3 m, 7 w)/
2. Proband = Erkrankung an IHA, ITP oder 66 (24 m, 42 w)
Evans’ Syndrom
3. Zusitzlich: Eltern, GroB3eltern und
Geschwister des Probanden

Tab. 11: Einschlusskriterien fiir Probanden und Anzahl der Pedigrees, die in die Segregationsanalyse eingingen.
(m= ménnlich, w= weiblich)

3.2. Segregationsanalyse

Die komplexen Segregationsanalysen der vorliegenden Studie wurden mit der Software jPAP
(Prozedur ,,papfghw*) unter Annahme eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes durchgefiihrt
(Hasstedt, 2002). jPAP wurde als Programm ausgewéhlt, weil es derzeit das einzige
Programm ist, das neben einer Ascertainment-Korrektur auch Inzuchtschleifen zuldsst. Eine
Ascertainment-Verfélschung wiirde dadurch entstehen, dass bestimmte erkrankte Tiere eines
Pedigrees aufgrund ihrer Erkrankung die Aufnahme des Pedigrees in die Untersuchung
veranlasst haben.

Bei der Analyse wurde die Diagnose IHA/ITP/Evans' Syndrom als bindres Merkmal (gesund
— erkrankt) unter der Annahme erhoben, dass diesem Merkmal eine kontinuierliche Variable
(liability) zugrunde liegt, wobei ein Schwellenwert den Krankheitsstatus bestimmt (Falconer
et al. 1996). Diese Variable beschreibt die Gesamtheit aller krankheitsauslosenden Faktoren.
Sobald ein Individuum auf der Achse dieser Variablen den Schwellenwert {iberschreitet, tritt
die Krankheit auf.

Fiir die Datenanalyse wurden 5 Modelle verwendet:

(1) Das ,allgemeine Modell“ nahm eine nicht-Mendel’sche Segregation und einen
Effekt der polygenen Komponente an. In diesem Modell wurden keine Restriktionen
gesetzt, wodurch die beste Anpassung an die beobachteten Werte erreicht wurde.
Daher konnte dieses Modell als Referenzmodell dienen.

(2) Das ,,Mendel’sche Modell*“ nahm eine Mendel’sche Segregation ohne polygene
Komponente an. Die Transmissionswahrscheinlichkeiten wurden fiir eine
Mendel’sche Vererbung fixiert.

(3) Das ,rezessive Modell“ nahm eine rezessive Vererbung der Erkrankung mit
unvollstindiger Penetranz an.
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(4) Das ,,dominante Modell* beschrieb eine ausschlieBlich dominante Vererbung der
Krankheitsmerkmale mit unvollstéindiger Penetranz.

(5) Das ,,Umwelt-Modell“ nahm an, dass genetische Effekte keinen Einfluss auf die
Krankheit haben. Dafiir wurden alle Ausgangswerte gleich gesetzt (equality
constraint).

Die Hypothese, ob eines der Modelle verworfen werden konnte, wurden iiber den Likelihood-
Ratio-Test gepriift. Um die einzelnen Modelle vergleichen zu konnen, wurde das
LInformationskriterium nach Akaike* (AIC) zur Beurteilung herangezogen (Akaike 1974).
Das AIC beriicksichtigte zusétzlich die Anzahl der geschitzten Parameter und bevorzugte
somit das Modell, das die beste Anpassung der Daten an das Modell mit der geringsten
Anzahl unabhédngiger Parameter ermdglicht. Der AIC wurde nach folgender Formel
berechnet:

AIC = -2 In (maximum likelihood) + 2 (Anzahl unabhéngig geschitzter Parameter)

Unter diesen Voraussetzungen und nach Berechnung des AIC wurden die Modelle (1) bis (5)
miteinander verglichen, die nicht verworfen werden konnten. Das Modell mit dem niedrigsten
AIC-Wert beschrieb die Daten am besten.

Verwendete Parameter und die jeweils eingesetzten Startwerte sind in den Tabellen 59-62 im
Ergebnisteil aufgefiihrt.
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IV. Ergebnisse

1. Pedigrees

1.1. Cocker Spaniel

Der Gesamtstammbaum umfasste insgesamt 209 Hunde. Sie wurden bis auf fiinf
Generationen zuriickverfolgt. Abb. 1 und 2 zeigen Ausschnitte der Pedigrees, mit Zentrierung
der kranken Hunde und Kennzeichnung der Hunde, die untersucht worden sind. Alle
Pedigreeteile lassen sich zu einem groflen Pedigree zusammenfiihren. Von den erkrankten
Hunden waren zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit bereits 10 (6 IHA, 1 ITP, 3 Evans'
Syndrom erkrankte) verstorben, 4 (1 IHA, 1 ITP, 2 Evans’ Syndrom) leben noch.

Das Alter aller erkrankten Hunde lag zwischen 4 und 14 Jahren, mit einem Mittelwert von 7,3
Jahren und einem Median von 7 Jahren. Mit 12 weiblichen erkrankten Hunden (86%) und 2
kranken ménnlichen Hunden (14%) war das Geschlecht zugunsten der weiblichen Hunde
verschoben. Bei den gesunden Hunden waren 94 Hunde weiblich und 93 Hunde ménnlich.
Die Préadisposition weiblicher Hunde fiir IHA / ITP / Evans' Syndrom war mit p = 0,01
signifikant (Signifikanzniveau a=0,05).

1.2. Irish Red Setter

Die Irish Setter-Familie bestand aus insgesamt 147 Mitgliedern. Die Kernfamilien sind in
Abb. 3 und Abb. 4 dargestellt. Von den kranken Hunden sind bis zum Moment der Erstellung
der Dissertation 2 (1 IHA, 1 Evans' Syndrom) verstorben, 8 (6 IHA, 2 ITP) lebten noch.

Das Alter aller erkrankten Hunde lag zwischen 0,5 und 10 Jahren, mit einem Mittelwert von
5,1 Jahren und einem Median von 5 Jahren. Mit 7 weiblichen erkrankten Hunden (70 %) und
3 kranken minnlichen Hunden (30%) war das Geschlecht auf die Seite der weiblichen Hunde
verschoben. Bei den gesunden Hunden waren 73 Hunde weiblich und 64 Hunde ménnlich.
Eine signifikante Pradisposition weiblicher Hunde fiir IHA / ITP / Evans' Syndrom konnte mit
p = 0,35 nicht bestétigt werden (Signifikanzniveau p=0,05).

52



€S
8LI1

2 5

[T 91T SIT vIT €11 CII

DP9

L OLEL YL S¢S (OL+A)9S1
0 @@@@ o o om .
()
D o O
(OL+d)
S9T +91 €91 791 191 091 6 [ GTEOE
3000 N
B o= [ (o1+8)
991 6ST 8ST LST CLI SST v41.7€ST ST ISI 0SI 8€T LET 9€T1 SET ¥E€T LTI 921 STI TEI 1€ 0¢l
D (o1+39)
9:

EQQD@ @o@@@@

©00BI090000T

A@@@ﬁ @@&n

b o ugnasyss

0L

)

vLI

[0 O a

moﬁ SLI

AT

[ 92181pad-19%00)) 1] "qqV

- 9ss1uqa3Iy -



125

[ "IN 9913Ipa 3w Sunprauydsiaqn)

681

0CI ol LOT 90I 881 L81

ﬁ:@ O O ONS 981 188 88
[ 92131pa{ S q

0 8 ¢£38 G8l1 ¢8 98

O O |D D (O1+a) L11

O L) O
LLT LL LT

(T 99131pad *S) PL1
O—2 O ®
GLI 8t 9L

7 92131pa{ [o1ueds 100D 7 "qqV

- 9ss1uqa3Iy -



¢S
6S 8§ 19

v ob @Mu
Dwm 3 O@m ¢ e 144 et |84 N4 2
waﬁ TP« PTG

80T LOT 901 SOI +OI €0l <Ol 10T OOI 66 86 SIT vIT €T CIT TIT OIT 601

U000 00 OoOO0O0OUUU

Il 0€l 6CI 8CI LTl 9¢1 STI +Cl [€¢1 <TCl ICL 0Tl 611 8I1 LIT 9I1

0 @@@@@ﬂ@@@@@@@@@@g

14 ¢

ﬂ@@@@@ jelelole \ afej
<

LE 9¢ S¢

@O

)

1€ NE
[ 92151pad 19319S Py YsH] i€ "qqV

O
133

- 9ss1uqa3Iy -



9¢

i i
shelehels .

O L O

on

921513 1909 Py USH] 't "qqV

_369¢

Okt

[ 92131pad 191198 YSU] € ‘qqVy Nhz 31Qyesny

- 9ss1uqa3Iy -
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Legende fiir Abb. 1-4:

Mainnlicher Hund, nicht getestet, keine Anzeichen von IHA oder ITP
Weiblicher Hund, nicht getestet, keine Anzeichen von IHA oder ITP
pITP

Evans' Syndrom (pIHA/pITP)

pIHA

O 0000 U

Negativ getestet auf IHA und ITP, himatologische Untersuchung unauffillig, keine
klinischen Symptome

123(E) Coombs-Test durchgefiihrt
123(Tc) Thrombozyten-Antikdrper-Test durchgefiihrt

2. MHC-I-Untersuchung

2.1. Probanden

Zur Untersuchung von MHC-I-Allelen wurden insgesamt 32 Hunde ausgewdhlt (Tab. 12).
Dazu zéhlten 2 an IHA und 2 am Evans' Syndrom erkrankte Cocker Spaniel, 3 an IHA und 1
am Evans' Syndrom erkrankte Irish Setter und je 1 an ITP erkrankter Irish Setter und Cocker
Spaniel. Zusétzlich wurden 4 an IHA erkrankte Hunde unterschiedlicher Rassen untersucht.
Als gesunde Kontrollgruppe dienten je 7 Cocker Spaniel und Irish Setter, die in
verwandschaftlichem Verhéltnis zu den erkrankten Hunden standen und 4 gesunde, nicht
verwandte Rhodesian Ridgebacks. Das mittlere Alter aller untersuchten Hunde lag bei 6,5
Jahren, der Altersmedian bei 5 Jahren. Das mittlere Alter aller kranken Hunde lag bei 5,1
Jahren, der Altersmedian bei 5 Jahren.

In Tab. 12 sind alle fiir die MHC-I-Untersuchung zugelassenen Probanden mit
Pedigreezugehorigkeit, Rasse, Geschlecht, Alter bei Erkrankung und Art der Erkrankung
aufgefiihrt.
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Nummer  Nummer im Rasse Geschlecht Alter Erkrankung
Pedigree erkrankt/
getestet (J)

1 66 Cocker Spaniel wk 8 Evans' Syndrom
2 155 Cocker Spaniel w 6 Evans' Syndrom
3 -- Cocker Spaniel w 4 IHA

4 106 Cocker Spaniel w 6 IHA

5 49 Irish Setter w 5 IHA

6 130 Irish Setter w 5 Evans' Syndrom
7 118 Irish Setter W 3 IHA

8 10 Irish Setter w 5 IHA

9 54 Irish Setter m 8 gesund
10 57 Irish Setter w 8 gesund

11 103 Irish Setter m 3 gesund

12 44 Irish Setter W 13 gesund

13 109 Irish Setter m 3 gesund

14 104 Irish Setter m 3 gesund

15 115 Irish Setter w 3 gesund

16 116 Irish Setter w 5 ITP

17 67 Cocker Spaniel wk 17 gesund

18 126 Cocker Spaniel w 14 gesund

19 130 Cocker Spaniel m 14 gesund
20 149 Cocker Spaniel w 10 gesund
21 154 Cocker Spaniel w 7 gesund
22 70 Cocker Spaniel m 15 gesund
23 146 Cocker Spaniel m 7 gesund
24 -- Cocker Spaniel w 3 ITP
25 -- Dobermann w 9 IHA
26 -- Dogo Canario m 1 IHA
27 -- Staffordshire Terrier mk 7 IHA
28 -- Shih Tzu mk 5 IHA
29 -- Rhodesian Ridgeback w 3 gesund
30 -- Rhodesian Ridgeback w 3 gesund
31 -- Rhodesian Ridgeback m 3 gesund
32 -- Rhodesian Ridgeback m 3 gesund

Tab. 12: Probandenpool fiir die Untersuchung des MHC-I mit Rasse, Geschlecht, Alter und Art der Erkrankung.
Das Alter wird in Jahren (J) aufgefiihrt und bezieht sich bei den gesunden Hunden auf das Alter, in dem die
Hunde getestet wurden. Bei den kranken Hunden bezieht es sich auf das Alter, wo erstmals die IHA oder ITP
diagnostiziert wurde. ,,Nummer im Pedigree* bezieht sich bei den Cocker Spanieln auf die Abb. 1 und 2, bei den
Irish Settern auf die Abb. 3 und 4. Mit ,,--“ gekennzeichnete Hunde sind nicht verwandt und daher nicht im

Pedigree aufgefiihrt.

Bei signifikant auffélligen Allelen wurden als Gegenprobe 8 weitere Probanden eingesetzt,
um mogliche Pridispositionen bestimmter Polymorphismen zu tiberpriifen (Tab. 13). Dabei
handelte es es um 2 Cocker Spaniel (1 w, 1 wk) mit ITP, 2 Cocker Spaniel (1 w, 1 m) mit
Evans' Syndrom, 2 Setter (1 w, 1 m) mit [HA, ein Irish Setter (m) mit ITP und einen gesunden
Irish Setter (m) (Tab. 12). Alle Cocker Spaniel und Irish Setter entstammten demselben

Pedigree. Das mittlere Alter betrug in dieser Gruppe 7,8 Jahre, der Median 9 Jahre.
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Nummer Nummer im Rasse Geschlecht Alter Erkrankung
Pedigree erkrankt/getestet (J)

33 81 Cocker Spaniel wk 14 ITP

34 118 Cocker Spaniel w 10 ITP

35 178 Cocker Spaniel \4 5 Evans' Syndrom
36 49 Irish Setter w 5 [HA

37 21 Irish Setter m 0,5 THA

38 39 Irish Setter m 9 ITP

39 43 Irish Setter m 9 gesund

40 136 Cocker Spaniel m 10 Evans' Syndrom

Tab. 13: Probanden zur Uberpriifung von signifikanten Polymorphismen mit Rasse, Geschlecht, Alter und Art
der Erkrankung. Das Alter wird in Jahren (J) aufgefiihrt und bezieht sich bei den gesunden Hunden auf das Alter,
in dem die Hunde getestet wurden. Bei den kranken Hunden bezieht es sich auf das Alter, wo erstmals die THA
oder ITP diagnostiziert wurde. ,,Nummer im Pedigree beziehen sich bei den Cocker Spanieln auf die Abb. 1
und 2, bei den Irish Settern auf die Abb. 3 und 4.

2.2. MHC-I-Kandidatengenscreen

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der MHC-I-Untersuchung an den Loci DLA-12, DLA-64,
DLA-79 und DLA-88 ist in Tab. 14 angegeben. Dabei wurde die Gro3e des PCR-Produktes,
die Anzahl der Polymorphismen und die jeweils untersuchten Exone beriicksichtigt.

Kandidatengen PCR- Grofie Status Heterozygote Untersuchte Exone
Produkte Positionen
DLA-12 DLA-12A 562 6 Polymorphismen homozygot Teil I des 1. Exon
DLA-12E 1034 16 Polymorphismen Y,R, S, K Exon 1 und Exon 2
DLAI12F 860 5 Polymorphismen S Exon 2
DLA121 837 2 Polymorphismen K'Y Exon 5
DLA-12K 555 5 Polymorphismen Y, S Exon 7
DLA-64 DLAG4A 1021 1 Insertion Homozygot Teile Exon 4
DLA64 B 860 3 Polymorphismen K, W, Y Teile Exon 4,
komplett Exon 5 und
Exon 6
DLA64D 616 11 Polymorphismen + R, Y, Exon 7 und Exon 8
1 Deletion
DLA64 F 584 2 Polymorphismen + 1 K S Teile von Exon 2 und
Deletion Teile von Exon 3
DLA-79 DLA-79B 930 8 Polymorphismen + 1 R, K, Y,S Exon 1 und Exon 2
Deletion
DLA-79D 764 Monomorph Homozygot Teile von Exon 3
DLA-79F 300 1 Polymorphismus M Exon 4
DLA-79G 752 Monomorph Homozygot Exon 5
DLA-79H 933 Monomorph Homozygot Exon 7+ 8
DLA-88 DLASSA 705 Ergebnisse nicht Exon 3,4,5

auswertbar

Tab. 14: Untersuchte Loci mit GroBe des PCR-Produktes, Anzahl der gefunden Polymorphismen, heterozygote

Stellen und untersuchte Exone.
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Im Folgenden werden die Besonderheiten eines jeden MHC-I-Kandidatengens genauer
dargestellt. Die codierenden Bereiche (Exone) sind sowohl in der Sequenz als auch in den
Tabellen fett unterlegt. Fiir Genloci mit unvollstindigen Ergebnissen werden die Sequenzen
nicht einzeln aufgefiihrt. Liickenhafte Resultate sind durch suboptimales Primerannealing
bedingt. In einigen Féllen konnten selbst nach wiederholtem Primerdesign und
Temperaturanpassungen nicht die gewiinschten Sequenzen amplifiziert werden. Die
Polymorphismen wurden in der Reihenfolge benannt, in der sie in der Sequenz vorkamen.

Die ,kranken Hunde“ umfassten im ersten Berechnungsschritt alle erkrankten Hunde,
unabhingig ob THA, ITP oder Evans' Syndrom vorlag. Im zweiten Rechnungsschritt wurden
nur die an THA erkrankten Hunde als ,krank“ definiert, um genauere, moglicherweise
krankheitsabhéngige Mutationen zu finden. Die nur an ITP und Evans' Syndrom erkrankten
Hunde konnten aufgrund einer zu geringen Fallzahl nicht gesondert berechnet werden.

Die Kandidatengene, die eine Rassespezifitit aufwiesen, wurden zudem nach Rasse getrennt
bewertet, um eine moglichst genaue Zuordnung der Mutationen zu bewirken und eventuell
rassebedingte Mutationen auszuschlief3en.

Jeder definierte Single Nucleotid Polymorphism (SNP) — unabhingig ob im Intron- oder
Exonbereich — wurde auf einen moglichen Zusammenhang zu den erkrankten bzw. gesunden
Hunden untersucht. Dabei lautete die Nullhypothese: ,,Es besteht kein Zusammenhang
zwischen dem untersuchten Polymorphismus und der Erkrankung IHA, ITP oder Evans'
Syndrom®. Die Berechnung der Odds Ratio bezieht sich immer auf das Allel der selben Zeile
und wird wie folgt interpretiert: Die Chance der Hunde, die das gegebene Allel tragen, ist um
die Menge der berechneten Odds Ratio hoher an IHA/ITP/Evans' Syndrom zu erkranken, als
bei Hunden, die das Allel nicht tragen.

2.2.1. MHC-1: DLA-12

DLA-12 ist im caninen Genom auf Chromosom 12 lokalisiert und wurde 1997 von Burnett et
al. erstmals beschrieben. 1998 erfolgte eine offizielle Benennung durch die International
Society for Animal Genetics (ISAG) (Kennedy et al. 1999). In der vorliegenden Studie
wurden 5 Primerpaare designed, um einen Bereich von etwa 4700 bp einschlielich aller
codierenden Bereiche des Kandidatengens abzudecken. Eine graphische Darstellung des
DLA-12 Locus ist in Abb. 5 wiedergegeben.

HC_006594,2
[ Fasedas [ 3959543
Bt | 5"
AA_ 0010145791 1 HP_o010i4401
B - Aoding region B - untronslated rafuion
Exon 1 (DLA-12A, 12D) Exon * (DLA12K)

Exon 5 (121)

Exon 2 ( 12E, 12F)

Abb. 5: DLA-12 mit graphischer Darstellung der codierenden Regionen und korrespondierenden Loci,
Benennung der Loci s. Tab. 14.

2.2.1.1. Haplotyp-Status DLA-12A

Es wurden 6 Polymorphismen in dem untersuchten 562bp grof3en Fragment gefunden, die alle
im nicht-codierenden Bereich lokalisiert waren. Alle Polymorphismen waren nur homozygot
vorhanden.
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untersuchte Sequenz 5'-3":
CTGACTGAGGCACCCAGGCACCCCAATACATTTTTAAACCTCTTTTGTTCCTACTATGATAAATATT
GAC/T, AGATTAACCCACAGCCACAATTTTCCTGGGATCCTCAA/G, TAATCTGTGAGACGGTGTAGAT
GCCCTGTGGGAACAGAATG/A;TTCTAGACTCACTGCCTCACACAGCTCCCTGACCAGGACTCAGGG
AGTCAGAGTGACAAGAGCGCTGTGGGGCAAGGTG/C,TCAGGACCCCGGGCTGCCTCTCAGGCTCTC
AG/T;GCCCCAGGGCGGGTCCGGGGCGGGGACGCTCAGGCTCGGGAGTCCCCACCTCCCCGGGGAT
TTCACTTC/T,TTCTCCCAACCTGGCTCTGGGCCCCCTGCCTGGAGACTCATGACGCAGCCCCAGCGC
GCACTCCCATTGGGTGCAGCCTTTCTGGAGGAGCCAATCAGCGGCACCGGGTCCCGGGCTCTGAAG
TCCACACCAGAACCGCCAGGACGCAGCTGCTCCACCGACCCTAAAGGTCTG

Es wurde eine Berechung fiir alle DLA-12A Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation der Variablen ,,Polymorphismus im DLA-12A* und ,,Erkrankung* wurde durch
den Test auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 15).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 CC | 11/14 (79,6%) | 17/18 (94,4%) 0,295 0,22 0,43 - 50,44 0,05
TT | 3/14 (21,4%) 1/18 (5,6%) 4,6 0,02 -2,35
2 AA | 11/14 (79,6%) | 17/18 (94,4%) 0,295 4,6 0,02 -2,35 0,05
GG | 3/14 (21,4%) 1/18 (5,6%) 0,22 0,43 — 50,44
3 AA 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,437 -- -- 0,05

GG | 13/14 (92,9%) | 18/18 (100%) - -
4 GG | 14/14 (100%) | 18/18 (100%) - - - -

5 TT | 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,437 - - 0,05
GG | 13/14 (92,9%) | 18/18 (100%) - —
6 TT | 1/14 (7,1 %) 0/18 (0%) 0,437 - - 0,05

CC | 13/14(92,9%) | 18/18 (100%) - —

Tab. 15: p-Werte der im DLA-12A Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
»-— = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von p-Wert (DLA-12A,4) und Odds Ratio nicht
moglich.

Eine Berechnung der DLA-12A Polymorphismen wurde zusétzlich unter der Voraussetzung
durchgefiihrt, dass nur die an IHA erkrankten Hunde als ,,krank* definiert wurden. Auch hier
wurde eine vermutete Assoziation der Variablen auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05
abgelehnt (p-Werte s. Tab. 16).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 CcC 9/12 (75%) 19/20 (95%) 0,136 0,16 0,01-1,74 0,05
TT 3/12 (25%) 1/20 (5%) 6,3 0,58 — 69,69
2 AA 9/12 (75%) 19/20 (95%) 0,136 6,3 0,58 — 69,69 0,05
GG 3/12 (25%) 1/20 (5%) 0,16 0,01-1,74
3 AA 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05

GG | 11/12(91,7%) | 20/20 (100%) -- ==
4 GG | 12/12 (100%) | 20/20 (100%) -- -- - -

5 TT | 1/12 (8,3%) 0/18 (0%) 0,375 - - 0,05
GG | 11/12(91,7%) | 18/18 (100%) - —
6 TT | 1/12(8,3 %) 0/20 (0%) 0,375 - - 0,05

CC | 11/12(91,7%) | 20/20 (100%) - -

Tab. 16: p-Werte der im DLA-12A Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--*“ = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von p-Wert (DLA-
12A,) und Odds Ratio nicht moglich.
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Rassespezifit:it

DLA-12A zeigte eine deutliche Assoziation der Variablen ,,Polymorphismen im DLA-12A*
und ,,Rasse”. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir alle DLA-12A-Polymorphismen
innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den kranken und
gesunden Hunden innerhalb einer Rasse keine unterschiedlichen Polymorphismen gefunden.
Alle Polymorphismen waren innerhalb einer Rasse konstant, so dass eine statistische
Berechnung nicht moglich war.

2.2.1.2. Haplotyp-Status DLA-12E

Insgesamt konnten 16 Polymorphismen im analysierten Sequenz-Abschnitt (1034bp) ermittelt
werden. Dabei wurden im Exon 2 drei Polymorphismen im codierenden Bereich und zwei im
flankierenden Intronbereich gefunden. Die Polymorphismen DLA-12E; bis DLA-12E;
stimmen teils iiberein mit den Polymorphismen von 12A, da es sich um einen
Sequenzabschnitt im iiberlappenden Bereich handelt. Eine Heterozygotie wurde in DLA-12E,
(Y), DLA-12E, (R), DLA-12E4; (K), DLA-12Es (R), DLA-12E¢ (K), DLA-12E;; (S)
festgestellt.

Untersuchte Sequenz 5°-3’:

CCCAATACATTTTTAAACCTCTTTTGTTCCTACTATGATAAATATTGAC/T, AGATTAACCCACAGCC
ACAATTTTCCTGGGATCCTCA TAATCTGTGA AC GT TAGATGCCCTG GGGAA
CAGAAT TTCTAGACTCACTGCCTCACACAGCTCCCTGACCAGGACTCAGGGAGTCAGAGTGAC
AAGAGCGCTGTGG GCAAGGT TCAGGACCCCGGGCTGCCTCTCAGGCTCTCA GCCCCA
GGGCGGGTCCGGGGCGGGGACGCTC GGCT GGGAGTCCCCACCTCCCCGGGGATTTCACT
TCTTCTCCCAACCTGGCTCTGGGCCCCCTGCCTGGAGACTCATGACGCAGCCCCAGCGCGCACTCC
CATTGGGTGCAGCCTTTCTGGAGGAGCCAATCAGCGGCACCGGGTCCCGGGCTCTGAAGTCCACAC
CAGAACCGCCAGGACGCAGCTGCTCCACCGACCCTAAAGGTCTGGGCTATGGTGCCCGGAACCC
TAGCCCTGCTGCTGTCGGGGGCCCTGGCCGTGACCCTGACCCGGGCGGGTGAGTGCGGGCGG
NAGCGAGGGGACCGGCGGNCGGGGACGCGGGACGGGAAGCCGCCTCTCCGNCGNCCCCGGNCCC
TCCCGCCTCCGCCCCGNCCCGGGNATCTCCCCTGGGCCCCGGGCCTCCGCCCCGCCCCGGGCATCT
CCCCTGGGCCCCGGGCCCCGCGGCGGGAGGGGGTCGGGCGGGGTCTCACCC TCGGCTCCGCA
GGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCTCCGTGTCCCGG CCGGCCGCGGGGACCCC
CGCTTCATCGCCGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCGG
CCACTGGGAGGATGGAGCCGCGGGCGC GTGG TGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTAT
TGGGACCCGCAGACGCGGACCATCAAGGAGACCGCACGGACTTCCGA

Es wurde eine Berechung fiir alle DLA-12E Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation der Variablen ,,Polymorphismus im DLA-12E* und ,,Erkrankung® wurde sowohl
fiir den Intron- als auch fiir den Exonbereich durch den Test auf einem Signifikanzniveau von
a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 17).
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Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT | 3/14 (21,4%) 1/18 (5,6%) 0,295 4,64 0,43 — 50,44 0,05
CC | 10/14 (71,4%) | 15/18 (83,3%) 0,669 0,5 0,092 —2,73 0,05
TC 1/14 (7,1%) 2/18 (11,1%) 1,0 0,62 0,05 -17,57 0,05
2 AA | 10/14 (71,4%) | 15/18 (83,3%) 0,669 0,5 0,092 —2,73 0,05
GG | 3/14 (21,4%) 1/18 (5,6%) 0,295 4,64 0,43 — 50,44 0,05
AG | 1/14(7,1 %) 2/18 (11,1%) 1,0 0,62 0,05 -17,57 0,05
3 CC 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 -- -- 0,05
GG | 11/14 (78,6%) | 15/18 (83,3%) 1,0 0,73 0,12 -4.35 0,05
CG | 2/14(14,3%) 3/18 (16,7%) 1,0 0,83 0,12 5,82 0,05
4 TT 1/14 (7,1%) 0/18(0%) 0,438 -- -- 0,05
GG | 11/14(78,6%) | 15/18 (83,3%) 1,0 0,73 0,12 -4,35 0,05
T 2/14 (14,3%) 3/18 (16,6%) 1,0 0,83 0,12-5,82 0,05
5 AA 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 -- -- 0,05




- Ergebnisse -

GG

GA

6 TT

GG

TG

7 AA

GG

8 GG

GA

9 GG

10 TT
GG

11 AA
GG

12 CC
GG

CG

13 AA
GG

AG

14 TT
CC

TC

15 GG
AA

GA

CC

16 GG

11/14 (78,6%)
2/14 (14,3%)
11/14 (78,6 %)
1/14 (7,1%)
2/14 (14,3%)
1/14 (7,1%)
13/14 (92,9%)
13/14 (92,9%)
1/14 (7,1%)
14/14 (100%)
1/14 (7,1%)
13/14 (92,9%)
13/14 (92,2%)
1/14 (7,1%)
11/14 (78,6%)
1/14 (7,1%)
2/14 (14,3%)
7/14 (50%)
6/14 (42,9%)
1/14 (7,1%)
9/14 (64,3%)
5/14 (35,7%)
0/14 (0%)
10/14 (71,4%)
1/14 (7,1%)
2/14 (14,3%)
1/14 (7,1%)
14/14 (100%)

15/18 (83,3%)
3/18 (16,6%)
15/18 (83,3%)
0/18 (0%)
3/18 (16,6%)
0/18 (0%)
18/18 (100%)
16/18 (88,9%)
2/18 (11,1%)
18/18 (100%)
0/18 (0%)
18/18 (100%)
18/18 (100%)
0/18 (0%)
14/18 (77,8%)
1/18 (5,6%)
3/18 (16,7%)
9/18 (50%)
7/18 (38,9%)
2/18 (11,1%)
12/18 (66,7%)
4/18 (22,2%)
2/18 (11,1%)
12/18 (66,7%)
2/18 (11,1%)
4/18 (22,2%)
0/18 (0%)
18/18 (100%)

1,0
1,0
1,0

0,438
1,0

0,437

1,0

0,437
0,437

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

0,453

0,492
1,0
1,0

0,672

0,438

0,12 - 435
0,12 5,82
0,12 - 4,35
0,12 5,82
0,13 19,99
0,05 7,57

0,19 - 5,69
0,08 — 22,94
0,12 5,82
0,25 — 4,04
0,29 — 4,88
0,05 — 7,569
0,21 3,91
0,41 - 9,24
0,274 — 5,705
0,05 — 7,57
0,09 — 3,76

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,05

0,05

0,05

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

Tab. 17: p-Werte der im DLA-12E Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;

»—- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf, daher Berechnung der p-Werte (DLA-12E, und DLA-12E4) und

der Odds Ratio nicht méglich.

Ebenfalls wurde eine Berechnung der DLA-12E Polymorphismen fiir die nur an IHA
erkrankten Hunde durchgefiihrt. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen
auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 18).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT 3/12 (25%) 1/20 (5%) 0,136 0,63 0,58 — 69,69 0,05
CC | 8/12(66,7%) 17/20 (85%) 0,379 0,35 0.06 -1.97 0,05
TC 1/12 (8,3%) 2/20 (10%) 1,0 0,83 0,07 — 10,66 0,05
2 AA | 8/12(66,7%) 17/20 (85%) 0,379 0,35 0,06 — 1,97 0,05
GG 3/12 (25%) 1/20 (5%) 0,136 0,63 0,58 — 69,69 0,05
AG | 1/12(8,3 %) 2/20 (10%) 1,0 0,83 0,07 - 10,66 0,05
3 CC 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
GG 9/12 (75%) 17/20 (85%) 0,647 0,53 0,09 — 3,18 0,05
CG | 2/12(16,7%) 3/20 (15%) 1,0 1,13 0,16 — 7,98 0,05
4 TT 1/12 (8,3%) 0720 (0%) 0,375 -- -- 0,05
GG 9/12 (75%) 17/20 (85%) 0,647 0,53 0,09 -3,18 0,05
T 2/12 (16,7%) 3/20 (15%) 1,0 1,13 0,16 —7,98 0,05
5 AA 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
GG 9/12 (75%) 17/20 (85%) 0,647 0,53 0,09 — 3,18 0,05
GA | 2/12 (16,7%) 3/20 (15%) 1,0 1,13 0,16 — 7,98 0,05
6 TT 9/12 (75%) 17/20 (85%) 0,647 0,53 0,09 - 3,18 0,05
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GG 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
TG | 2/12(16,7%) 3/20 (15%) 1,0 1,13 0,16 —7,98 0,05
7 AA 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
GG | 11/12 (91,7%) | 20/20 (100%) -- --
8 GG | 11/12 (91,7%) 18/20 (90%) 1,0 1,22 0,1 -15,11 0,05
GA 1/12 (8,3%) 2/20 (10%) 0,82 0,07 -10,12 0,05
9 GG | 12/12 (100%) | 20/20 (100%) -- -- -- --
10 TT 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
GG | 11/12 (91,7%) | 20/20 (100%) -- --
11 AA | 11/12 (91,7%) | 20/20 (100%) 0,375 - - 0,05
GG 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) -- --
12 CC 9/12 (75%) 16/20 (80%) 1,0 0,75 0,14 -4,13 0,05
GG 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,0 1,727 0,1 -3045 0,05
CG | 2/12(16,7%) 3/20 (15%) 1,0 1,133 0,16 —7,98 0,05
13 AA 6/12 (50%) 10/20 (50%) 1,0 1 0,24 — 4,19 0,05
GG | 5/12 (41,7%) 8/20 (40%) 1,0 1,071 0,25 — 4,59 0,05
AG 1/12 (8,3%) 2/20 (10%) 1,0 0,818 0,07 —10,12 0,05
14 TT | 8/12 (66,7%) 13/20 (65%) 1,0 1,077 0,24 — 4,88 0,05
CC | 4/12 (33,3%) 5/20 (25%) 0,696 1,5 0,31 -7,21 0,05
TC 0/12 (0%) 2/20 (10%) 0,516 - - 0,05
15 GG 9/12 (75%) 13/20 (65%) 0,703 1,615 0,33 — 7,98 0,05
AA 1/12 (8,3%) 2/20 (10%) 1,0 0,818 0,07 —10,12 0,05
GA 1/12 (8,3%) 5/20 (25%) 0,37 0,273 0,03 — 2,68 0,05
CC 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 - - 0,05
16 GG | 12/12 (100%) | 20/20 (100%) - - - -
Tab. 18: p-Werte der im DLA-12E Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an [HA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung der p-Werte (DLA-

12Eqund DLA-12E¢) und Odds Ratio nicht mdglich.

Rassespezifitit

DLA-12E zeigte — auller DLA-12Egs — eine deutliche Assoziation der Variablen
,Polymorphismen im DLA-12E* und ,,Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir alle
DLA-12E-Polymorphismen innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden
zwischen den kranken und gesunden Hunden innerhalb einer Rasse keine unterschiedlichen
Polymorphismen gefunden. Eine Assoziation von ,Erkrankung“ und ,DLA-12E-
Polymorphismen‘ unter Beriicksichtung der Rasse musste abgelehnt werden.

2.2.1.3. Haplotyp-Status DLA-12F

In dem untersuchten 860bp Fragment konnten zwei Polymorphismen im codierenden Bereich
dargestellt werden. Die iibrigen 3 Polymorphismen waren im flankierenden Intronbereich
lokalisiert. Von den aufgezeigten Polymorphismen waren DLA-12F; (S), DLA-12F, (S),
DLA-12F, (S) heterozygot.

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
GCCCTGCTGCTGTCGGGGGCCCTGGCCGTGACCCTGACCCGGGCGGGTGAGTGCGGGCGGGAGCG
AGGGGACCGGCGGGCGGGGACGCGGGACCCCGGGAAGCCGCCTCTCCGCCCTCCCGCCTCCGCCC
CGCCCCGGGCATCTCCCCTGGGCCCCGGGCCCCGCGGCGGGAGGGGGTCGGGCGGGGTCTCA

CcC TCGGCTCCGCAGGCTCCCACTCCCTGAGGTATTTCTACACCTCCGTGTCCCGGCCCGG
CCGCGGGGACCCCCGCTTCATCGCCGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTC
GACAGCGACGCGGCCACTGGGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGG TGGAGCAGGAGG
GGCCGGAGTATTGGGACC GCAGACGCGGACCATCAAGGAGACCGCACGGACTTTCCGA
GTGGACCTGGACACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTGAGCGGLCGLCGGGELC
CGGGGCCGGGGCACGACCCCCATCCCCCCGACCGGCCGGGTCGCCCCGAGGGTCCGGGTCCGGGL
GTCACCGAGTCCGAGGCCCCCCACCCTAAACGGGTCCTCAGAGCCAGGAAGAGGCCGTGCGCCCT
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TTCGAGCGGTTTTCCTTTCGGTTTGAACTTAGAAGTCTTGCGGTCCCGGGACTACT
CACCGCGGGGCGGGGCCTCGGGGCCTCGGGGCGGAGCTGACCGCGGGGGCGGGGCCAGGTCTCAC

AC

GGGTGTT

Es wurde eine Berechung fiir alle DLA-12F Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation der Variablen ,,Polymorphismus im DLA-12F* und ,,Erkrankung® wurde sowohl
fiir den Intron- als auch fiir den Exonbereich durch den Test auf einem Signifikanzniveau von
a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 19).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 CC | 11/14 (78,6%) | 15/18 (83,3%) 1,0 0,73 0,12 -4,35 0,05
GG 0/14 (0%) 1/18 (5,6%) 1,0 -- -- 0,05
CG | 3/14 (21,4%) 2/18 (11%) 0,631 2,18 0,31-15,3 0,05
2 GG | 10/14 (71,4%) | 17/18 (94,4%) 0,142 0,15 0,01 —1,51 0,05
CG | 4/14 (28,6%) 1/18 (5,6%) 6,8 0,66 — 69,64
3 GG | 13/14 (92,9%) | 17/18 (94,4%) 1,0 0,77 0,04 — 13,41 0,05
AA 1/14 (7,1%) 1/18 (5,6%) 1,31 0,08 — 22,94
4 CC | 13/14 (92,9%) | 17/18 (94,4%) 1,0 0,76 0,04 — 13,41 0,05
GG 0/14 (0%) 1/18 (5,6%) 1,0 - - 0,05
CG 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 - - 0,05
5 AA | 5/14 (35,7%) | 10/18 (55,6%) 0,308 0,44 0,11-1,87 0,05
CC 7/14 (0,5%) 8/18 (44,4%) 1,0 1,25 0,31 —-15,07 0,05
GG | 2/14 (14,3%) 0/18 (0%) 0,183 -- -- 0,05

Tab. 19: p-Werte der im DLA-12F Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusatzlich wurde eine Berechnung der DLA-12F Polymorphismen unter der Voraussetzung
durchgefiihrt, dass nur die an IHA erkrankten Hunde als , krank* definiert werden. Auch hier
wurde eine vermutete Assoziation der Variablen auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05
abgelehnt (p-Werte s. Tab. 20).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 CC | 10/12 (83,3%) | 16/20 (80%) 1,0 1,25 0,19-38,13 0,05
GG 0/12 (0%) 1/20 (5%) 1,0 -- -- 0,05
CG | 2/12(16,7%) 3/20 (15%) 1,0 1,13 0,16 — 7,98 0,05
2 GG 9/12 (75%) 18/20 (90%) 0,338 0,33 0,05-2,37 0,05
CG 3/12 (25%) 2/20 (10%) 3 0,42 -21,3
3 GG | 11/12 (91,7%) | 19/20 (95%) 1,0 0,58 0,03 - 10,21 0,05
AA | 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,73 0,1 —-30,45
4 CC | 11/12 (91,7%) | 19/20 (95%) 1,0 0,58 0,03 - 10,21 0,05
GG 0/12 (0%) 1/20 (5%) 1,0 -- -- 0,05
CG | 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
5 AA | 4/12 (33,3%) 11/20 (55%) 0,291 0,41 0,09 - 1,81 0,05
CC 6/12 (50%) 9/20 (45%) 1,0 1,22 0,29 -5,13 0,05
GG | 2/12 (16,7%) 0720 (0%) 0,133 -- -- 0,05

Tab. 20: p-Werte der im DLA-12F Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,--" = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio

nicht mdglich.
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Rassespezifit:it

DLA-12F zeigte — auller am DLA-12F,; und DLA-12F, — eine deutliche Assoziation der
Variablen ,,Polymorphismen im DLA-12F“ und ,Rasse®. Aufgrund dessen war eine
Berechnung fiir diese DLA-12F-Polymorphismen innerhalb der einzelnen Rassen notwendig.
Dabei wurden zwischen den kranken und gesunden Hunden innerhalb einer Rasse keine
unterschiedlichen Polymorphismen gefunden. Alle Polymorphismen waren innerhalb einer
Rasse konstant, so dass eine statistische Berechnung nicht méglich war.

2.2.1.4. Haplotyp-Status 121

Es konnten 2 Polymorphismen im 837bp grolem Bereich ermittelt werden, die sich jedoch
nicht im codieren Bereich befanden. Beide polymorphen Stellen wiesen eine Heterozygotie
auf: DLA-121; (K) und DLA-121, (Y).

Untersuchte Sequenz 5'-3":
GTGCACATGAGGGGCTGGCGGACCTGTCACG/T,CGGAGATGGGGTAAGGAGGGCCTCGGGGTAGA
GCTTCTACTCAGGGCAAGTGGAGCTCTTCTGGAGAATTTCAGCAGAGTCAGGTCTCAAGC/T,CAGA
GGCTGGACCCTCATCCTCCCTCCCCTTTCCAGAGCCTTCCCCTCTGTCCACCATTGTCATCGTCA
GCATTGCTGCTCTGGTTCTCCTCGTGGTCGCTGGGGGTGATTGGAGCTGTGATCTGGAGGAA
GCAGCGCTCGGGTAGGGAACCGACTGAATACTCTGTGTTTTCCTGTCCTGCTGGGGGGTTTCNTAG
GAAGNANGCTG

Es wurde eine Berechung fiir alle DLA-121 Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation beider Variablen ,,Polymorphismus im DLA-12I* und ,,Erkrankung® wurde durch
den Test auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 21).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GG | 2/14 (14,3%) 0/18 (0%) 0,183 -- -- 0,05
TG | 12/14 (85,7%) | 18/18 (100%) -- --
2 CC | 9/14 (64,3%) | 16/18 (88,9%) 0,195 0,23 0,04 - 1,41 0,05
TC | 5/14 (35,7%) | 2/18 (11,1%) 4,44 0,71 -27,76

Tab. 21: p-Werte der im DLA-121 Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusatzlich wurde eine Berechnung der DLA-121 Polymorphismen fiir die nur an THA

erkrankten

Hunde

durchgefiihrt.

Eine

vermutete

Assoziation

beider

Variablen

,»Polymorphismus im DLA-12I“ und ,Erkrankung® wurde durch den Test auf einem

Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 22).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GG | 2/12 (16,7%) 0/20 (0%) 0,133 -- -- 0,05
TG | 10/12 (83,3%) | 20/20 (100%) -- -- --
2 CC | 7/12(58,3%) 18/20 (90%) 0,073 0,156 0,024 -0,997 0,05
TC | 5/12 (41,7%) 2/20 (10%) 6,43 1,003 — 41,204 0,05

Tab. 22: p-Werte der im DLA-12F Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio
nicht mdglich.

Rassespezifit:it
DLA-121 zeigte eine deutliche Assoziation der Variablen ,,Polymorphismen im DLA-12I" und
»Rasse". Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diese DLA-12I-Polymorphismen
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innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den kranken und
gesunden Hunden innerhalb einer Rasse keine unterschiedlichen Polymorphismen gefunden.
Eine Assoziation zwischen einem Allel und der Erkrankung unter Beriicksichtigung der Rasse
konnte nicht dargestellt werden.

2.2.1.5. Haplotyp-Status 12K

Insgesamt wurden 5 Polymorphismen in dem 535bp umfassenden PCR-Produkt gefunden.
Ein Polymorphismus befand sich im Exon 7 und 4 Polymorphismen im flankierenden
Intronbereich. Alle Polymorphismen waren heterozygot: DLA-12K; (Y), DLA-12K,; (Y,S),
DLA-12K;5 (Y), DLA-12K4 (Y) und DLA-12K;5 (Y).

Untersuchte Sequenz 5'-3":

G TCACCCCCACAGCTGCTCCTTTAGTCTCACCTCCTGTGAGCTCTGACCACGTCCTGTTTATTCT
CCTCTAGG GATGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTGACAGCTCCTAGAGGTGAG
ACCCCAGAGACC TGAAGTGGGGAGGGTTGGGGC TTGGGGACCTGATGAG GCGAGGGG
GACTGTTGAGAATGTCAGCACTTATGTGACTGACCTCAGTTTGTACTTGATTGTTTTTCAGTGTGAG

ACCAGCTGCCTGTGGGACTGAGCGATGCAAGATGTGTTCACATCTCACGTGATGACATCAACAACC
CTGGCTTGTCTCTGCAAACAGTGTCAGGATGTGCCTGTGTCCCTAGGAGCATAATGTGAGGAGGTG

GGGAGATTGGCCCACCCTGCCCACCATGACCTGTCCC

Eine vermutete Assoziation der Variablen ,,DLA-12K;“, ,DLA-12K,%, , DLA-12K3“ sowie
»DLA-12K,* und ,,Erkrankung* wurde sowohl fiir den Intron- als auch fiir den Exonbereich
durch den Test auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 23). Das
Allel TT des DLA-12K5 hingegen zeigte eine signifikante Assoziation (p = 0,024) mit den

gesunden Hunde: Keiner der kranken Hunde trug das Allel TT.

Polymor SNP | Kranke Hunde | Gesunde Hunde p-Wert Odds 95% Niveau
phismus (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT | 3/14 (21,4%) 0/18 (0%) 0,073 -- -- 0,05
CC | 10/14 (71,4%) | 15/18 (83,3%) 0,669 0,5 0,09 - 2,73 0,05
TC 1/14 (7,1%) 3/18 (16,7%) 0,613 0,39 0,04 — 4,16 0,05
2 CC 7/14 (50%) 6/18 (33,3%) 0,473 2 0,48 — 8,4 0,05
TT 5/14 (35,7) 7/18 (38,9%) 1,0 0,87 0,21 -3,71 0,05
TC 0/14 (0%) 1/18 (5,6%) 1,0 - - 0,05
CG | 2/14 (14,3%) 2/18 (11,1%) 1,0 1,33 0,16 — 10,87 0,05
TG 0/14 (0%) 2/18 (11,1%) 0,492 -- -- 0,05
3 CC 7/14 (50%) 6/18 (33,3%) 0,473 2 0,48 — 8,4 0,05
CT | 5/14 (35,7%) 8/18 (44.,4%) 0,725 0,69 0,17-2,92 0,05
CG | 2/14 (14,3%) 2/18 (11,1%) 1,0 1,33 0,16 — 10,87 0,05
TG 0/14 (0%) 2/18 (11,1%) 0,492 -- -- 0,05
4 CcC 7/14 (50%) 8/18 (44,4%) 1,0 1,25 0,31-5,07 0,05
TT | 2/14 (14,3%) 0/18 (0%) 0,183 -- -- 0,05
CT | 5/14 (35,7%) 10/18 (55,6%) 0,308 0,571 0,13-2,5 0,05
5 CC 7/14 (50%) 6/18 (33,3%) 0,473 2 0,48 — 8,4 0,05
TT 0/14 (0%) 6/18 (33,3%) 0,024 -- -- 0,05
CT 7/14 (50%) 6/18 (33,3%) 0,473 2 0,48 — 8,4 0,05

Tab. 23: p-Werte der im DLA-12K Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;

“

,»-— = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

AulBlerdem wurde eine Berechnung der DLA-12K Polymorphismen unter der Voraussetzung
durchgefiihrt, dass nur die an [HA erkrankten Hunde als ,krank* definiert wurden. Dabei
zeigte das Allel TT bei DLA-12K, eine signifikante Assoziation mit der Erkrankung an IHA:
Nur kranke Hunde trugen das Allel TT (p = 0,044).
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Fiir alle anderen Polymorphismen wurde eine vermutete Assoziation mit der IHA auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 24).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT 3/12 (25%) 0/20 (0%) 0,044 -- -- 0,05
CC 8/12 (66,7%) 17/20 (85%) 0,379 0,35 0,06 — 1,97 0,05
TC 1/12 (8,3%) 3/20 (15%) 1,0 0,52 0,05 -5,61 0,05
2 CC 6/12 (50%) 7/20 (35%) 0,473 1,86 0,43 -7,98 0,05
TT 4/12 (33,3%) 8/20 (40%) 1,0 0,75 0,17 - 3,35 0,05
TC 0/12 (0%) 1/20 (5%) 1,0 -- - 0,05
CG 2/12 (16,7%) 2/20 (10%) 0,62 1,8 0,22 - 14,8 0,05
TG 0/12 (0%) 2/20 (10%) 0,516 - - 0,05
3 CC 6/12 (50%) 7/20 (35%) 0,473 1,86 0,43 — 7,98 0,05
CT 4/12 (33,3%) 9/20 (45%) 0,713 0,61 0,14-2,71 0,05
CG 2/12 (16,7%) 2/20 (10%) 0,62 1,8 0,22 - 14,8 0,05
TG 0/12 (0%) 2/20 (10%) 0,516 -- -- 0,05
4 CcC 7/12 (58,3%) 8/20 (40%) 0,467 2,1 0,49 -8,99 0,05
TT 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,0 1,73 0,1 -30,45 0,05
CT 4/12 (33,3%) 11/20 (55%) 0,291 0,41 0,09 - 1,81 0,05
5 CC 7/12 (58,3%) 6/20 (30%) 0,15 3,27 0,73 — 14,55 0,05
TT 0/12 (0%) 6/20 (30%) 0,06 -- -- 0,05
CT 5/12 (41,7%) 8/20 (40%) 1,0 1,07 0,25 - 4,59 0,05

Tab. 24: p-Werte der im DLA-12K Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio
nicht mdglich.

Rassespezifit:it

DLA-12K — ausser DLA-12Ks — zeigte eine deutliche Assoziation aller Polymorphismen mit
der Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diese DLA-12K-Polymorphismen
innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden bei DLA-12K;; keine
Assoziationen von Allelen zur Erkrankung festgestellt. Fiir DLA-12K4 jedoch wurden
folgende Ergebnisse vorgefunden: Beim Irish Red Setter war bei den kranken Hunden das
Allel CC signifikant hdufiger vorzufinden als bei den gesunden Hunden (p = 0,01). Diese
Tatsache konnte nicht fiir den Cocker Spaniel bestitigt werden, die anderen Rassen konnten
nicht beurteilt werden, da es keine Kontrollhunde der selben Rasse gab (Tab. 25).

DLA-12K, SNP Kranke Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Hunde Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
Cocker CcC 0/5 (0%) 4/7 (57,1%) 0,08 -- -- 0,05
Spaniel TT 1/5 (20%) 0/7 (0%) 0,417 - -
CT 4/5 (80%) 3/7 (42,9%) 0,293
Irish Setter CC 4/5 (80%) 0/7 (100%) 0,01 -- -- 0,05
CT 1/5 (20%) 7/7 (100%)
Dobermann TT 1/1 (100%) -- -- -- -- --
Staffordshire | CC 1/1 (100%) -- -- -- -- --
Shih Tzu CcC 1/1 (100%) -- -- -- -- --
Dogo Canario| CC 1/1 (100%) -- -- -- -- --
Rhodesian CcC -- 4/4 (100%) -- -- -- --
Ridgeback

Tab. 25: DLA-12K,: Assoziationen zwischen Allel und Erkrankung unter Beriicksichtigung der Rasse;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.
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2.2.2. MHC-I: DLA-64

Beim DLA-64 handelt es sich genauso wie beim DLA-12 um ein MHC-I Gen, welches sich
auf dem Chromosom 12 befindet. Es wurde ebenfalls erstmalig 1997 von Burnett et al.
beschrieben. In vorliegender Studie wurden 6 Primerpaare etabliert, um einen Bereich von ca.
3400 bp des Gens zu analysieren. Die Lokalisation der untersuchten Bereiche sind in Abb. 6
graphisch aufgefiihrt.

HC_006594.2

[ 3956745 p- [ 590014 p
| I 3!
NH_ 00101457841 — NP_00101 4400
%"ﬂm' [ 7&.1 refon
Exon 2/3 (64F) Exon 4 (64A) Exon 5/6 (64B) Exon 7/8 (64D)

Abb. 6: Graphische Darstellung von DLA-64 mit korrespondierenden Loci. Benennung der Loci s. Tab. 14

2.2.2.1. Haplotyp-Status DLA-64A

In dem 1021bp groBen Fragment wurden keine auffilligen SNP’s festgestellt. Allerdings
wiesen alle sequenzierten Proben in vorliegender Studie eine Insertion von ca. 100bp auf
(rosa unterlegt, kursiv).

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
GGGTCTGTGGGGCAGCTGGGACTCCGGGATCTCCCCTCCCGCTGGGGCTGTACCTCCTGCTATCCCT
ACAAAAAGGAAAATGGAATTGACACCAGAATTCCTCCCCTGCCCCACTTCTTGGATCC

GTCTTTATGGAGAGGGATAGAGATATCTCTGAAATAATTTAATAGCAGATTTCTTT
GACCCTGGCATTCACCTTGGGCACCACTGACTGACTTCCTCCCTCAGGCCTTGCTCCCTGTCCCACA
CCCCACTTAATTGGAGGTCTGCCTCCAGGTTTTAAGAGGCACTGGACTTCCTCTACCTAGGTCAGG
ACCAGAAGTCTCTGTTGTCCCACTCAGAGACCTGGAACTTCCTACCTTAGGCTATCTTATCCTGATT
CTAGATCTTCCAAAGGGATAGGAAGGTATCCCAGATCCTGGAGTTCAGGCTGGNGNCTGNATTTTG
CACTCCCTCTCCCCCATTTGTCCTCTTCATTCTCA

2.2.2.2. Haplotyp-Status DLA-64B

Insgesamt wurden 3 Polymorphismen in dem 860bp umfassenden Fragment entdeckt. Ein
Polymorphismus befand sich im Exon 4. Heterozygote Positionen waren an allen
polymorphen Stellen vorhanden: DLA-64B, (K), DLA-64B, (W) und DLA-64B; (Y).

Untersuchte Sequenz 5°-3’:

GTGCACATGAGGGGCTGGCGGAGCCTGTCAC CGGAGATGGGGTAAGGAGGGCCTCGGGGT

AGAGCTTCTACTCAGGGCAAGTGGAGCTCTTCTGGAGAATTTCAGCAGAGTCAGGT7/4.CTCAAG
CAGAGG

Es wurde eine Berechung fiir alle DLA-64B Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation der Variablen ,,DLA-64B;, DLA-64B, sowie DLA-64B;“ und ,,Erkrankung*
wurde sowohl fiir den Intron- als auch fiir den Exonbereich durch den Test auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 26).
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Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GT | 13/14 (92,9%) | 18/18 (100%) 0,438 -- -- 0,05
GG | 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) -- —
2 AA 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 -- -- 0,05
TT 5/14 (35,7) 9/18 (50%) 0,49 0,56 0,13-2,33 0,05
AT | 8/14(57,1%) 9/18 (50%) 0,735 1,33 0,33 -5,43 0,05
3 CC | 9/14 (64,3%) | 12/18 (66,7%) 1,0 0,9 0,21-3,9 0,05
TC | 5/14 (35,7%) 6/18 (33,3%) 1,11 0,26 — 4,82

Tab. 26: p-Werte der im DLA-64B Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusatzlich wurde eine Berechnung der DLA-64B Polymorphismen fiir die nur an THA
erkrankten Hunde durchgefiihrt. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen
auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 27).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GT | 11/12 (91,7%) | 20/20 (100%) 0,375 -- -- 0,05
GG | 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) -- --
2 AA 1/12 (8,3%) 0720 (0%) 0,375 -- -- 0,05
TT | 5/12 (41,7%) 9/20 (45%) 1,0 0,87 0,21-3,71 0,05
AT 6/12 (50%) 11/20 (55%) 1,0 0,82 0,2-3,43 0,05
3 CC | 9/14 (64,3%) | 12/18 (66,7%) 1,0 1,077 0,24 — 4,88 0,05
TC | 5/14 (35,7%) | 6/18(33,3%) 0,93 0,21 —4,21
Tab. 27: p-Werte der im DLA-64B Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio

nicht mdglich.

Rassespezifit:it

DLA-64B — ausser DLA-64B; — zeigte eine deutliche Assoziation aller Polymorphismen mit
der Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diese DLA-64B-Polymorphismen
innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den kranken und
gesunden Hunden innerhalb einer Rasse keine Unterschiede gefunden. DLA-64B; war
innerhalb der Rassen konstant. Fiir alle anderen Polymorphismen musste die vermutete
Assoziation verworfen werden (o0 = 0,05).

2.2.2.3. Haplotyp-Status DLA-64D

Dieser 616bp grofle Locus umfasste 11 Polymorphismen und 1 Deletion. Davon befand sich
im Exon 7 ein Polymorphismus und 7 Polymorphismen im Exon 8. Die Deletion erstreckte
sich bei allen untersuchten Tieren iiber eine Lénge von 10 bp (DLA-64Ds). Heterozygotie war
an allen Stellen vorhanden: DLA-64D, (R), DLA-64D, (Y), DLA-64D;5 (R), DLA-64D, (R),
DLA-64D¢ (Y), DLA-64D; (S), DLA-64Ds (S), DLA-64Dy (S), DLA-64D;¢ (W), DLA-64Dy;
(Y) und DLA-64D,; (M).

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
TTATTCTCCTNTAGGCGATGACAGTGCCCAGGGCTNTGATGTGTCTCTGAC GCTCCTAGA
GGTGAGACCCCAGAGACCCTGAAGTGGGGAGGGTTGGGGCACTGGGGAC GATGAGC
CGAGGGGGCTGTTGAGAATGTCAGCACTTATGTGACCGACCT CAATTTGTACTTG
ATTTTTTCTCACAGTGTGAGACCAGCTGCCCTGTGGGGACTGAGCGATGCAAGATGTGTTCAC
ATCTCACGTGATGACATCAACAACCCTGGCTTGTCTCTGCAAACAGTGTCAGGATGTGCCTG
TGTCCCTAGGAGCATAATGTGAGGAGGTGGGGAGATTGGCCCACCCTGCCCACCATGACCTG
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TCCCTAATCTGATGTGCGCTCTC TCTCTGATGTGCTTTCCTGTCCAG AGAGG AG
GGCTGGACCATCTCCATCCCTGTCTTTGTTTCATGTTGAGTACTAAT CTTACTA
CCGATTGAAAATAAGAATCC GATATGAGTTTGTGTTTCCTGAGTCTTGGGATGTGGGGC

TGATGAGGAATAAAAGGAGATTGGAAGT

Es wurde eine Berechung fiir alle DLA-64D Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation der ,,Polymorphismen im DLA-64D* und ,,Erkrankung® wurde sowohl fiir den
Intron- als auch Exonbereich durch den Test auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05
abgelehnt (p-Werte s. Tab. 28). Die Deletion wurde nicht berechnet, da sie bei allen Hunden

vorhanden war.

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio Konfidenzintervall
exact Test)

1 AA | 13/14 (92,9%) | 17/18 (94,4%) 1,0 0,76 0,04 — 13,41 0,05
AG | 1/14 (7,1%) 1/18 (5,6%) 1,31 0,08 — 22,94

2 CC | 13/14(92,9%) | 17/18 (94,4%) 1,0 0,76 0,04 — 13,41 0,05
TC 1/14 (7,1%) 1/18 (5,6%) 1,31 0,08 — 22,94

3 AA 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 -- -- 0,05
GG 1/14 (7,1%) 1/18 (5,6%) 1,0 1,31 0,08 — 22,94 0,05
AG | 12/14 (85,7%) | 17/18 (94,4%) 0,568 0,35 0,03 — 4,35 0,05

4 GG | 13/14(92,9%) | 18/18 (100%) 0,437 -- -- 0,05
AG 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) -- --

6 TT | 3/14 21,4%) | 2/18 (11,1%) 0,425 2,18 0,31 - 15,29 0,05
TC | 11/14 (78,6%) | 16/18 (88,9%) 0,46 0,07 - 3,21

7 CG | 12/14 (85,7%) | 17/18 (94,4%) 0,568 0,35 0,03 — 4,35 0,05
CC 1/14 (7,1%) 1/18 (5,6%) 1,0 1,31 0,08 — 22,94 0,05
GG | 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 - - 0,05

8 CC | 2/14 (14,3%) 1/18 (5,6%) 0,568 2,83 0,23 — 34,92 0,05
GG | 2/14 (14,3%) 1/18 (5,6%) 0,568 2,83 0,23 — 34,92 0,05
CG | 10/14 (71,4%) | 16/18 (88,9%) 0,365 0,31 0,05 - 2,03 0,05

9 CC | 2/14 (14,3%) 1/18 (5,6%) 0,568 2,83 0,23 — 34,92 0,05
GG | 1/14 (7,1%) 1/18 (5,6%) 1,0 1,31 0,08 — 22,94 0,05
CG | 10/14 (71,4%) | 16/18 (88,9%) 0,365 0,31 0,05 -2,03 0,05
AG | 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 - - 0,05

10 AA | 2/14 (14,3%) 0/18 (0%) 0,183 - - 0,05
TT | 2/14 (14,3%) 1/18 (5,6%) 0,568 2,83 0,23 — 34,92 0,05
AT | 10/14 (71,4%) | 17/18 (94,4%) 0,142 0,15 0,01 - 1,51 0,05

11 CC | 2/14 (14,3%) 1/18 (5,6%) 0,568 2,83 0,23 — 34,92 0,05
TT 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 - - 0,05
CT | 11/14 (78,6%) | 17/18 (94,4%) 0,295 0,22 0,02 - 2,35 0,05

12 AA 1/14 (7,1%) 1/18 (5,6%) 1,0 1,31 0,08 — 22,94 0,05
CC 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 - - 0,05
AC | 12/14 (87,7%) | 17/18 (94,4%) 0,568 0,35 0,03 — 4,35 0,05

Tab. 28: p-Werte der im DLA-64D Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;

“

,»-— = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusiatzlich wurde eine Berechnung der DLA-64D-Polymorphismen unter der Voraussetzung,
dass nur die an I[HA erkrankten Hunde als ,.krank* definiert wurden, durchgefiihrt. Auch hier
wurde eine vermutete Assoziation der Variablen auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05
abgelehnt (p-Werte s. Tab. 29).
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Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio Konfidenzintervall
exact Test)
1 AA | 11/12 (91,7%) | 19/20 (95%) 0,375 0,58 0,03 — 10,21 0,05
AG | 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,73 0,1 —30,45
2 CC | 11/12 (91,7%) 19/20 (95%) 1,0 0,58 0,03 - 10,21 0,05
TC 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,73 0,1 -30,45
3 AA 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
GG 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,0 1,73 0,1 —30,45 0,05
AG | 10/12 (83,3%) | 19/20 (95%) 0,54 0,26 0,02 — 3,27 0,05
4 GG | 11/12 (91,7%) | 20/20 (100%) 0,375 -- -- 0,05
AG 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) -- --
6 TT 3/12 (25%) 2/20 (10%) 0,338 3 0,42 - 21,3 0,05
TC 9/12 (75%) 18/20 (90%) 0,33 0,05 - 2,37
7 CG | 10/12 (83,3%) | 19/20 (95%) 0,54 0,26 0,02 - 3,27 0,05
CC 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,0 1,73 0,1 -3045 0,05
GG | 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 - - 0,05
8 CC | 2/12 (16,7%) 1/20 (5%) 0,54 3,8 0,31 — 47,21 0,05
GG | 2/12 (16,7%) 1/20 (5%) 0,54 3,8 0,31 - 47,21 0,05
CG | 8/12 (66,7%) 18/20 (90%) 0,165 0,22 0,03 - 1,47 0,05
9 CC | 2/12 (16,7%) 1/20 (5%) 0,54 3,8 0,31 -47,21 0,05
GG | 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,0 1,73 0,1 -3045 0,05
CG | 8/12 (66,7%) 18/20 (90%) 0,165 0,22 0,03 - 1,47 0,05
AG | 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 - - 0,05
10 AA | 2/12 (16,7%) 0/20 (0%) 0,133 -- - 0,05
TT | 2/12 (16,7%) 1/20 (5%) 0,54 3,8 0,31 — 47,21 0,05
AT | 8/12 (66,7%) 19/20 (95%) 0,053 0,11 0,01 -1,1 0,05
11 CC | 2/12 (16,7%) 1/20 (5%) 0,54 3,8 0,31 -47,21 0,05
TT 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 - -- 0,05
CT 9/12 (75%) 19/20 (95%) 0,136 0,16 0,02 - 1,74 0,05
12 AA | 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,0 1,73 0,1 —30,45 0,05
CC 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- - 0,05
AC | 10/12 (83,3%) | 19/20 (95%) 0,54 0,26 0,02 — 3,27 0,05
Tab. 29: p-Werte der im DLA-64D Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--“ = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio
nicht mdglich.
Rassespezifitit

DLA-64D zeigte sowohl im Intron- als auch im Exonbereich eine deutliche Assoziation aller
Polymorphismen mit der Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diese
Polymorphismen innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den
kranken und gesunden Hunden innerhalb einer Rasse keine Unterschiede gefunden. DLA-
64D, DLA-64D,, DLA-64D,4 und DLA-64D;, waren innerhalb der Rassen konstant. Fiir alle
anderen Polymorphismen musste die vermutete Assoziation verworfen werden (o = 0,05).

2.2.2.4. Haplotyp-Status DLA-64F
Es wurden 2 Polymorphismen in dem 584bp groBBen Fragment entdeckt; beide befanden sich

im nicht-codierenden Bereich. Beide polymorphe Stellen waren heterozygot: DLA-64F; (K),
DLA-64F; (S).

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
CAGTTCCTGCGGTTCACAGCGACGCGGCGAGTCCGAAGGTGGAGCCGCGGGCGCGGTGGAT
GGAGCAGGAGGGGCCGGAGTTTTGGGAGGAGCAGACGGAGATCGCCAAGGTGCACGCCCAG
ACCTCCCGATCCAACCTGCAGACGGCCCTCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTGAGTG
ACCCGGGCCGGGTCCAGTTCACGAGTCCATGAACCCCCTTGCACAGCCTGGGGTCTCCCCGAGTTC
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CCGGGTC GAGATT ACCCCCGGGCCAGGAGACCGTCCTGGCCCCCTACGCGGGACGAGCCT
GCAGGGACTTGCGGACAGTTTCCGAGGTCTCTGACCACTCGCCGGCCGTAGGTCCAATGCCAGGGG
AGTCTAGG

Es wurde eine Berechung fiir beide DLA-64F Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation der Variablen ,,DLA-64F“ sowie ,,DLA-64F,* und ,,Erkrankung* wurde durch
den Test auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 30).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT | 13/14 (92,9%) | 16/18 (88,9%) 1,0 1,63 0,13 -19,99 0,05
GG | 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 -- -- 0,05
TG 0/14 (0%) 2/18 (11,1%) 0,492 -- -- 0,05
2 CC | 3/14 21,4%) 9/18 (50%) 0,147 0,27 0,06 — 1,32 0,05
GG | 6/14 (42,9%) | 4/18 (22,2%) 0,267 2,63 0,57 - 12,18 0,05
CG | 5/14 (35,7%) | 5/18 (27,8%) 0,712 1,44 0,32 -6,49 0,05

Tab. 30: p-Werte der im DLA-64F Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;

€

.- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf’ Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusitzlich wurde eine Berechnung der DLA-64F-Polymorphismen fiir die nur an IHA
erkrankten Hunde durchgefiihrt. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen
auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 31).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
Exact Test)

1 TT | 12/12 (100%) | 17/20 (85%) 0,274 -- - 0,05

GG 0/12 (0%) 1/20 (5%) 1,0 -- - 0,05

TG 0/12 (0%) 2/20 (10%) 0,516 -- - 0,05

2 CcC 3/12 (25%) 9/20 (45%) 0,452 0,41 0,08 -1,97 0,05

GG | 5/12 (41,7%) 5/20 (25%) 0,438 2,14 0,46 —9,9 0,05

CG | 4/12 (33,3%) 6/20 (30%) 1,0 1,17 0,25-5,41 0,05
Tab. 31: p-Werte der im DLA-64D Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--“ = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio

nicht mdglich.

Rassespezifitit

Eine vermutete Assoziation der Variablen ,,Rasse” und ,,DLA-64F-Allele” wurde durch den
Test auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 verworfen. Dadurch wurde eine Berechnung
der DLA-64F-Polymorphismen innerhalb der einzelnen Rassen iiberfliissig und wurde nicht
durchgefiihrt.

2.2.3. MHC-I: DLA-79

DLA-79 wurde bereits 1995 von Burnett et al. (Burnett et al. 1995a) beschrieben. Das Gen
liegt, im Gegensatz zu den anderen MHC-Genen, beim Hund auf Chromosom 18. Fiir diese
Studie wurden 5 Primerpaare entwickelt, um einen Bereich von ca. 4800 bp zu untersuchen.
Eine graphische Darstellung des DLA-79 mit den korrespondierenden Loci und den
codierenden Bereichen ist in Abb. 7 dokumentiert.
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Abb. 7: Graphische Darstellung DLA-79 mit Zuordnung der Loci. Benennung der Loci s. Tab. 14.

2.2.3.1. Haplotyp-Status DLA-79B

In dem untersuchten Sequenzabschnitt (939bp) wurden insgesamt 8 Polymorphismen und 1
Deletion entdeckt. 5 Polymorphismen befanden sich im Exon 2, ein Polymorphismus im
flankierenden Intron-Bereich. Die iibrigen Polymorphismen waren am Anfang der Sequenz
im nicht-codierenden Bereich lokalisiert. Die Deletion (DLA-79B5;) erstreckte sich iiber 3 bp
im Exon 1 und wurde nur bei einem gesunden Cocker Spaniel vorgefunden. Heterozygot
waren die Polymorphismen an folgenden Positionen: DLA-79B, (R), DLA-79B 4 (K), DLA-
79B 5 (Y), DLA-79B¢ (S), DLA-79B 7 (R), DLA-79B 5 (K), DLA-79B ¢ (K).

Untersuchte Sequenz 5°-3’:

CCGGGATAATCGTGACGCGACTCCGGG GCATTCCCATTGCCAGTCGGGTTTCTAGAGAAG
CCAATCGGCGTCACCTCACCGTGGCTCAGGGCTGACAGTGTCTCCTCTGCAACTCAGTTGCTGCCTG
GAACACGTGGATGCCTGTCATGCGCCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTGCTG CTGCTGC
TGTCGGGGACCCTGGGCCTGGCCCAGACCAGTGCAGGTGAGCCTGGGGTCCGCAGAGAAAGC
GCCGCAGGCGGGGAGCGGGGAGGAAGCCCTACTCCACCCGGGATGGACCCAGGCCCTCACCTCCG
CCTCGCCCACACCTCGGCCCCACTCACCTCCCGCCCCTGGCCCCTTCCCCACCGACCAGCCCCTAAG
CCCCCGGGACCCCCGCCCGGGAGGAGGCTCAGCCTCT GGCGCCCGCAGGCTCGCACTCCCTG
AGGTTCTTGAACACGGTCGTATCCCGGCCTGGCCACGGGGAGCC CGCCACTGGGCAGTC
GCCTACGTGGACGACACGCCGTT GAACGGTTC ACAGCGAACGCGAGGGTCGGCGGC
CTGAGCCGCTGGTGCGGTGGCTGGAGCAGGAGGGGCCTGA TACTGGGAAGAGCGCACG
CTGAACTCCAGGACCTGCACACAG TCCTCCGAAGGACGCTGAACGAAGTTTCGCAGGAC
TACTCCAATCAGAGCAGGACCGGTGAGCCACGGGGGCGGGTCCAGGTCGCCATCCCGTCTCCGC
CCACGGGCGAAGTCGCCCCGAGTGTCTGGGGCGAAGGCCACCCCGAGGCTGGGGAATCACCGTCC

Es wurde eine Berechnung fiir alle DLA-79B Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete
Assoziation der Polymorphismen ,,DLA-79B“, ,,DLA-79B,“, ,,DLA-79Bs“, ,,DLA-79B¢",
»DLA-79Bg* sowie ,,DLA-79By*“ und ,Erkrankung® wurde durch den Test auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 32). Die Deletion (DLA-79B;)
wurde nicht in die Berechnung mit einbezogen, da sie nur bei einem Hund vorhanden war.

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT | 14/14 (100%) | 17/18 (94,4%) 1,0 -- -- 0,05
CC 0/14 (0%) 1/18 (5,6%) -- =
2 AA | 0/14(100%) 1/18 (5,6%) 1,0 -- -- 0,05
GG | 13/14(92,9%) | 14/18 (77,8%) 0,355 3,71 0,37-37,71 0,05
AG 1/14 (7,1%) 3/18 (16,7%) 0,613 0,39 0,04 - 4,13 0,05
4 TT | 12/14 (85,7%) | 7/18 (38,9%) 0,012 9,43 1,6 — 55,45 0,05
GG 0/14 (0%) 5/18 (27,8%) 0,053 -- -- 0,05
TG | 2/14 (14,3%) | 6/18 (33,3%) 0,412 0,33 0,06 —2 0,05
5 CC | 12/14 (85,7%) | 17/18 (94,4%) 0,568 0,35 0,03 — 4,35 0,05
TT | 2/14 (14,3%) 1/18 (5,6%) 2,83 0,23 — 34,92 0,05
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6 CC | 11/14 (78,6%) | 8/18 (44,4%) 0,075 4,58 0,95-22,24 0,05
GG | 1/14(7,1%) | 3/18 (16,7%) 0,613 0,39 0,04 — 4,16 0,05
CG | 2/14 (14,3%) | 7/18 (38,9%) 0,235 0,26 0,05 1,54 0,05

7 AA | 12/14 (85,7%) | 7/18 (38,9%) 0,012 9,43 1,6 — 55,45 0,05
GG | 0/14(0%) | 3/18(16,7%) 0,238 - - 0,05
AG | 2/14(14,3%) | 8/18 (44,4%) 0,124 0,21 0,04 — 1,21 0,05

8 GG | 7/14 (50%) | 14/18 (77,8%) | 0,142 0,29 0,06 — 1,32 0,05
GT | 7/14(50%) | 4/18 (22,2%) 3,5 0,76 — 16,12 0,05

9 GG | 12/14 (85,7%) | 18/18 (100%) | 0,183 - - 0,05
GT | 2/14(14,3%) | 0/18 (0%) - -

Tab. 32: p-Werte der im DLA-79B lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;

€

- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht moglich.

Fiir die Variablen ,,DLA-79Bs*“ und ,,Erkrankung® sowie ,,DLA-79B;* und ,,Erkrankung*
wurde die vermutete Assoziation durch den Test auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05
bestdtigt. Bei DLA-79B4 kam das Allel TT deutlich haufiger bei den kranken Hunden vor als
bei den gesunden. Die Chance, dass Hunde mit dem Allel TT eher an THA/ITP/Evans'
Syndrom erkrankten, war um 9,43 hoher als bei Hunden, die das Allel TT nicht trugen.
Dasselbe galt fiir DLA-79B7: Eher kranke Hunde trugen das Allel AA. Die Chance der
Hunde, die AA trugen, an IHA/ITP/Evans' Syndrom zu erkranken, war daher 9,43 mal hoher
als bei den Hunden, die das Allel nicht trugen. Diese beiden Polymorphismen wurden anhand
der Kontrollprobanden (Tab. 13) nochmals iiberpriift. Die vermutete Assoziation dieser
beiden Variablen musste nach dem zweiten Testdurchlauf auf dem Signifikanzniveau von
a = 0,05 abgelehnt werden (p-Werte s. Tab. 33).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
4 TT | 14/21(66,7%) | 8/19 (42,1%) 0,203 2,75 0,76 — 9,95 0,05
GG 2/21 (9,5%) 5/19 (26,3%) 0,226 0,3 0,05 -1,75 0,05
TG | 5/21(23,8%) 6/19 (31,6%) 0,727 0,68 0,17-2,73 0,05
7 AA | 1521 (71,4%) | 8/19 (42,1%) 0,109 3,44 0,92 - 12,79 0,05
GG 1/21 (4,8%) 3/19 (15,8%) 0,331 0,27 0,03 -2,82 0,05
AG | 5/21 (23,8%) 8/19 (42,1%) 0,314 0,43 0,11- 1,67 0,05

Tab. 33: p-Werte der im DLA-79B Bereich als signifikant befundenen Polymorphismen nach Testung an
Kontrollhunden zur Priifung der Nullhypothese.

Zusiatzlich wurde eine Berechnung der DLA-79B-Polymorphismen unter der Voraussetzung
durchgefiihrt, dass nur die an IHA erkrankten Hunde als ,krank* definiert wurden. Eine
Assoziation zwischen allen Polymorphismen des DLA-79B und den an IHA erkrankten
Hunden wurde auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 34).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT | 12/12 (100%) 19/20 (95%) 1,0 -- -- 0,05
CC 0/12 (0%) 1/20 (5%) -- --
2 AA | 0/12 (100%) 1/20 (5%) 1,0 -- -- 0,05
GG | 11/12 (91,7%) 16/20 (80%) 0,626 2,75 0,27 — 28,04 0,05
AG 1/12 (8,3%) 3/20 (15%) 1,0 0,52 0,05-5,61 0,05
4 TT | 10/12 (83,3%) 9/20 (45%) 0,062 6,11 1,06 — 35,35 0,05
GG 0/12 (0%) 5/20 (25%) 0,13 -- -- 0,05
TG | 2/12 (16,7%) 6/20 (30%) 0,676 0,47 0,08 — 2,81 0,05
5 CC | 10/12 (83,3%) | 19/20 (95%) 0,54 0,26 0,02 - 3,27 0,05
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TT | 2/12 (16,7%) 1/20 (5%) 3,8 0,04 — 47,21 0,05
6 CC 9/12 (75%) 10/20 (50%) 0,267 3 0,62 — 14,47 0,05
GG | 1/12 (8,3%) 3/20 (15%) 1,0 0,52 0,05 -5,61 0,05
CG | 2/12 (16,7%) 7/20 (35%) 0,433 0,37 0,06 — 2,19 0,05
7 AA | 10/12 (83,3%) | 9/20 (45%) 0,062 6,11 1,06 — 35,35 0,05
GG 0/12 (0%) 3/20 (15%) 0,274 -- -- 0,05
AG | 2/12 (16,7%) 8/20 (40%) 0,248 0,3 0,0 -1,75 0,05
8 GG | 5/12 (41,7%) | 16/20 (80%) 0,053 0,18 0,04 — 0,87 0,05
GT | 7/12 (58,3%) 4/20 (20%) 5,6 1,15-27,37 0,05
9 GG | 10/12 (83,3%) | 20/20 (100%) 0,133 -- -- 0,05
GT | 2/12 (16,7%) 0/20 (0%) -- -
Tab. 34: p-Werte der im DLA-79B Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--“ = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio
nicht mdoglich.
Rassespezifitit

DLA-79B zeigte auller den Polymorphismen DLA-79B;, DLA-79B, und DLA-79Bg sowohl
im Intron- als auch im Exonbereich eine deutliche Assoziation aller Polymorphismen mit der
Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diese DLA-79B-Polymorphismen innerhalb
der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den kranken und gesunden Hunden
innerhalb einer Rasse keine signifikanten Unterschiede gefunden. Fiir alle Polymorphismen
musste die vermutete Assoziation verworfen werden (o = 0,05).

2.2.3.2. Haplotyp-Status DLA-79D
Der sequenzierte Bereich von insgesamt 764bp umfasste Teile von Exon 3 und war iiber den
gesamten Abschnitt monomorph.

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
TGAGCGAGGACCTGCGCTCCTGGATCGTGGAGGACCCGGTGGCTCAGATCACTCGGCGCAA
GTGGGATGCGGCCACTGTAGCTGAGAACCGTAAGAACTTCCTGGAGGGCAGGTGCTTGGAG
TGGCTCCGCAGACACCTGGAGAATGGGAGGGAGACGCTGCAGCGCGCAGGTACCAGGGGCCT
CCCCATCTTCACTCTGCTGGGGCTGGCTTCCCCCAAGGAAGGGAGGGTGGACTCAGTGTCAGAATA
CTGCCCCCTCCCACAGGTGGGAAGAAAGAGATCCATCTCAACATTCATATTCCCACTACAGAGTAA
TTCTTCAAAAGAGCTGCTTTCCTCTAGAGGACAACTGAGGAATCCAGTCTCCCTGGAGGCAGGTGG
AGACCATCCCTGAAATAACTCATCAGAGTTCTCCTCCATCCTGGAAACCACCTTGTGAACCATGGC
TTTCCTTCTCAAGGCCTTGTTCTCCATCGGAGAACATTTTTGGAGGTCTGACTCCAGGTTTTCTGAG
TCACTGACCCTCTGCTGCAGTCCAGACCGTTAGTGTGTTCCCCACTCTAGACCTGCACTCTCCTGTC
CTGGGATCTTTCCGTGATTCTAAAATGTTATTCCAGACAACCAAGTCTAGGCTGTGTCAGGGTTTTG
TGCTTTTTCCTTCTAAACCAATTGTCCTCTCCATCCTCAGCATGGTCACAAGTGCTGCTTTAATGACC
CATGAAGT

2.2.3.3. Haplotyp-Status DLA-79F
In diesem untersuchten Bereich von 300bp wurde ein Polymorphismus definiert, der sich im
Exon 4 befand: DLA-79F, (heterozygot: M).

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
GCCGTCCATCTCTGAGCATGAGGTCACCCTGAAGTGCTGGGCTCTGGGCTTCTACCCTGCGG
AGATCACCTTGACCTGGCAGCGTGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACAGAGCTTGTGGA
GACCAGGCCTGGAGGAGATGGGACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGA
GAGGAGCAGAGATACACATGCCATATTCTGCACAAGAGCCTG CCAAGCCCATCACCTTG
AGATGGG

Es wurde eine Berechung fiir das Allel DLA-79F, durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation

der Variablen ,DLA-79F;“ und ,Erkrankung“ wurde durch den Test auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 35).
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Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 CC | 8/14(57,1%) | 12/18 (66,7%) 0,718 0,67 0,16 -2,82 0,05
AA 1/14 (7,2%) 1/18 (5,6%) 1,0 1,31 0,07-22,93 0,05
AC | 5/14 (35,7%) | 5/18 (27,8%) 0,712 1,44 0,32 -6,49 0,05

Tab. 35: p-Werte der im DLA-79F Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese.

Zusitzlich erfolgte eine Berechnung der DLA-79F-Polymorphismen fiir die nur an THA
erkrankten Hunde. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 36).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 CC | 7/12(58,3%) 13/20 (65%) 0,724 0,75 0,17-3,28 0,05
AA 1/12 (8,3%) 1/20 (5%) 1,0 1,73 0,1 -10,45 0,05
AC | 4/12(33,3%) 6/20 (30%) 1,0 1,17 0,25-541 0,05

Tab. 36: p-Werte der im DLA-79F Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden.

Rassespezifit:it

DLA-79F zeigte eine deutliche Assoziation des vorliegenden Polymorphismus mit der Rasse.
Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diesen Polymorphismus innerhalb der einzelnen
Rassen notwendig. Dabei wurde zwischen den kranken und gesunden Hunden innerhalb einer
Rasse keine signifikanten Unterschiede gefunden (o = 0,05).

2.2.3.4. Haplotyp-Status DLA-79G
Der untersuchte Sequenzabschnitt (752 bp) umfasste Exon 5 und war iiber die ganze Linge
hinweg monomorph.

Untersuchte Sequenz 5°-3::
CTTCAGACTCAAGCCTGAGGTCTGGGCCCCTCGCCTTCCCTTCCCTTTCCAGAACCACCTCCTCAG
TCCACCATCCCCATAGTGAGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCCTTGTGATCACTGGAGCTATG
CTGGTTGGAGTTGTGATATGGAGGAAGAAGCACTCAGGTAGGGAAGGGAGTGGGGGGAATCTG
AGTTTTCCTGTCCTACTGGGAGGTTTCAAGCCCAAAGTAGAAGTTTGTCCTGTCTTGTTAATAAGAA
GTGCCATCTGGAGTAGCTGGGTGACTCAGTGGTTGAGCATCTGCCTTTGGCACAGGTCACGATCCC
GGAGTCCTGGGATCAAGTCCTACATCAGGCTCCCTGCTCAGCACAGAGCCTGCTTCTCTCTCTGCAT
ATGTCTCTGCCTCTCTCTGTATGTCTTTCATGAATACATAAATAAAATCTTTTAAAAAGAGACAGAA
AAANAGGTACCATCCACATACATGNGCTAGCCAGCTGCTAACATTCACTCCTTAGTAAAGACTTGT
GCAAATGAAGGACAGATTTTTCACCTTTCTATTCTGGCATTGGGGACCTGAGCCCTAGCAGCTGAA
GGTAGGGGGAATTCCCTGATACAGACAGACCTCCCGGGAAGACAGTTGGCCCAGTGCCCCTACAT
ATACTTTCTCTGNGGTCTCCGATACAG

2.2.3.5. Haplotyp-Status DLA-79H

Zur Analyse dieses Teilbereiches wurde ein 933bp grofles Fragment iiberpriift und umfasste
die codierenden Bereiche Exon 7 und Exon 8. Der Locus war ebenfalls {iber den gesamten
Verlauf monomorph.

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
ATGGAGGGAGTGATCCTTGAGACCCTGGGATAGTATAGATAGGACCCCATGGGGGAACTCAGCCA
CCCTATATAGCTCCTCCTTTAGTCTCATCTCTTGTGGGTTGTTCTACCGTAGGCAGTGCTCAGGAC
TCTCAGATGTCTGTCATGGCTCCTAATGGTGAGACCCTGGAGGGCCTGAAGCCAAGGGGAGTGG
TTGGGGCAGAGGGGACATGACTGGGTTATGAGGATTCTTTGAGTGGAACATTATAAGCATGTGGA
GATGTCAGCACTTAACATGATTGACCTGAATTTGTTCATGACTATTTTCTTTCACAGAGCAAGCCA
GCTGCCTTGTGGGACTCTGAGTGATGCAAGATTTGTTCACACTCCCACTTTTTTGACTTCAAGAG
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CCCCGGATATCTCCATCTGCTAATGGNGTCTGAAAGTGNCTCTGTTCCTATTAGCATAATGTGAGCA
GGTGGGGAAATTGGCCCNCCTCTACTCCATCATGTCCCTTCCCCCAACTGNCCTGTGTTCTTTCCCT
AATCTGCTTTCCTCTTCCAGCAGAGATGGGNCTGGGTCATTACCNTCCTTGTCTTTACTTCATATTTG
GCTGGGAAGTAATATTTAACTTGTCTTATTCTGTATGTTAGTAAATTGAACCCCAATAAAAAAAAT
AAATTAAAAAAAAAGTTAAAAAAAAAAGAAAATCTGGATATGACTTTGTTTTTCCTATTCTTGTCA
TATAAAATTGGCATGGTAATAAA

2.2.4. MHC-I: DLA-88

DLA-88 befindet sich wie DLA-64 und DLA-12 auf dem Chromosom 12. Es ist
nachgewiesen, dass es sich beim DLA-88 um ein sehr polymorphes Gen innerhalb des MHC-I
handelt (Graumann et al. 1998). Leider gelang es in vorliegender Studie nicht, DLA-88
vollstindig zu sequenzieren. Es wurden wiederholt die Reaktionsbedingungen der PCR
optimiert und mehrere Primerdesigns durchgefiihrt, dennoch konnten keine auswertbaren
Ergebnisse erzeugt werden.

3. MHC-II-Untersuchung

3.1. Probanden

Fiir die Untersuchung von MHC-II-Allelen wurden fiir die Loci DLA-DRA und DLA-DRB
(Exon 1), DLA-DQA (Exon 1) und DLA-DQB (Exon 1) insgesamt 32 Hunde ausgewdhlt. Es
handelte sich dabei um dieselben Probanden, die fiir die Untersuchung des MHC-I bestimmt
wurden (Tab. 12).

Fiir die Untersuchung der Loci DLA-DRB (Exon 2), DLA-DQA (Exon 2) und DLA-DQB
(Exon 2) wurden 52 Probanden festgelegt (Tab. 37). Dabei handelte es sich um 17 weibliche
(davon 5 kastriert) und 14 ménnliche (davon 1 kastriert) Cocker Spaniel (n = 31) und 11
weibliche und 10 minnliche Irish Red Setter (n = 21). Alle Cocker Spaniel waren bis auf ein
Hund miteinander verwandt, alle Irish Setter entstammten demselben Pedigree (Abb. 1-4).
Von den Probanden waren 5 am Evans' Syndrom, 6 an IHA und 4 an ITP erkrankt (n = 15).
Alle untersuchten Probanden sind mit Alter (Erkrankungs- bzw. Untersuchungsalter),
Geschlecht und Krankheitsstatus in Tab. 37 aufgelistet. Das mittlere Alter aller untersuchten
Probanden lag bei 7,4 Jahren, der Altersmedian bei 7 Jahren. Das mittlere Alter aller kranken
Probanden lag bei 6,5 Jahren und der Altersmedian bei 6 Jahren.

Alter
Nummer im Coombs' Test auf Tc- erkrankt /
No. Pedigree Rasse Sex Test geb. AK Erkrankung getestet (J)
1 66 Cocker Spaniel wk ja ja Evans' Syndrom 8
2 136 Cocker Spaniel m ja ja Evans' Syndrom 10
3 155 Cocker Spaniel W ja ja Evans' Syndrom 6
4 178 Cocker Spaniel W ja ja Evans' Syndrom 5
5 106 Cocker Spaniel w ja nein IHA 6
6 118 Cocker Spaniel W ja ja ITP 10
7 81 Cocker Spaniel wk ja ja ITP 14
8 -- Cocker Spaniel wk ja Ja IHA 4
9 168 Cocker Spaniel m ja ja gesund 5
10 67 Cocker Spaniel wk ja nein gesund 17
11 126 Cocker Spaniel w nein nein gesund 14
12 135 Cocker Spaniel m nein nein gesund 12
13 149 Cocker Spaniel W ja ja gesund 10
14 154 Cocker Spaniel w ja ja gesund 7
15 55 Cocker Spaniel mk nein nein gesund 15
16 64 Cocker Spaniel W nein nein gesund 8
17 70 Cocker Spaniel m nein nein gesund 15
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18 73 Cocker Spaniel m nein ja gesund 16
19 74 Cocker Spaniel m nein nein gesund 15
20 130 Cocker Spaniel m ja ja gesund 12
21 132 Cocker Spaniel w nein nein gesund 13
22 140 Cocker Spaniel w ja ja gesund 9
23 146 Cocker Spaniel m ja nein gesund 7
24 156 Cocker Spaniel wk nein nein gesund 10
25 160 Cocker Spaniel m nein nein gesund 3
26 161 Cocker Spaniel m nein nein gesund 3
27 162 Cocker Spaniel w nein nein gesund 3
28 163 Cocker Spaniel w nein nein gesund 3
29 164 Cocker Spaniel m nein nein gesund 3
30 165 Cocker Spaniel m nein nein gesund 3
31 166 Cocker Spaniel m ja nein gesund 4
32 127 Irish Setter w ja ja Evans' Syndrom 4
33 10 Irish Setter m ja ja IHA 5
34 21 Irish Setter m ja ja IHA 0,5
35 49 Irish Setter w ja ja IHA 5
36 118 Irish Setter W ja ja IHA 3,5
37 39 Irish Setter m ja ja ITP 9
38 26 Irish Setter m ja ja gesund 4
39 43 Irish Setter m ja ja gesund 9
40 44 Irish Setter w ja ja gesund 13
41 54 Irish Setter m ja ja gesund 8
42 41 Irish Setter W ja ja gesund 10
43 48 Irish Setter w ja ja gesund 8
44 57 Irish Setter w ja ja gesund 8
45 58 Irish Setter w ja ja gesund 6
46 61 Irish Setter m ja ja gesund 2
47 69 Irish Setter w ja ja gesund 2
48 103 Irish Setter m ja ja gesund 3
49 104 Irish Setter m ja ja gesund 3
50 109 Irish Setter m ja ja gesund 3
51 115 Irish Setter W ja ja gesund 3
52 116 Irish Setter w ja ja ITP 5

Tab. 37: Probandenpool mit Angabe von Rasse, Geschlecht, Art der Erkrankung und Erkrankungs- bzw.
Untersuchungsalter in Jahren (J) fiir die Sequenzierung des MHC-1I: DLA-DRB (Exon 2), DLA-DQA (Exon 2)
und DLA-DQB (Exon 2). Die angegebenen Nummern im Pedigree beziehen sich fiir die Cocker Spaniel auf die
Abb. 1-2, fiir die Irish Setter auf die Abb. 3-4. Mit ,,--* wurden die Hunde bezeichnete, die nicht verwandt sind
und daher nicht im Pedigree auftauchen.

3.2. MHC-II-Kandidatengenscreen
In Tab. 38 sind die untersuchten MCH-II-Kandidatengene zusammengefasst. Sie beinhaltet
Detailinformationen zu den sequenzierten Bereichen und den entschliisselten Mutationen.

Kandidatengen PCR-Produkte Grofie Status Heterozygote untersuchte
(bp) Position Exone
DLA-DRA DRAIA 551 1 Polymorphismus Homozygot Exon 1
DRAIB 241 3 Polymorphismen R,M Exon 2
DRAIC 756 2 Polymorphismen Y,R Exon 3
DRAI1D 214 monomorph Homozygot Exon 4
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DLA-DRB DRB1 545 1 Polymorphismus R Exon 1
DRBI1b 270 13 Polymorphismen Y, K Exon 2
DLA-DQA DQA1 581 2 Polymorphismen W, Y Exon 1
DQA1b 246 5 Polymorphismen Y,M Exon 2
1 Deletion
DLA-DQB DQB1 1018 5 Polymorphismen Y,M,R Exon 1
1 Insertion
DQBI1b 267 27 Polymorphismen K, R, S, W, M Exon 2

Tabelle 38: Untersuchte Loci des MHC-II mit Anzahl der Polymorphismen, Art der heterozygoten Stellen und
untersuchten Exonen.

3.2.1. MHC-II: DLA-DRA
DLA-DRA befindet sich beim Hund auf dem Chromosom 12 des Genoms (Wagner et al.
1995). Fiir diese Studie wurden insgsamt 4 Primerpaare entwickelt, die alle codierenden

Bereiche abdeckten. Eine graphische Darstellung und Zuordnung der Loci zu den Exonen s.
Abb. 9.
HC_006594,2

[5137041 [5140595'-
5! L
WA _ 0010117251 [} HP 001011725
0 - dina reaion B —V&m an / \
Exon 1 (DRA1A) Exon2 (DRAIB)  Exon3 (DRAIC)  Exon4 (DRAID)

Abb. 9: DLA-DRA mit Exonbereiche und korrespondierenden Loci. Benennung der Loci s. Tab. 38.

3.2.1.1. Haplotyp-Status DLA-DRA1A
Im untersuchten 551bp groBem Fragment konnte ein C/T-Polymorphismus dargestellt
werden, der bei zwei Hunden heterozygot war (Y).

Untersuchte Sequenz: 5'-3'
ATTCTGTTTCNGTGTCAGGGAGAAGGACTAGCCCAAGCAGGGAAGGCTAATTTCTGTCCTGTGTCC
CAGTACCTCCAGAGGTGACTGTGCTCTCAAACACCCCTGTGGAACTGGGAGAGCCCAACA
TCCTCATCTGTTTCATCGACAAGTTCTCCCCACCAGTGATCAATGTCACGTGGCTTCGAAATG
GAAACCCTGTCACCACAGGAGTGTCAGAGACAATCTTTTTGCCCAGAGAAGACCACCTTTTC
CGCAAATTCCACTATCTCCCCTTCCTGCCCTCAGCC

Eine vermutete Assoziation der Variablen ,,DLA-DRA1A;* und ,,Erkrankung® wurde durch
den Test auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 39).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 CC | 5/14(35,7%) | 7/18 (38,9%) 1,0 0,873 0,205 - 3,71 0,05
TT 7/14 (50%) 11/18 (61,1%) 0,721 0,636 0,155-2,614 0,05
TC | 2/14 (14,3%) 0/18 (0%) 0,183 -- -- 0,05

Tab. 39: p-Werte des im DLA-DRA1A Bereich lokalisierten Polymorphismus zur Priifung der Nullhypothese;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.
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Zusatzlich wurde eine Berechnung des DLA-DRA1A-Polymorphismus fiir die nur an IHA
erkrankten Hunde durchgefiihrt. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen
auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (Tab. 40).

Polymor Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)

1 CC | 4/12(33,3%) 8/20 (40%) 1,0 0,75 0,168 — 3,351 0,05

TT 6/12 (50%) 12/20 (60%) 0,718 0,67 0,158 — 2,821 0,05

TC | 2/12 (16,7%) 0/20 (0%) 0,133 -- -- 0,05
Tab. 40: p-Werte des im DLA-DRA1A Bereich lokalisierten Polymorphismus zur Priifung der Nullhypothese
mit nur an [HA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio

nicht mdglich.

Rassespezifit:it

DLA-DRATIA zeigte eine deutliche Assoziation des vorliegenden Polymorphismus mit der
Rasse. Daher war eine Berechnung fiir diesen Polymorphismus innerhalb der einzelnen
Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den kranken und gesunden Hunden innerhalb
einer Rasse keine signifikanten Unterschiede gefunden, da p-Wert > o ( a = 0,05).

3.2.1.2. Haplotyp-Status DLA-DRA1B
Hier konnten insgesamt 3 Polymorphismen in einem 241bp umfassenden Bereich dargestellt

werden. Sie waren alle im codierenden Bereich lokalisiert und heterozygot vertreten: DLA-
DRA1B; (R), DLA-DRAI1B; (R), DLA-DRAI1B; (M).

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
GTTTTATTTTCCCCAGAAGTTTGAACCACCAACCCCCCTCCCAGAGACAACAGAGAATGTGGT
GTGTGCCCTGGGCCTGATCGTGGGTCTGGTGGGCATCATTACTGGGACCATTTTCATCATCA
AGGGCATGCGCAAGGTCAAAGCTGGTG/A,AACGCCGAGGG/A,C/A;CTCTTTGAGGCACTTTCA
GGTGGGTTTGATGTAGAGGAAGGCA

Es wurde eine Berechung fiir alle Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation
der Variablen ,,DLA-DRAI1B,", ,,DLA-DRAI1B;* sowie ,,DLA-DRA1B;* und ,,Erkrankung*
wurde durch den Test auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 abgelehnt (Tab. 41).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GG | 14/14 (100%) | 16/18 (88,9%) 0,492 -- -- 0,05
GA 0/14 (0%) 2/18 (11,1%) -- --
2 GG | 11/14 (78,6%) | 15/18 (83,3%) 1,0 0,733 0,124 — 4,346 0,05
GA | 3/14 (21,4%) | 3/18(16,7%) 1,36 0,23 - 8,08 0,05
3 CC | 14/14 (100%) | 16/18 (88,9%) 0,492 -- -- 0,05
CA 0/14 (0%) 2/18 (11,1%) -- --

Tab. 41: p-Werte der im DLA-DRA 1B Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusatzlich wurde eine Berechnung der DLA-DRA 1B-Polymorphismen fiir die nur an IHA

erkrankten Hunde durchgefiihrt. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen
auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (Tab. 42).
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Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GG | 12/12 (100%) 18/20 (90%) 0,516 -- -- 0,05
GA 0/12 (0%) 2/20 (10%) -- --
2 GG 9/12 (75%) 17/20 (85%) 0,647 0,53 0,089 -3,18 0,05
GA 3/12 (25%) 3/20 (15%) 1,89 0,315-11,344 0,05
3 CC | 11/11 (100%) 18/20 (90%) 0,527 -- -- 0,05
CA 0/11 (0%) 2/20 (10%) -- --

Tab. 42: p-Werte der im DLA-DRA1B Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese

[T

mit nur an [HA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio
nicht mdglich.

Rassespezifitit

DLA-DRAIB zeigte keine deutliche Assoziation der Polymorphismen mit der Rasse.
Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diesen Polymorphismus innerhalb der einzelnen
Rassen nicht notwendig.

3.2.1.3. Haplotyp-Status DLA-DRA1C

In diesem Sequenzabschnitt (756bp) wurden 2 Polymorphismen detektiert, die sich alle im
nicht-codierenden Bereich befanden. Beide Polymorphismen waren heterzygot: DLA-
DRAIC, (Y) und DLA-DRAIC; (R).

TCAACATGGATGTCCTGCACCTGAGCCTCATCTTCCAGCTCATTTCTGCTCTC ATCATTCCTCCA
TTCC CATGGCCAATCCCTTCCACTGCCCACACCCACATGTTTGTCTCACATCCTGGGTTCTACTT
CTTCTCCTGCTCCTGGTTTCCACCCTAACTCTCTTCCCTGCCTTTTCAGAGGAGCACGTAATCATCC
AGGCTGAGTTCTATCTGACCCCTGACCCATCAGGCGAGTTCATGTTTGACTTCGATGGTGAT
GAGATTTTCCACGTGGATATGGAAAAGAAGGAGACGGTGTGGCGCCTTGAAGAATTTGGACG
TTTTGCCAGCTTTGAGGCCCAGGGTGCCTTGGCCAACATAGCTGTGGACAAAGCTAACCTTG
ACACAATGATAAAGCGCTCCAACCACACCCCGAACACCAATGGT

Es wurde eine Berechung fiir alle Probanden durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation der
Variablen ,,DLA-DRAI1C,* sowie ,,DLA-DRA1C,* und ,,Erkrankung‘ wurde durch den Test
auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 43). Beide Allele
konnten nur fiir 28 Hunde berechnet werden, da bei 4 Hunden die Sequenzierergebnisse
fehlerhaft waren und nicht ausgewertet werden konnten.

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT | 4/12 (33,3%) | 7/16 (43,8%) 0,705 0,643 0,136 — 3,042 0,05
CC | 5/12(41,7%) | 3/16 (18,8%) 0,231 3,096 0,565 - 16,959 0,05
TC 3/12 (25%) 6/16 (37,5%) 0,687 0,556 0,106 —2,9 0,05
2 AA | 11/12(91,7%) | 9/16 (56,3%) 0,089 8,556 0,88 — 83,06 0,05
GG 0/12 (0%) 1/16 (6,2%) 1,0 -- -- 0,05
AG 1/12 (8,3%) 6/16 (37,5%) 0,184 0,15 0,016 — 1,487 0,05

Tab. 43: p-Werte der im DLA-DRA1C Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
,»-— = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusitzlich wurde eine Berechnung der DLA-DRA1C-Polymorphismen fiir die nur an I[HA
erkrankten Hunde durchgefiihrt. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen
auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 44).
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Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)

1 TT 3/10 (30%) 8/18 (44,4%) 0,689 0,536 0,104 — 2,765 0,05

CC 4/10 (40%) 4/18 (22,2%) 0,4 2,33 0,433 — 12,568 0,05

TC 3/10 (30%) 6/18 (33,3%) 1,0 0,857 0,161 —4,554 0,05

2 AA 9/10 (90%) 11/18 (61,1%) 0,194 5,727 0,59 — 55,602 0,05

GG 0/10 (0%) 1/18 (5,6%) 1,0 -- -- 0,05

AG 1/10 (10%) 6/18 (33,3%) 0,364 0,22 0,02 -2,187 0,05
Tab. 44: p-Werte der im DLA-DRA1C Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese
mit nur an [HA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio

nicht mdoglich.

Rassespezifitit

DLA-DRAIC, zeigte eine deutliche Assoziation des vorliegenden Polymorphismus mit der
Rasse, wihrend DLA-DRAI1C,; keine Rassespezifitit aufwies. Aufgrund dessen war eine
Berechnung fiir DLA-DRAI1C, innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurden
zwischen den kranken und gesunden Hunden innerhalb einer Rasse keine signifikanten
Unterschiede gefunden (a = 0,05).

3.2.1.4. Haplotyp-Status DLA-DRA1D
Der Bereich von 214bp umfasste Teile von Exon 4 und war iiber die ganze untersuchte Linge
hinweg monomorph und homozygot.

Untersuchte Sequenz 5°-3’:
TCATCATGGCTTTCCTGATGGGTCCTCAGGAATCATGGGCTGTCAAAGGTAAGTGCTGAGAGA
AACAAAACTTGGGATAGAAATTCTGAGAGCATTGGAGAGATAAATTGTAAATATTTGCAAGACTG
TCTTTGAAGTGAAGGAAAAGTG

3.2.2. MHC-II: DLA-DRB

DLA-DRB befindet sich ebenfalls auf dem Chromosom 12 des caninen Genoms (Mellersh et
al. 2000) und ist unmittelbar hinter DLA-DRA lokalisiert. In dieser Studie wurden die Exone
1 und 2 ndher untersucht, da sie gemil fritheren Studien die wesentlichen Genvariationen
beinhalten (Angles et al. 2005). Eine graphische Darstellung und Zuordnung der Loci siehe
Abb. 10.

HC_006594.,2

o B1e7a50 ] 4| 5155526
51 | 5°
HA_001014765.1 [l [ —— HP_00i101476S
B - coding resion B - untranslated regic \
Exon 2 (DRB1b) Exon 1 (DRB1)

Abb. 10: DLA-DRB mit codierenden Bereichen und korrespondierenden Loci. Benennung der Loci s. Tab. 38.

3.2.2.1. Haplotyp-Status DLA-DRB1
Das Sequenzierprodukt von 545bp umfasste einen Polymorphismus im nicht-codierenden
Bereich, der sich bei zwei Hunden heterozygot verhielt: DLA-DRB1; (R).

Untersuchte Sequenz (3'-5")
TCACCATGCTGGAAAACAGAAAGGACAGGGTGCAGGGGAGCAGTCAGGTGTCACTCAGTGAAGAC
TGGGACCCTACTTTGGCCACATCCTAAATAACACTAACCAAAGAATTCATTTCATTGTCCCTGGATT
GG TAATCTTGGTGATAAGAACCAATCAGCAACAGCAATATATTGCATCATCAGTTGCTGGTCA
GAGATTCAGTATGAAGAGCCTCTTCTGAAACTTTGATTTTGTTCATTGAAAGGATTGTTTTAACTTA
ATACTTTAAAGATTTGATCCAGGTGTATATGAAACATTTTATTGGACCCCTATTGTGAGCCAGTTCT

&3



- Ergebnisse -

GTGCTGGGCAGTGATGTGCACGAAAGTTCGAGCCTTCTAAGAGTATTCATGTCTCTCTTGAAGACA
GAATTGTTTTGATCCATGTAATGTGTTTTTAGGAGCTGAGGACATGGAGAGTGATTGCAAGTCAAG
AACCCTTTGCTCTGGGACCTTGCTAA

Es wurde eine Berechung fiir das Allel durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation der
Variablen , DLA-DRBI1,“ und ,Erkrankung“ wurde durch den Test auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 45).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GG | 10/13 (76,9%) | 16/16 (100%) 0,078 -- -- 0,05
AA 1/13 (7,7%) 0/16 (0%) 0,448 -- -- 0,05
GA | 2/13 (15,4%) 0/16 (0%) 0,192 -- -- 0,05

Tab. 45: p-Werte des im DLA-DRB1 Bereich lokalisierten Polymorphismus zur Priifung der Nullhypothese;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Zusiatzlich wurde eine Berechnung von DLA-DRBI1; fiir die nur an IHA erkrankten Hunde
durchgefiihrt. Auch hier wurde eine vermutete Assoziation der Variablen auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 46).

Polymor Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 GG 9/12 (75%) 17/17 (100%) 0,06 -- -- 0,05
AA 1/12 (8,3%) 0/17 (0%) 0,414 -- -- 0,05
GA | 2/12 (16,7%) 0/17 (0%) 0,163 -- -- 0,05
Tab. 46: p-Werte des im DLA-DRBI1 Bereich lokalisierten Polymorphismus zur Priifung der Nullhypothese mit
nur an IHA erkrankten Probanden; ,,--* = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio

nicht mdoglich.

Rassespezifitit

DLA-DRBI1; zeigte eine deutliche Assoziation des vorliegenden Polymorphismus mit der
Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir den DLA-DRBI1;-Polymorphismus
innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Dabei wurde zwischen den kranken und gesunden
Hunden innerhalb einer Rasse keine unterschiedlichen Polymorphismen gefunden, da der
Polymorphismus innerhalb einer Rasse konstant war.

3.2.2.2. Haplotyp-Status DLA-DRB1b

Die Primerpaare fiir diesen Bereich entstammten den Untersuchungen von Angles et al.
(2005). Das Produkt umfasste eine Lidnge von 270bp und wies 13 Polymorphismen im
codierenden Bereich auf. Heterozygote Stellen waren bei DLA-DRB1b,; (Y), DLA-DRBIb;
(Y), DLA-DRB1bg (K) und DLA-DRB1b (YY) vorhanden.

Untersuchte Sequenz 3'-5"
GATCCCCCCGTCCCCACAGCACATTTCTTGGAGATGTTAAAGTCCGAGTGCT/C,ATTTCACCAA
CGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCGTGGAAAGATACATCC/T, ATAACCGGGAGGAGA/T;A/T,CG
TGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTACCGGGCGGTCACGGAGCTCGGGCGGU/ACCG/T4A
/T/C,CGCTGAGTA/C,CTGGAACC/Gy(C/G;)GCAG/C;; AAGGAGC/A,,TCTTGG/A;;AGCGGGCGCGG
GCCGCGGTGGACACCTACTGCAGACACAACTACGGGGTGGGCGAGAGCTTCACGGTGCAGC
GGCGAGGTGAGCGCAGCGGGCGCCTGGTGCTGAGGTGTGTGACACA

Nach Zuordnung des DLA-DRB (Exon 2) zur bestehenden Nomenklatur ergaben sich fiir die
Cocker Spaniel die DLA-DRB-Allele DRB1b*00601 oder DRB1b*00901 und fiir die Irish
Setter die Allele DRB1b*00103 oder DRB1b*00101. 3 Cocker Spaniel zeigten am DRB1b
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eine Heterozygotie (DRB1b*00601/DRB1b*00901), alle anderen Hunde waren homozygot.
Es wurde eine Berechung fiir alle Allele durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation der
Variablen ,,.DLA-DRB1b*00601%, ,,DLA-DRB1b*00901%, ,,DLA-DRBI1b*00103“ sowie
»DLA-DRB1b*00101 und ,,Erkrankung* wurde durch den Test auf einem Signifikanzniveau
von a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 47).

Allel SNP | Kranke Hunde Gesunde Hunde p-Wert Odds 95% Niveau
(Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)

00601 ja 8/15 (53,3%) 23/37 (62,2%) 0,756 0,7 0,21 -234 0,05
nein 7/15 (46,7%) 14/37 (37,8%) 1,44 0,43 — 4,83

00901 ja 1/15 (6,7%) 2/37 (5,4%) 1,0 1,25 0,11 -14,92 0,05
nein 14/15 (93,3%) 35/37 (94,6%) 0,8 0,07 -9,55

00103 ja 7/15 (46,7%) 13/37 (35,1%) 0,534 1,62 0,48 — 5,46 0,05
nein 8/15 (53,3%) 24/37 (64,9%) 0,62 0,18 -2,09

00101 ja 1/15 (6,7%) 9/37 (24,3%) 0,247 0,22 0,03 -1,93 0,05
nein 14/15 (93,3%) 28/37 (75,7%) 4,5 0,52 -39,15

Tab. 47: p-Werte der DLA-DRB1b-Allele zur Priifung der Nullhypothese.

Eine weitere Berechnung wurde durchgefiihrt, um eine mégliche Assoziation zwischen DRB-
Allelen und der caninen IHA zu erkennen. Sie wurde ebenfalls mit einem exakten Test nach
Fisher durchgefiihrt, unter Annahme der Nullhypothese: ,,Es besteht keine Assoziation
zwischen dem DRBI1b-Allel X und dem Auftreten der IHA in der Probandengruppe®. Die
Nullhypothese wurde auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 angenommen (Tab. 48).

Allel Kranke Hunde Gesunde Hunde p-Wert Odds 95% Niveau
(Fisher's ratio Konfidenzintervall
exact Test)

00601 ja 6/11 (54,5%) 25/41 (61%) 0,739 0,77 0,2-2,94 0,05
nein 5/11 (45,5%) 16/41 (39%) 1,3 0,34 — 4,99

00901 ja 1/11 (9,1%) 2/41 (4,9%) 0,518 1,95 0,16 — 23,73 0,05
nein 10/11 (90,9%) 39/41 (95,1%) 0,51 0,04 — 6,24

00103 ja 5/11 (45,5%) 15/41 (36,6%) 0,73 1,44 0,38 — 5,55 0,05
nein 6/11 (54,5%) 26/41 (63,4%) 0,69 0,18 —2,66

00101 ja 1/11 (9,1%) 9/41 (22%) 0,668 0,36 0,04 -3,16 0,05
nein 10/11 (90,9%) 32/41 (78%) 2,81 0,32 -25

Tab. 48: p-Werte der DLA-DRB1b—Allele zur Priifung der Nullhypothese in der Gruppe ,,JHA-krank*.

Rassespezifitit

DLA-DRBI1b zeigte eine deutliche Assoziation der Polymorphismen mit der Rasse. Aufgrund
dessen war eine Berechnung fiir DLA-DRBI1b innerhalb der einzelnen Rassen notwendig. Fiir
alle DRBIb-Allele konnte keine Assoziation mit der Erkrankung festgestellt werden.
DRB1b*00601 war eine Konstante und nur beim Cocker Spaniel zu finden, so dass eine
Berechnung nicht durchgefiihrt werden konnte. Tab. 49 zeigt alle berechneten p-Werte und
die Verteilung der Allele unter den Rassen, getrennt nach kranken und gesunden Hunden.

85



- Ergebnisse -

Allel Rasse Kranke Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Hunde Hunde (Fisher's  ratio Konfidenzintervall
exact Test)
00601 ja Cocker | 8/8 (100%) 23/23 (100%) -- -- -- --
nein | Spaniel | (/8 (0%) 0/23 (0%) - - -
ja Irish 0/7 (0%) 0/14 (0%) -- -- -- --
nein | Setter | 7/7 (100%) 14/14 (100%) -- -- --
00901 ja Cocker | 1/8 (12,5%) 2/23 (8,7%) 1,0 1,5 0,12-19,18 0,05
nein | Spaniel | 7/8(87,5%) | 21/23 (91,3%) 0,67 0,05 — 8,52 0,05
ja Irish 0/7 (0%) 0/14 (0%) -- -- -- --
nein | Setter | 7/7 (100%) 14/14 (100%) -- -- --
00103 ja Cocker 0/8 (0%) 0/23 (0%) -- -- -- --
nein | Spaniel | 8/8 (100%) | 23/23 (100%) -- -- --
ja Irish 7/7 (100%) 13/14 (92,9%) 1,0 -- -- --
nein | Setter 0/7 (0%) 1/14 (7,1%) - - -
00101 ja Cocker 0/8 (0%) 0/23 (0%) -- -- -- --
nein | Spaniel | 8/8 (100%) | 23/23 (100%) - - -
ja Irish 1/7 (14,3%) 9/14 (64,3%) 0,063 0,093 0,01 -1,0 0,05
nein | Setter | /7 (85,7%) 5/14 (35,7% 10,8 1,0-117 0,05
Tab. 49: p-Werte und Odds Ratio fiir eine mdgliche Assoziation von Allelen und Erkrankung nach Rasse
getrennt; ,--“ = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio und bestimmter p-Werte

nicht mdoglich.

3.2.3. MHC-II: DLA-DQA

DLA-DQA ist wie alle anderen MHC-II Gene auf dem Chromosom 12 des caninen Genoms
lokalisiert (Mellersh et al. 2000), in unmittelbarer Nachbarschaft zu DLA-DQB und DLA-
DRB. Insgesamt wurden mehr als 800bp von DLA-DQA analysiert, von den codierenden
Bereichen wurden die Exone 1 und 2 als die hoch polymorphen Stellen sequenziert. Der
Aufbau des Gens und die untersuchten Areale sind in Abb. 11 dargestellt.

HC_006594, 2
[ 5224567 [ 525036 e
5 | 5"
NH_001011726.1 oIl B NP_001011726

B - coding reqlon 0 - untrunslmtedfgian

Exon 1 (DQA1) Exon 2 (DQA1Db)
Abb. 11: DLA-DQA mit codierenden Bereichen und entsprechenden Loci. Benennung der Loci s. Tab. 38.

3.2.3.1. Haplotyp-Status DLA-DQA1

Insgesamt wurden 2 Polymorphismen in einem Bereich von 581bp bestimmt, davon befand
sich einer im codierenden Bereich des Exon 1 und einer im flankierenden Intronbereich.
Beide Polymorphismen waren heterozygot: DLA-DQAT1; (W) und DLA-DQA1, (Y).

Untersuchter Bereich 5°-3’:

TTGGG GTCTTTAGATTCCCCTTTCTGTTGGGTCCTCACCCTAGTTCTACAATTCAGAACAGCAAG

TGTGGAGACCGCACGGAGAAGAGGATGATCCTAAACAGAGTTCTGATTCTGGGGACCCTCAT
CTGACTATTATGATGAGCCCCTCTGGAGGTGAAGAGATTGTGGGTGAGTGCACACCTGAGGG

ATATGGGGACTAGACTAGG

Es wurde eine Berechung fiir beide Allele durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation der

Variablen ,,DLA-DQA1,“ sowie ,,DLA-DQA1,“ und ,,Erkrankung® wurde durch den Test auf
einem Signifikanzniveau von a = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 50).
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Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert  Odds ratio 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's Konfidenzintervall
exact test)
1 TT | 13/14(92,9%) | 16/18 (88,9%) 1,0 1,63 0,13 19,99 0,05
AA 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) 0,438 -- -- 0,05
TA 0/14 (0%) 2/18 (11,1%) 0,492 -- -- 0,05
2 CC | 13/14 (92,9%) | 18/18 (100%) 0,437 -- -- 0,05
TC 1/14 (7,1%) 0/18 (0%) -- -- --

Tab. 50: p-Werte der im DLA-DQA1 Bereich lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Eine weitere Berechnung wurde durchgefiihrt, um eine mogliche Assoziation zwischen
DQAT1-Allelen und der canine IHA zu erkennen. Sie wurde ebenfalls mit einem exakten Test
nach Fisher durchgefiihrt unter Annahme der Nullhypothese: ,,Es besteht keine Assoziation
zwischen dem DQA-Allel X und dem Auftreten der IHA in der Probandengruppe®. Die
Nullhypothese wurde auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 angenommen (Tab. 51).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert  Odds ratio 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's Konfidenzintervall
exact test)
1 TT | 11/12(91,7%) | 18/20 (90%) 1,0 1,22 0,1 -15,11 0,05
AA 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) 0,375 -- -- 0,05
TA 0/12 (25%) 2/20 (10%) 0,516 -- -- 0,05
2 CC | 11/12 (91,7%) | 20/20 (100%) 0,375 -- -- 0,05
TC 1/12 (8,3%) 0/20 (0%) -- -- --

Tab. 51: p-Werte der DLA-DQA 1-Allele zur Priifung der Nullhypothese in der Gruppe "IHA-krank®;
»-- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht moglich.

Rassespezifitit

DLA-DQA1; und DLA-DQAI1, zeigten eine deutliche Assoziation mit der Rasse auf.
Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir diese Polymorphismen innerhalb der einzelnen
Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den kranken und gesunden Hunden innerhalb
einer Rasse keine signifikanten Unterschiede gefunden. DLA-DQAT1, war eine Konstante
innerhalb der Rassen und wurde daher nicht berechnet.

3.2.3.2. Haplotyp-Status DLA-DQA1b

Das Primerpaar entstammte den Untersuchungen von Angles et al. (2005). Das PCR-Produkt
mit der Lange von 246bp umfasste 5 Polymorphismen im codierenden Bereich und eine
Deletion bei 13 Hunden. Eine Heterozygotie der Polymorphismen wurde an DLA-DQA1by4
(Y) und DLA-DQA1bs (M) gefunden.

Untersuchter Bereich 5°-3’:
AGAGACCCAACCCACTGTCTTTGCTCCCTGATTTGTTTGCCCACAGTTTGTTCTGTCACTTGGTTGA
ATAAGGTTCTTTTCTCCCTCTGTTTTCTGCTTCCTGCTCCTCACCCCTGCTGCTCAGCTGACCATGTT
GCC ACTACGGCATAAATGTCTACCAGTCTTACGGTCCCTCTGGCCAGT CACCCATGA
ATTTGATGGCGATGAGGAGTTCTACGTGGACCTGGAGAAGAAGGAAACTGTCTGGCGGCTGC
CTGTGTTTAGCACATTTA AAGTTTTGACCCACAGGGTGCACTGAGAAACTTGGCTATAA

AAAACAAAACTTGAACATCATGACTAAAAGGTCCAAC AAACTGCTGCTACCAATGGG,T
ATGTGTCTACCATTCTG

Nach Zuordnung des DLA-DQA (Exon 2) zur bestehenden Nomenklatur ergeben sich fiir die
Cocker Spaniel die Allele DQA1b*005011 oder DQA1b*00101 und fiir die Irish Setter das
Allel DQA1b*00101. 3 Cocker Spaniel zeigten eine Heterozygotie (DQA1b*005011 /
DQA1b*00101), alle anderen Hunde waren homozygot.
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Es wurde eine Berechung fiir alle Allele durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation der
Variablen ,,DLA-DQA1b*005011* sowie ,,DLA-DQA1b*00101* und ,,Erkrankung" wurde
durch den Test auf einem Signifikanzniveau von oo = 0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 52).

Allel Kranke Hunde Gesunde Hunde p-Wert Odds 95% Niveau
(chi’) ratio Konfidenzintervall
005011  ja 8/15 (53,3%) 23/37 (62,2%) 0,557 0,7 0,21-2,34 0,05
nein 7/15 (46,7%) 14/37 (37,8%) 1,44 0,43 — 4,83 0,05
00101 ja 8/15 (53,3%) 16/37 (43,2%) 0,508 1,5 0,45-5,01 0,05
nein 7/15 (46,7%) 21/37 (56,8%) 0,67 0,2-2,23 0,05

Tab. 52: p-Werte der DLA-DQA 1b—Allele zur Priifung der Nullhypothese.

Eine weitere Berechnung wurde durchgefiihrt, um eine mogliche Assoziation zwischen DQA-
Allellen und der canine IHA zu erkennen. Sie wurde ebenfalls mit einem chi*-Test
durchgefiihrt unter Annahme der Nullhypothese: ,,Es besteht keine Assoziation zwischen dem
DQAI1b-Allel X und dem Auftreten der IHA in der Probandengruppe®. Die Nullhypothese
wurde auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 angenommen (Tab. 53).

Allel Kranke Hunde Gesunde Hunde p-Wert Odds 95% Niveau
(chi’) ratio Konfidenzintervall
005011  ja 6/11 (54,5%) 25/41 (61%) 0,7 0,77 0,2 -2,94 0,05
nein 5/11 (45,5%) 16/41 (39%) 1,3 0,34 — 4,985 0,05
00101 ja 6/11 (54,5%) 18/41 (43,9%) 0,53 1,53 0,403 — 5,842 0,05
nein 5/11 (45,5%) 23/41 (56,1%) 0,65 0,171 — 2,485 0,05

Tab. 53: p-Werte der DLA-DQA 1b—Allele zur Priifung der Nullhypothese in der Gruppe ,, JHA-krank*.

Rassespezifitit

DLA-DQA1b zeigte eine deutliche Assoziation der vorliegenden Polymorphismen mit der
Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir DLA-DQAI1b innerhalb der einzelnen
Rassen notwendig. Fiir beide Allele konnte keine Assoziation mit der Erkrankung festgestellt
werden. DQA1b*005011 konnte nicht berechnet werden, da sie innerhalb der Cocker Spaniel
konstant war und bei den Irish Settern nicht vorkam. Fiir DQA1b*00101 musste die
Nullhypothese angenommen werden.

3.2.4. MHC-II: DLA-DQB

DLA-DQB ist wie alle anderen MHC-II Gene auf dem Chromosom 12 des caninen Genoms
lokalisiert (Mellersh et al. 2000), die codierende Bereiche sind in Abb. 12 veranschaulicht. Es
wurden die Exone 1 und 2 als die hoch polymorphen codierenden Bereiche untersucht, und
insgesamt 2 Primerpaare fiir die Darstellung von ca. 1000 bp dieses Kandidatengens
verwendet.

HC_006594,2
4 52541149 ] A 5245206
55k | 5°
HH_00ind4551.1 [ 1 1 I Il HP_00iaid4403
B - cfding reaion = untranslated reaion

Exon 1 (DQBI) Exon 2 (DQBI1b)
Abb 12: Codierende Bereiche des DLA-DQB mit entsprechenden Loci. Benennung der Loci s. Tab. 38.
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3.2.4.1. Haplotyp-Status DLA-DQB1

Es wurden insgesamt 5 Polymorphismen im untersuchten 1018bp-Fragment entdeckt, die sich
alle im nicht-codierenden Bereich befanden. Samtliche Polymorphismen waren heterozygot:
DLA-DQBI, (Y), DLA-DQBI, (M), DLA-DQB14 (M), DLA-DQB15 (R) und DLA-DQB1¢
(R). Drei Rhodesian Ridgebacks wiesen zusétzlich eine Insertion von 4 bp auf (DLA-DQBI13).

Untersuchter Bereich 3'-5":
GTGGACATGAGAATGTCACAGAGCTCTCTTCCCCNAAGAGAGGAAACTGTGATAAAAGTCTATATT
CTGAGATCATAGAACCTTCCACACTCCCACCAAAAGGT~CCTTCAGAGCCTGTTCCCCAGAGCAGT
GGCCCTGGGGAGCAGGTGTCCTGCACTTACGTGGAGAGTCTCTGCCCTCAGCCACTGGGATGCT
CAGCACCACCAGGATCATCATCACAGCTGCTGTCCAGAAGCCTCGGGGGATGCACAGAGTCA
TCTTCCCAGACATAACTGAGAACAAAGGAAAAAGTTGGTAGTCAACACAGCTCCTACCTGGTGGC
TCTGAAGTACTCACTTCAAAGAATAAAAATCTGTAAAAGCTTCCATCCATAGTAGGATTGGAGAGT
TCCTAGGGAGGGAACCAATCAGCACCGGAGCTGAAGTACCTCACCTGTCTC GGGCAGACATTC
GTTATGAAGGTTCTCAGTCCAGTGCCTGGCGCTGTGTCTTCATCAGATTACACTAGATGAACACTTG
AGGTGA GATTTTCTCCTA TAGAAGACCTAAAGATTGAATGCCTTAGGGGTTTAAGAAAC
TGAACAAAAAATGACTCGAGAGTAGACATCTTTGTGCAATTTTGGATTATTTAGTTCTTATACCTTT
GGTTTTTAGTAAATAAGTGGGATCCTATTTCAGGGAAGAGAAAATT TTGTCACAGAGTTGTTCA
CTTCTATTGTCTTAGACACTCTGAGGAGCCTTCAGTCACGCTGGGAAGAGCATAGTTCTTAGGAGG
AAATGGTTTTGAATTGCA TTTTACCACTAATAGGCTTTATGAGAGCAAATTACTGAGCCTCTTT
TTGCCTCAGGCTTCTCTTGGTAAAATGTGGATCACGTTGCCTGCATTGTATATCCAG TCATTAT
ATATACGAACTAAGA

Es wurde eine Berechung fiir alle Polymorphismen durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation
der Polymorphismen des DLA-DQBI1 und ,,Erkrankung* wurde durch den Test auf einem
Signifikanzniveau von a = 0,05 abgelehnt (Tab. 54). Aufgrund teilweise fehlerhafter
Sequenzierergebnisse konnten die Daten fiir einige Hunde nicht ausgewertet werden. Wie
viele Hunde mit in die Berechnung aufgenommen wurden, ist jeweils in Tab. 54 angegeben.

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
Pphismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT | 4/12 (33,3%) | 5/18 (27,8%) 1,0 1,3 0,27 - 6,33 0,05
CC 6/12 (50%) 11/18 (61,1%) 0,711 0,64 0,15-2,78 0,05
TC | 2/12 (16,7%) | 2/18 (11,1%) 1,0 1,6 0,19-13,24 0,05
2 AA | 4/12 (33,3%) | 5/17(29,4%) 1,0 1,2 0,25 -5,89 0,05
CC | 7/12(58,3%) | 9/17(52,9%) 1,0 1,24 0,28 — 5,53 0,05
AC 1/12 (8,3) 3/17 (17,7%) 0,622 0,42 0,04 — 4,66 0,05
4 AA | 10/13 (76,9%) | 18/18 (100%) 0,064 -- -- 0,05
CC 1/13 (7,7%) 0/18 (0%) 0,419 -- -- 0,05
AC | 2/13 (15,4%) 0/18 (0%) 0,168 -- -- 0,05
5 GG | 8/13(61,5%) | 5/18(27,8%) 0,079 4,16 0,91 -19,03 0,05
AA | 4/13 (30,8%) | 12/18 (66,7%) 0,073 0,22 0,05-1,03 0,05
GA 1/13 (7,7%) 1/18 (5,6%) 1,0 1,42 0,08 — 24,95 0,05
6 AA | 6/13 (46,2%) | 4/15(26,7%) 0,433 2,36 0,49 -11,45 0,05
GG | 6/13 (46,2%) 8/15 (53,3%) 1,0 0,75 0,17-3,33 0,05
GA 1/13 (7,7%) 3/15 (20%) 0,6 0,33 0,03 —3,68 0,05

Tab. 54: p-Werte der in DLA-DQBI1 lokalisierten Polymorphismen zur Priifung der Nullhypothese;
,»-— = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Eine weitere Berechnung wurde durchgefiihrt, um eine mogliche Assoziation zwischen
DQB1-Allellen und der caninen IHA zu erkennen. Sie wurde mit einem exakten Test nach
Fisher durchgefiihrt unter Annahme der Nullhypothese: ,,Es besteht keine Assoziation
zwischen dem DQB-Allel X und dem Auftreten der IHA in der Probandengruppe®. Fiir die
Variablen ,,DLA-DQB4* und ,,Erkrankung® sowie ,,DLA-DQB;s*“ und ,,Erkrankung* wurde
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die vermutete Assoziation durch den Test auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 bestatigt.
Beim Polymorphismus ,,DLA-DQB4*“ war deutlich, dass bei den nicht erkrankten Hunden nur
das Allel AA vorkam, wihrend bei den an IHA erkrankten Hunden auch die Allele CC und
AC gefunden worden sind. Beim Polymorphismus ,,DLA-DQBs*“ zeigte sich, dass Hunde, die
das Allel GG trugen, eine 8-mal hohere Chance hatten, an der IHA zu erkranken, als Hunde,
die nicht das Allel GG trugen. Fiir alle anderen Polymorphismen wurde die Nullhypothese auf

einem Signifikanzniveau von a = 0,05 angenommen (p-Werte s. Tab. 55).

Polymor SNP | Kranke Hunde Gesunde p-Wert 0dds 95% Niveau
phismus Hunde (Fisher's ratio  Konfidenzintervall
exact Test)
1 TT 4/10 (40%) 5/20 (25%) 0,431 2 0,396 — 10,108 0,05
CcC 5/10 (50%) 12/20 (60%) 0,705 0,667 0,145 —3,075 0,05
TC 1/10 (10%) 3/20 (15%) 1,0 0,63 0,057 — 6,96 0,05
2 AA 4/10 (40%) 5/19 (26,3%) 0,675 1,867 0,367 -9,488 0,05
CcC 6/10 (60%) 10/19 (52,6%) 1,0 1,35 0,286 — 6,38 0,05
AC 0/10 (0%) 4/19 (21,1%) 0,268 -- -- 0,05
4 AA | 8/11(72,7%) | 20/20 (100%) 0,037 -- -- 0,05
CcC 1/11 (9%) 0/20 (0%) 0,355 -- -- 0,05
AC | 2/11 (18,2%) 0/20 (0%) 0,118 -- -- 0,05
5 GG | 8/11(72,7%) 5/20 (25%) 0,021 8 1,508 — 42,45 0,05
AA | 3/11(27,3%) 13/20 (65%) 0,066 0,02 0,04 -1,014 0,05
GA 0/11 (0%) 2/20 (10%) 0,527 -- -- 0,05
6 AA | 5/11 (45,5%) 5/17 (29,4%) 0,444 2 0,412 -9,712 0,05
GG | 5/11 (45,5%) 9/17 (52,9%) 1,0 0,74 0,162 — 3,393 0,05
GA 1/11 (9%) 3/17 (17,7%) 1,0 0,467 0,042 — 5,166 0,05

Tab. 55: p-Werte der DLA-DQB1-Allele zur Priifung der Nullhypothese in der Gruppe "IHA-krank";

€

- = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Rassespezifit:it

Alle DLA-DQBI1-Polymorphismen zeigten eine deutliche Assoziation mit der Rasse.
Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir alle Polymorphismen innerhalb der einzelnen
Rassen notwendig. Dabei wurden zwischen den kranken und gesunden Hunden innerhalb
einer Rasse keine unterschiedliche Polymorphismen gefunden, da fiir die Allele DLA-
DQB1,,56 alle p-Wert > o waren und somit die Nullhypothese bestitigt wurde. DLA-
DQB13;4 waren konstant innerhalb der Rassen und wurden daher nicht berechnet.

Bei den an IHA erkrankten Hunden wurde die Berechnung innerhalb der Rasse zur Priifung
der signifikanten Polymorphismen durchgefiihrt, um rassenspezifische Allele auszuschlie3en.
Es stellte sich heraus, dass die vermutete Assoziation der Polymorphismen ,,DLA-DQB4*
sowie ,,DLA-DQB;s*“ und ,,JHA* verworfen werden musste, wenn die Berechnung innerhalb
der jeweiligen Rasse erfolgte.

3.2.4.2. Haplotyp-Status DLA-DQB1b

Das Primerpaar entstammte den Untersuchungen von Angles et al. (2005). Das PCR-Produkt
mit der Lénge von 267bp umfasste 32 Polymorphismen im codierenden Bereich.
Heterozygote Stellen waren an DQBlbs (K), DQB1bs (R), DQB1bs (K), DQBIb; (R),
DQBI1bs (K), DQBlby (R), DQB1b;; (W), DQBI1b;3 (S), DQB1b;4s (W), DQBIlb;s (S),
DQBIbys (R), DQBI1by7 (S), DQBIb;s (S, M), DQBIbig (W), DQBI1by (S), DQBIby; (W),
DQBI1b; (S), DQBIb2; (R), DQBI1bys (R), DQBIbs (K, R), DQBIbys (R), DQBIby; (M),
DQBlbzg (W), DQB1b30 (K), DQB1b31 (W), DQB1b32 (M) vorzufinden.

TCACTGGCCCGGCTGTCTCCCCGCAGAGGATTTCGTGT CCAGT TAAG
GCTATTTCACCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGCTTCTG C A A
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AACCGGGAGGAG CGTGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGT CCGGGCGGTCA
CGGAGCTCGGGCGGCC G CGCTGAGTACTGGAAC G CAGAAGGA
TGGA C G CGGGCCG G TGGACACGGTGTGC

AGACACAACTACGGG GGAAGAGCTC
CACCCTCCTCGCCCCCGCGGGCTCCCCACCCAGGTCCCC

CACGTTGCAGCGGCGAGGTGAGCG

Die Polymorphismen wurden nach der Nomenklatur des ISAG DLA Nomenclature
Commitees benannt. Bei den Cocker Spanieln wurden die Haplotypen DQB1b*00701,
DQBI1b*008011, DQB1b*00201 und DQB1b*01201 vorgefunden. Beim Setter war nur der
Haplotyp DQB1b*00201 vetreten. Bei 4 Cocker Spanieln war der Haplotyp heterozygot (3
mit DQB1b*00701/ DQB1b*008011 und 1 mit DQB1b*00701/ DQB1b*02001), bei allen
anderen homozygot vorzufinden.

Es wurde eine Berechung fiir alle Allele durchgefiihrt. Eine vermutete Assoziation aller DLA-
DQB-Allele und ,,Erkrankung* wurde durch den Test auf einem Signifikanzniveau von o =
0,05 abgelehnt (p-Werte s. Tab. 56). Fiir diese Berechnung wurde bei den Gruppen ein chi’-
Test verwendet, in denen die Probandenmenge immer mehr als 5 betrug. Bei allen anderen
Gruppen wurde ein exakter Test nach Fisher eingesetzt.

Allel Kranke Hunde Gesunde Hunde p-Wert Odds 95% Niveau
(Fisher's ratio Konfidenzintervall
exact Test)

00701 ja 6/15 (40%) 23/37 (62,2%) 0,145 0,4 0,12-1,39 0,05
nein 9/15 (60%) 14/37 (37,8%) | (chi*-Test) 2,5 0,72 — 8,42

00201 ja 7/15 (46,7%) 14/37 (37,8%) 0,557 1,4 0,43 -4,83 0,05
nein 8/15 (53,3%) 23/37(62,2%) | (chi*-Test) 0,7 0,21-234

01201 ja 2/15 (13,3%) 0/37 (0%) 0,079 -- -- 0,05
nein 13/15 (86,7%) 37/37 (100%) -- --

008011  ja 1/15 (6,7%) 2/37 (5,4%) 1,0 1,25 0,1-14,9 0,05
nein 14/15 (93,3%) 35/37 (94,6%) 0,8 0,1-9,5 0,05

02001 Ja 0/15 (0%) 1/37 (2,7%) 1,0 -- -- 0,05
nein 15/15 (100%) 36/37 (97,3%) -- --

Tab. 56: p-Werte der DLA-DQA1b—Allele zur Priifung der Nullhypothese; ,,--“ = alle Hunde wiesen dasselbe

Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht mdglich.

Eine weitere Berechnung wurde durchgefiihrt, um eine mogliche Assoziation zwischen
DQB1b-Allelen und der caninen IHA zu erkennen. Sie wurde ebenfalls mit einem exakten
Test nach Fisher durchgefiihrt unter Annahme der Nullhypothese: ,,Es besteht keine
Assoziation zwischen dem DQBIlb-Allel X und dem Auftreten der IHA in der
Probandengruppe®“. Die Nullhypothese wurde fir ,DLA-DQBI1b*00701%, ,DLA-
DQB1b*008011, ,,.DLA-DQBI1b*02001“, sowie ,DLA-DQBIb*00201“ auf einem
Signifikanzniveau von o= 0,05 angenommen (p-Werte s. Tab. 57). Nur fiir DLA-
DQBI1b*01201 wurde die Nullhypothese aufgrund p = 0,041 verworfen und ein
Zusammenhang mit der Erkrankung bestétigt. In der IHA-Gruppe wurde das Allel
DQBI1b*01201 nur bei kranken Hunden vorgefunden.

Allel Kranke Hunde Gesunde Hunde p-Wert Odds 95% Niveau
(Fisher's ratio Konfidenzintervall
exact Test)

00701 ja 4/11 (36,4%) 25/41 (61%) 0,182 0,4 0,1 1,45 0,05
nein 7/11 (63,6%) 16/41 (39%) 2,73 0,69 — 10,86

00201 ja 5/11 (45,5%) 16/41 (39%) 0,739 1,3 0,34 -4,99 0,05
nein 6/11 (54,5%) 25/41 (61%) 0,77 0,2-2,94

01201 ja 2/11 (18,2%) 0/41 (0%) 0,041 -- -- 0,05

91




- Ergebnisse -

| nein | 9/11 (81,8%) | 41/41(100%) | -- -- |
008011  ja 1/11 (9,1%) 2/41 (4,9%) 0,518 1,95 0,16 —23,72 0,05

nein | 10/11 (90,9%) ‘ 39/41 (95,1%) 0,51 0,04 — 6,24

02001 ja | 0/11(0%) | 1/41 (24%) | 1,0 -- -- 0,05 |

| nein | 11/11(100%) | 40/41(97,6%) | -- -- |

Tab. 57: p-Werte der DLA-DQA1b—Allele zur Priifung der Nullhypothese in der Gruppe ,,JHA-krank*;

“

,»-— = alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht méglich.

Rassespezifit:it

DLA-DQBIb zeigte eine deutliche Assoziation der vorliegenden Polymorphismen mit der
Rasse. Aufgrund dessen war eine Berechnung fiir DLA-DQBI1b innerhalb der einzelnen
Rassen notwendig. Dabei wurde fiir das Allel DQB*01201 bei den Cocker Spanieln die
vermutete Assoziation mit der Variablen ,Erkrankung® durch den Test auf einem
Signifikanzniveau von o = 0,05 verworfen (p = 0,06). Auch fiir die librigen DQB-Allelen
konnte keine Assoziation mit der Erkrankung festgestellt werden. Alle Irish Setter wiesen nur
das Allel DQB*00201 auf. Dadurch war es eine Konstante und konnte nicht berechnet
werden. Tab. 58 zeigt die Zuordnung der Allele zu den erkrankten Hunden, nach Rassen
getrennt.

Allel Rasse Kranke Gesunde p-Wert Odds 95% Niveau
Hunde Hunde (Fisher's  ratio Konfidenzintervall
exact Test)
00701 ja Cocker |  6/8 (75%) 23/23 (100%) 0,06 -- -- 0,05
nein | Spaniel | 2/8 (25%) 0/23 (0%) -- --
ja Irish 0/7 (0%) 0/14 (0%) -- -- -- --
nein | Setter 7/7 (100%) 14/14 (100%) -- -- --
00201 ja Cocker 0/8 (0%) 0/23 (0%) -- -- -- --
nein | Spaniel | 8/8 (100%) | 23/23 (100%) - - -
ja Irish 7/7 (100%) 14/14 (100%) -- -- -- --
nein | Setter 0/7 (0%) 0/14 (0%) -- -- --
01201 ja Cocker |  2/8 (25%) 0/23 (0%) 0,06 -- -- 0,05
nein | Spaniel | 6/8 (75%) 23/23 (100%) -- --
ja Irish 0/7 (0%) 0/14 (0%) -- -- -- --
nein | Setter 7/7 (100%) 14/14 (100%) -- -- --
008011 ja Cocker | 1/8 (12,5%) 2/23 (8,7%) 1,0 1,5 0,12-19,18 0,05
nein | Spaniel | 7/8(87,5%) | 21/23 (91,3%) 0,67 0,05 - 8,52
ja Irish 0/7 (0%) 0/14 (0%) -- -- --
nein | Setter 7/7 (100%) 14/14 (100%) -- -- --
02001 ja Cocker 0/8 1/23 1,0 -- -- 0,05
nein | Spaniel 8/8 22/23 - -
ja Irish 0/7 0/14 -- -- -- --
nein | Setter /7 14/14 - - -

Tab. 58: p-Werte und Odds Ratio fiir eine mogliche Assoziation von DLA-DQB1b-Allele und Erkrankung nach

Rasse getrennt; ,,

€

alle Hunde wiesen dasselbe Allel auf: Berechnung von Odds Ratio nicht moglich.

4. Segregationsanalyse

4.1. Pedigrees

Fiir die Segregationsanalyse wurden mit Hilfe des Sampling Frames 3 Irish Setter Pedigrees
(n=66, 24m, 42w) und 5 Cocker Spaniel Pedigrees (n=105, 49m, 56w) aus dem
Gesamtpedigree herausgefiltert. Von den Cocker Spanieln waren 8 Hunde an THA (Im, 7w),
4 an ITP (4w) und 4 am Evans' Syndrom (1m, 3w) erkrankt. Der Irish Setter Pedigree
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umfasste 7 an IHA (2m, 5w), 2 an ITP (Im, 1w) und 1 am Evans' Syndrom (w) erkrankte
Hunde. Die absolute Prozentzahl der an IHA und/oder ITP erkrankten Hunde betrug in der
Cocker Spaniel-Familie 15% und in der Irish Setter-Familie ebenfalls 15%.
Geschlechtsspezifische Préadispositionen wurden in der Cocker Spaniel-Familie gefunden:
Weibliche Hunde erkrankten haufiger an IHA und/oder ITP als ménnliche Hunde (13%
weibliche [14 w/105 gesamt] vs. 1,9% maénnliche [2 m/105 gesamt], p=0,002 zum
Signifikanzniveau von 0,05). Bei den Irish Settern waren zwar auch vermehrt weibliche
Hunde erkrankt, es konnte jedoch statistisch keine geschlechtsspezifische Priadisposition
bewiesen werden (10% w [7 w/66 gesamt] vs. 5% [3 m/66 gesamt] m, p=0,258). Diese
Tatsache wurde bei der Segregationsanalyse beriicksichtigt.

Die Gruppen wurden danach unterteilt, wie ,kranke* Hunde definiert wurden. Im ersten
Ansatz wurden alle an I[HA, ITP und Evans' Syndrom erkrankten Hunde als ,,krank* definiert,
um einen moglichen Vererbungsmodus fiir alle Erkrankungen zu ermitteln. Im zweiten
Durchlauf wurden in der jeweiligen Gruppe 1 nur die an IHA erkrankten Hunde als , krank"
definiert, da nicht bewiesen ist, dass IHA, ITP und Evans' Syndrom eine gemeinsame
Atiologie besitzen. Eine Untersuchung der nur an ITP und Evans' Syndrom erkrankten Hunde
war aufgrund der sehr niedrigen Fallzahl nicht moglich.

4.2. Analyse Irish Setter (jPAP)

4.2.1. Gruppe 1: an IHA erkrankte Hunde

In der Gruppe 1 wurde ein moglicher Vererbungsmodus fiir die an IHA erkrankten Hunde der
Irish Red Setter-Familie bewertet. Da in der Irish Setter-Familie kein Zusammenhang
zwischen Krankheit und Geschlecht nachgewiesen werden konnte, wurde das einfache, nicht
geschlechtsabhingige Modell zugrunde gelegt. Fiir den heterozygoten Genotyp wurde in allen
Modellen eine Penetranz von mindestens 0,01% angenommen, da jPAP sonst nicht in der
Lage war, die Likelihood-Funktion zu maximieren. Tests zur Segregationsanalyse wurden
nicht durchgefiihrt, da sie bei diesem geringen Stichprobenumfang das Niveau nicht einhalten
wiirden.

Die Parameter fiir das nicht geschlechtsabhingige Modell wurden wie folgt definiert:

1 = Frequenz des krankmachenden Allels

2 = Frequenz des anderen Allels

3 = Penetranz beim Probanden, wenn er das krankmachende Allel nicht besitzt
(AA, homozygot)

4 = Penetranz beim Probanden, wenn er das krankmachende Allel einmal besitzt
(Aa, heterozygot)

5 = Penetranz beim Probanden, wenn er das krankmachende Allel zweimal besitzt
(aa, homozygot)

Fir das allgemeine Modell wurde die Likelihood-Funktion beziiglich aller Parameter
maximiert. Es wurde vom jPAP berechnet, welche Parameterwerte der Beobachtungen am
wahrscheinlichsten sind. Alle Parameter waren sowohl beim allgemeinen als auch beim
Mendel’schen Modell frei. Fiir das dominante Modell wurden die Parameter 4 und 5
gleichgesetzt, da nach Mendel definitionsgemd bei einem dominanten Modell auch
heterozygote Tiere, die nur ein krankmachendes Allel tragen, krank werden. Fiir das
dominante Modell wurde ebenfalls der Parameter 3 = 0 gesetzt, da Hunde, die das
krankmachende Allel nicht besitzen, auch nicht krank werden. Fiir das rezessive Modell
wurde neben dem Parameter 3 auch der Parameter 4 = 0 gesetzt, da die Wahrscheinlichkeit,
dass heterozygote Tiere bei einer rezessiven Vererbung krank werden, ebenfalls gleich null
ist. Fiir das Umweltmodell wurden alle Parameter gleich gesetzt, da die Penetranzen bei
einem reinen Umweltmodell unabhingig vom Genotyp gleich sind.
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Da das Modell mit dem niedrigsten AIC-Wert die Umstinde am besten beschreibt, erkennt
man in Tab. 59, dass bei den an IHA erkrankten Irish Settern ein rezessiver Erbgang mit einer
Penetranz von 53% fiir reinerbige Tréger des krankmachenden Allels die Beobachtungen am
besten erklart (AIC-Wert = 21,3). Ebenso sind in Tab. 59 alle verwendeten Startwerte und die
berechneten Schitzungen angegeben.

Parameter allgemein Me:;;lstll’:l(;hes rezessiy dominant Umwelt

@ 1 0,8 0,8 0,8 0,8 0,5
& 2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5
z 3 0,1 0,1 0 0 0,5
z 4 0,1 0,3 0,01 0,3 0,5
A 5 0,1 0,3 0,5 0,3 0,5
Z 1 1 0,644 0,69 0,9999996 0,5
% 2 0 0,356 0,3 0,0000004 0,5

N 3 0 0 0 0 0,094

% 4 0,0009 0,000008 0,01 0,195 0,094

A 5 0,45 0,54 0,53 0,195 0,094

- 2 LN LIKELIHOOD 31,16 20 17,3 29,6 33,12

Anzahl Parameter 4 4 2 2 1
AIC 39,16 28 21,3 33,6 35,12

Tab. 59: Startwerte zur Berechnung der Modelle ,,allgemein®, ,,Mendel“, ,,dominant*, ,rezessiv* und ,,Umwelt*
fiir den Irish Red Setter-Pedigree zur Beschreibung der an IHA erkrankten Hunde.

4.2.2. Gruppe 2: an IHA, ITP und Evans' Syndrom erkrankte Hunde

Die Gruppe 2 umfasste alle kranken Irish Setter, unabhéngig ob an IHA, ITP oder Evans'
Syndrom erkrankt. Die Berechnung wurde durchgefiihrt, da nicht ausgeschlossen werden
kann, dass alle drei Erkrankungen eine gleiche genetische Atiologie besitzen. Fiir diese
Gruppe wurde dasselbe Modell wie fiir die Gruppe 1 verwendet, da auch hier kein
Zusammenhang zwischen Krankheit und Geschlecht nachgewiesen werden konnte. Fiir den
heterozygoten Genotyp wurde in allen Modellen ebenfalls eine Penetranz von mindestens
0,01 angenommen, da das Programm sonst nicht in der Lage war, die Likelihood-Funktion zu
maximieren. Tests zur Segregationsanalyse wurden nicht durchgefiihrt, da die Tests bei
diesem geringen Stichprobenumfang das Niveau nicht einhalten wiirden. Die Parameter
wurden genauso gewihlt wie bei der Gruppe 1 (Tab. 60).

Am AIC-Wert von 19,7 erkennt man, dass ebenfalls ein rezessiver Erbgang mit einer
Penetranz von 63,7% fiir reinerbige Trager des krankmachenden Allels die Beobachtungen
am besten erklart (Tab. 60).
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Parameter allgemein Mel;;lsfl’jlcl'hes rezessiy dominant Umwelt
@ 1 0,8 0,8 0,8 0,8 0,5
& 2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5
g 3 0,1 0,1 0 0 0,5
g 4 0,1 0,3 0,01 0,3 0,5
« 5 0,1 0,3 0,5 0,3 0,5
4 1 1,0 0,723 0,723 0,9999996 0,107
% 2 0 0,276 0,276 0,0000004 0,892
N 3 0 0 0 0 0,107
e 4 0 0,01 0,01 0,216 0,107
2 5 0,47 0,637 0,637 0,216 0,107
-2 LN LIKELIHOOD 36,95 15,7 15,7 33,5 38,1
Anzahl Parameter 4 4 2 2 1
AIC 44,95 23,7 19,7 37,5 40,1

Tab. 60: Startwerte zur Berechnung der Modelle ,,allgemein®, ,,Mendel®, ,,dominant*, ,,rezessiv* und ,,Umwelt*
fiir den Irish Red Setter-Pedigree zur Beschreibung der an IHA, ITP und Evans' Syndrom erkrankten Hunde.

4.3. Analyse Cocker Spaniel (jPAP)

4.3.1. Gruppe 1: an IHA erkrankte Hunde
Die Gruppe 1 der Cocker Spaniel umfasste als ,,kranke* Hunde nur die, bei denen eine [HA
diagnostiziert wurde. Da in der Cocker Spaniel-Familie ein Zusammenhang zwischen der
IHA und dem Geschlecht nachgewiesen wurde, lag daher der Auswertung das Ein-Lokus-
Modell fiir eine Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit Mendel’schen
Transmissionswahrscheinlichkeiten und geschlechtsspezifischen Penetranzen zugrunde.
Als Parameter fiir das geschlechtsspezifische Modell wurden gewihlt:
1 = Frequenz des krankmachenden Allels
2 = Frequenz des anderen Alleles
3 = Penetranz beim weiblichen Hund, wenn sie das krankmachende Allel nicht besitzt

(AA, homozygot)
4 = Penetranz beim weiblichen Hund, wenn sie das krankmachende Allel einmal besitzt

(Aa, heterozygot)
5 = Penetranz beim weiblichen Hund, wenn sie das krankmachende Allele zweimal besitzt

(aa, homozygot)
6 = Penetranz beim méannlichen Hund, wenn er das krankmachende Allel nicht besitzt

(AA, homozygot)
7 = Penetranz beim méannlichen Hund, wenn er das krankmachende Allel einmal besitzt

(Aa, heterozygot)
8 = Penetranz beim méannlichen Hund, wenn er das krankmachende Allel zweimal besitzt

(aa, homozygot)
Fiir das allgemeine Modell wurde die Likelihood-Funktion beziiglich aller Parameter
maximiert. Sowohl beim allgemeinen als auch beim Mendel’schen Modell wurden die
Parameter frei gewdhlt. Es wurde von jPAP berechnet, fiir welche Parameterwerte die
Beobachtungen am wahrscheinlichsten sind. Fiir das dominante Modell wurden die Parameter
4/5 und 7/8 gleichgesetzt, da nach Mendel definitionsgeméf bei einem dominanten Modell
auch heterozygote Tiere, die nur ein krankmachendes Allel tragen, krank werden. Ebenfalls
fiir das dominante Modell wurden die Parameter 3 und 6 = 0 gesetzt, da Hunde, die das
krankmachende Allel nicht besitzen, auch nicht krank werden. Fiir das rezessive Modell
wurden neben den Parametern 3 und 6 auch die Parameter 4 und 7 = 0 gesetzt, da die
Wahrscheinlichkeit, dass heterozygote Tiere bei einer rezessiven Vererbung krank werden,
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ebenfalls gleich null ist. Fiir das Umweltmodell wurden alle Parameter gleich gesetzt, da die
Penetranzen bei einem reinen Umweltmodell, unabhingig vom Genotyp, alle gleich sind
(Tab. 61).

Da wiederum der niedrigste AIC-Wert die Beobachtungen innerhalb des Cocker Spaniel-
Pedigrees am besten beschreibt, erkennt man im vorliegenden Fall, dass sich die
Beobachtungen innerhalb der IHA-Gruppe am ehesten durch einen Umwelteinfluss erkléren
lassen (AIC—Wert = 24) (Tab. 61).

Parameter allgemein Me’;ldoez:;h e rezessiv dominant Umwelt
1 0,8 0,8 0,9 0,8 0,5
2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,5
5 3 0,2 0,01 0 0 0,5
L; 4 0,2 0,2 0 0,2 0,5
g 5 0,2 0,2 0,25 0,2 0,5
= 6 0,1 0,01 0 0 0,05
7 0,1 0,05 0 0,05 0,05
8 0,1 0,05 0,25 0,05 0,05
1 0,41 0,85 0 0,316 0,5
- 2 0,59 0,14 1 0,6838 0,5
5 3 0,08 0 0 0 0,121
é 4 0,13 0,398 0 0,1396 0,121
> 5 0,14 0 0,14 0,1396 0,121
) 6 0 0 0 0 0,0000016
s 7 0 0 0 0,0000008 0,0000016
8 0 0 0,02 0,0000008 0,0000016
-2 LN LIKELTHOOD 20 20 20 20 20
Anzahl Parameter 7 7 3 3 2
AIC 34 34 26 26 24

Tab. 61: Startwerte zur Berechnung der Modelle ,,allgemein®, ,,Mendel®, ,,dominant*, ,,rezessiv* und ,,Umwelt*
fiir den English Cocker Spaniel-Pedigree zur Beschreibung der an IHA erkrankten Hunde.

4.3.2. Gruppe 2: an IHA, ITP und Evans' Syndrom erkrankte Hunde

Die Gruppe 2 der Cocker Spaniel umfasste als ,,kranke* Hunde sowohl die an IHA, ITP als
auch am Evans' Syndrom erkrankten Hunde, da auch bei den Cocker Spanieln eine
gemeinsame genetische Atiologie der drei Erkrankungen nicht sicher ausgeschlossen werden
kann. Da in dieser Gruppe ebenfalls ein Zusammenhang zwischen Krankheit und Geschlecht
nachgewiesen wurde, lag der Auswertung daher neben dem allgemeinen Modell auch das
Ein-Lokus-Modell fiir eine Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit Mendel’schen
Transmissionswahrscheinlichkeiten sowie geschlechtsspezifischen Penetranzen zugrunde.

Als Parameter wurden dieselben gewihlt wie bei der Gruppe 1 der Cocker Spaniel.

Da auch hier der niedrigste AIC-Wert die Beobachtungen innerhalb des Cocker Spaniel
Pedigrees am besten beschreibt, erkennt man im vorliegenden Fall, dass sich die
Beobachtungen innerhalb der IHA/ITP/Evans' Syndrom-Gruppe am ehesten durch einen
Umwelteinfluss erkldren lassen (AIC—Wert = 54,43). Startwerte und Penetranzen s. Tab. 62.
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Parameter allgemein Me;;fz;;he rezessiv dominant Umwelt
1 0,8 0,8 0,9 0,8 0,5
2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,5
5 3 0,2 0,01 0 0 0,5
§ 4 0,2 0,2 0 0,2 0,5
5 5 0,2 0,2 0,25 0,2 0,5
= 6 0,1 0,01 0 0 0,05
7 0,1 0,05 0 0,05 0,05
8 0,1 0,05 0,05 0,05 0,05
1 0,99996 0,91 0 0,911 0,5
. 2 0,00003 0,089 1 0,088 0,5
5 3 0,167 0 0 0 0,137
é 4 0,09 0,29 0 0,28 0,137
2 5 0,17 0,23 0,14 0,28 0,137
§ 6 0 0 0 0 0,022
7 0 0,05 0 0,05 0,022
8 0,12 0 0,02 0,05 0,022
-2 LN LIKELIHOOD 49,64 49,94 50,43 50,02 50,43
Anzahl Parameter 7 7 3 3 2
AIC 63,64 63,94 56,43 56,02 54,43

Tab. 62: Startwerte zur Berechnung der Modelle ,,allgemein®, ,,Mendel®, ,,dominant*, ,,rezessiv* und ,,Umwelt*
fiir den English Cocker Spaniel-Pedigree zur Beschreibung der an IHA, ITP und Evans' Syndrom erkrankten
Hunde.

Eine Analyse der nur an ITP bzw. nur an Evans' Syndrom erkrankten Hunde konnte aufgrund
einer zu geringen Fallzahl nicht durchgefiihrt werden. Weitere Tests wurden auch bei den
Cocker Spanieln nicht durchgefiihrt, da das Umweltmodell die gesammelten Beobachtungen
am besten beschreibt und daher eine Segregationsanalyse nichtig wire.
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V. Diskussion
1. Klinische Untersuchung
1.1 Signalement

1.1.1 Rassenpradispositionen

In der Literatur bestehen bereits seit Jahren verschiedene Angaben zu Rassenprédispositionen
fiir die IHA und ITP: Bei der IHA =zdhlt insbesondere der Cocker Spaniel zu den
pradisponierten Rassen (Dodds 1977; Klag et al. 1993; Kellerman et al. 1995; Day 1996b;
Reimer et al. 1999; Burgess et al. 2000; Scott-Moncrieff et al. 2001; Carr et al. 2002;
Engelbrecht et al. 2002; Miller et al. 2004; Weinkle et al. 2005). Auch bei der ITP wurden
Rassenpridispositionen fiir den Cocker Spaniel von verschiedenen Autoren beschrieben
(Williams und Maggio-Price 1984; Jans et al. 1990; Kohn et al. 2000b; Putsche und Kohn
2008). Fiir das Evans’ Syndrom wurde in der Arbeit von Putsche und Kohn (2008) ebenfalls
eine Pradisposition des Cocker Spaniels vermutet (4 an Evans’ Syndrom erkrankte Cocker
Spaniel von insgesamt 14 Probanden). Daher war der Cocker Spaniel fiir die vorliegende
Studie ein geeigneter Vertreter einer pradisponierten Rasse.

Eine Pridisposition des Irish Red Setters fiir die IHA wurde bisher nur einmal von Dodds
beschrieben (Dodds 1977). In der Klinik fiir kleine Haustiere der FU Berlin wurden in den
vergangenen Jahren zunehmend Fille von IHA und/oder ITP beim Irish Red Setter beobachtet
(Kohn, unveroffentlicht). In vorliegender Studie wurden insgesamt 7 an IHA, 2 an ITP und 1
am Evans' Syndrom erkrankte Irish Setter innerhalb eines Pedigrees diagnostiziert und in den
Probenpool aufgenommen.

Gleichzeitig wurden auch Hunde anderer Rassen, die an IHA erkrankt waren, untersucht, um
eventuelle rassebedingte Variationen im Genom auszuschlieBen. Diese umfassten je einen
Staffordshire Terrier, Shih Tzu, Dobermann und einen Dogo Canario. Eine Schwiche dieser
Studie ist, dass jeweils nur ein Kandidat der jeweiligen Rasse untersucht wurde. Dadurch
verliert das Ergebnis an statistischer Signifikanz. Auch dadurch, dass keine gesunden Hunde
der jeweiligen Rassen Staffordshire Terrier, Shih Tzu, Dobermann und Dogo Canario
molekulargenetisch untersucht worden sind, konnten keine rasseniibergreifenden Vergleiche
der Polymorphismen innerhalb des MHC angestellt werden.

1.1.2 Alter

In der Literatur wurde das Erkrankungsalter fiir die ITP zwischen 6 Monaten und 10 Jahren
(Mittel 6,1 J.) (Engelbrecht 2001) und zwischen 3 Monaten und 10 J. (Mittel 4 J.) (Putsche
und Kohn 2008) beschrieben. Andere Autoren berichteten von einem Erkrankungsalter fiir die
ITP zwischen 7 Monaten bis 15 J. (Mittel 5,5 — 6,4) (Wilkins et al. 1973; Williams und
Maggio-Price 1984; Lewis et al. 1995b). Grundsétzlich konnen Hunde jedes Alters an der ITP
erkranken. Auch an der IHA konnen Hunde jeden Alters erkranken. Fiir die pI[HA wurden
Erkrankungsalter von 1 bis 10 J. (Mittel 5,3 J.) (Engelbrecht et al. 2002) angegeben. Andere
Studien berichteten von einem Erkrankungsalter zwischen 5 Monaten und 13 J. (Mittel 7 J.)
(Griebsch 2009).

Die Daten der vorliegenden Studie decken sich mit den Angaben der Literatur: In der Gruppe
der Cocker Spaniel erkrankten die Hunde zwischen 4 und 14 J. mit einem Mittel von 7,3 J. an
der IHA, ITP oder am Evans' Syndrom, in der Gruppe der Irish Red Setter zwischen 0,5 und
10 J. (Mittel 5,1 J.). Fiir den gesamten Probandenpool galt, dass die Probanden zwischen 0,5
und 10 J. (im Mittel 5,8 J.) an der IHA, zwischen 5 und 14 J. (im Mittel 8,6 J.) an der ITP und
zwischen 4 und 10 J. (im Mittel 6,6 J.) am Evans' Syndrom erkrankten.

98



- Diskussion -

Die Tatsache, dass Hunde jeden Alters erkranken konnen, machte eine Einteilung der
untersuchten Hunde in ,,krank* oder ,,gesund* sehr schwierig. Es besteht das Risiko, dass die
als ,,gesund klassifizierten Probanden in einigen Jahren ebenfalls an einer IHA oder ITP
erkranken konnten. Dies wiirde unmittelbar zu einer abweichenden statistischen Auswertung
sowohl des Probandenpools als auch der molekularbiologischen Ergebnisse fiihren. Um dies
so weit wie moglich auszuschlieen, wurden die ,,gesunden® Probanden nicht nur nach dem
Verwandtschaftsgrad, sondern auch nach Alter ausgewdhlt. Je élter diese waren, und bisher
keine Krankheitsanzeichen einer THA oder ITP gezeigt haben, desto sicherer war die
Definition dieser Probanden als ,,gesund®.

1.1.3. Geschlechterpradisposition

In der Literatur wurde oft eine Pradisposition von weiblichen Hunden fiir die IHA angegeben
(Scott-Moncrieff et al. 2001; Carr et al. 2002), andererseits wurde auch von gleichen
Verteilungen zwischen weiblich und minnlich berichtet (Klag et al. 1993). Bei der ITP
wurden ebenfalls sowohl eine Préadisposition weiblicher Hunde (Engelbrecht 2001; Putsche
und Kohn 2008) als auch eine Ausgeglichenheit beider Geschlechter (Jans et al. 1990)
beschrieben. In vorliegender Studie konnte eine signifikante Priddisposition von weiblichen
Cocker Spanieln fiir die IHA und/oder ITP gezeigt werden (p=0,007). Damit korrelierten
vorliegende Ergebnisse mit den Angaben der Literatur: Uberwiegend ist eine Pridisposition
von weiblichen Hunden zu finden, allerdings liel sich diese nicht auf alle Probandengruppen
—wie z.B. den Irish Red Settern- iibertragen. Obwohl in der Gruppe der Irish Setter mehr
weibliche Tiere erkrankt waren, konnte dieses Ergebnis nicht statistisch belegt werden. Die
sehr geringe Stichprobe fiihrt allerdings zu einer begrenzten Aussagekraft der Ergebnisse.

2. Molekularbiologische Untersuchungen

2.1. MHC-I-Kandidatengenscreen

Bis dato wurden noch keine Studien veroffentlicht, die einen Zusammenhang zwischen der
caninen IHA, ITP oder des Evans' Syndroms mit dem caninen MHC-I untersucht haben. In
der Humanmedizin hingegen wurden bereits mehrere Publikationen verdffentlicht, die eine
mogliche Assoziation zwischen der humanen IHA oder ITP und dem MHC-I beschreiben.
Dabei wurden MHC-I-Loci gefunden, die gehduft sowohl bei an IHA als auch bei an ITP
erkrankten Patienten auftraten (u.a. HLA-B8) (Goebel et al. 1977; Abdel-Khalik et al. 1980;
Karpatkin et al. 1981). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass moglicherweise die IHA
und die ITP einen gemeinsamen genetischen Hintergrund besitzen. Daher wurden in
vorliegender Studie nicht nur die an IHA und ITP erkrankten Hunde einzeln untersucht,
sondern auch alle kranken Hunde unter ,erkrankte Hunde" zusammengefasst und auf
mogliche gemeinsame priadisponierende Mutationen getestet. Da die MHC-I-Loci zwischen
Mensch und Hund sehr stark variieren, konnten Locusbezeichnungen nicht — wie im MHC-II
— lbertragen werden. Daher war es in vorliegender Studie notwendig, jede einzelne DNA-
Verdnderung auf eine mogliche Assoziation mit den an IHA, ITP oder Evans’ Syndrom
erkrankten Hunden zu untersuchen.

Insgesamt konnte kein Polymorphismus im caninen MHC-I definiert werden, der eine
Pradisposition fiir die Erkrankung IHA, ITP oder Evans' Syndrom darstellte. Einerseits
wurden statistisch auffillig hdufig bei den kranken bzw. gesunden Hunden vorkommende
Mutationen durch eine erweiterte Stichprobe wieder verworfen. Andererseits handelte es sich
bei statistisch signifikanten Polymorphismen oft um rassebedingte Unterschiede. Daher
wurden sowohl Punktmutationen als auch Deletionen sowie Insertionen nicht nur einzeln auf
einen moglichen Zusammenhang mit den Erkrankungen untersucht, sondern auch innerhalb
der Rassen Cocker Spaniel und Irish Red Setter bewertet, damit rassespezifische
Polymorphismen nicht die Ergebnisse verdnderten. Besonders deutlich war eine
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rassespezifische Ausprigung der MHC-I-Allele zu sehen, nicht nur fiir die Cocker Spaniel
und Irish Setter, sondern auch fiir die Rassen, die als Kontrollgruppe zugelassen waren. Bei
insgesamt 59 Mutationen waren 49 Polymorphismen rassespezifisch, so dass generell eine
getrennte Betrachtung der Allele, abhéngig von der Rasse, sinnvoll erschien. Bekannt ist, dass
verschiedene Rassen rassetypische Genausprigungen besitzen, allerdings wurden
rassespezifische MHC-Haplotypen bisher nur fiir den caninen MHC-II verdffentlicht
(Kennedy et al. 2002; Angles et al. 2005). Ein direkter Vergleich der vorliegenden Daten mit
Angaben der Literatur war somit nicht moglich. Andererseits war eine getrennte Betrachtung
der Rassen insofern notwendig, als verschiedene Rassen unterschiedliche Pridispositionen fiir
dieselbe Krankheit aufweisen konnen. So ist z.B. fiir die Multiple Sklerose in der
Humanmedizin bekannt, dass Menschen verschiedener ethnologischer Abstammungen andere
genetische Pradispositionen zeigen konnen (Spurkland et al. 1991; Kelly et al. 1995a; Kelly et
al. 1995b).

2.1.1. DLA-12

Einige Single Nucleotid Polymorphisms (SNP's) im DLA-12 Bereich waren signifikant
hédufiger bei kranken bzw. gesunden Hunden vorzufinden.

Ein Polymorphismus im Intron-Bereich, DLA-12Ks, wies eine signifikante Assoziation mit
den Erkrankungen IHA/ITP/Evans’ Syndrom auf (p=0,024): Das Allel TT war nur bei
gesunden Hunden vorhanden, wihrend die Allele CC und CT gleichméBig zwischen kranken
und gesunden Hunden verteilt waren. Betrachtete man nur die an IHA erkrankten Hunde, so
stellte sich heraus, dass an der Stelle des DLA-12K5s nach wie vor nur gesunde Hunde das
Allel TT trugen, diese Tatsache aber nicht als statistisch signifikant zu werten war. Das Allel
wurde nicht nach Rassen getrennt berechnet, da fiir die Mutationen des DLA-12Ks keine
Assoziation mit der jeweiligen Rasse bestitigt werden konnte. Ein anderer auffilliger
Polymorphismus in der Gruppe der an IHA erkrankten Hunde war DLA-12K;: Nur an [HA
erkrankte Hunde trugen das Allel TT, wihrend die Allele CC und TC gleichméBig zwischen
kranken und gesunden Hunden verteilt waren. Dies war mit p=0,044 statistisch signifikant.
Dieses Allel wurde auch nach Rassen getrennt betrachtet, hierbei ergaben sich aber keine
signifikanten Ergebnisse. DLA-12K4 hingegen zeigte beim rassenabhangigen Vergleich, dass
das Allel CC nur bei kranken Irish Settern vorkam (p=0,01). Fiir alle anderen Rassen konnte
das Ergebnis nicht beurteilt werden, da es keine gesunden Kontrollhunde gab. Insgesamt
ergibt sich aus den gewonnenen Daten fiir DLA-12K, dass die Ergebnisse sehr inhomogen
sind, was durch die geringe Stichprobenanzahl bedingt sein kdnnte. Die Polymorphismen, die
in der Studie auffillig waren, sollten daher bei weiteren Probanden derselben Rasse getestet
werden.

Bei allen Punktmutationen, die innerhalb des DLA-12K eine Pradisposition aufgezeigt haben,
handelte es sich um Polymorphismen im Intron-Bereich. Da nach wie vor unbekannt ist,
welche Funktion die Introns innerhalb des genetischen Codes genau iibernehmen, sind
entsprechende polymorphe Stellen — wie bei DLA-12 — durchaus mit Vorsicht zu bewerten.

2.1.2. DLA-79

In DLA-79B wurden 2 Polymorphismen lokalisiert, die eine statistisch signifikante
Assoziation mit an IHA/ITP kranken Hunden aufwiesen. Dabei handelte es sich um die
Polymorphismen DLA-79B4 und DLA-79B;. Bei DLA-79B, zeigten deutlich mehr kranke
Hunde das Allel TT (p=0,012), wihrend bei den gesunden Hunden die Allele TT, GG und TG
in gleichen Maf3en verteilt waren. Die Chance, dass ein TT-tragender Hund an IHA und/oder
ITP erkrankte, war 9,4 mal hoher als wenn der Hund ein anderes Allel trug. DLA-79B; zeigte
signifikant (p=0,012), dass kranke Hunde an dieser Stelle eher das Allel AA trugen als die
Allele GG und AG. AA-tragende Hunde hatten ebenfalls eine 9,4 mal hohere Chance, an IHA
und/oder ITP zu erkranken als nicht-AA-tragende Hunde. Dieses Ergebnis konnte jedoch
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nicht fiir die nur an IHA erkrankten Hunde reproduziert werden. Beide Polymorphismen
wurden anhand der Kontrollgruppe (Tab. 2, Ergebnisteil) untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass die vermuteten Signifikanzen aufgrund p=0,232 (DLA-79B4) und p=0,155
(DLA-79B5) abgelehnt werden mussten. Daher ist es fiir beide Allele mdglich, dass es sich
bei der ersten Berechnung aufgrund einer zu geringen Probandenzahl um falsch-positive
Ergebnisse handelte. Betrachtete man die Allele DLA-79B4 und DLA-79B; nach Rassen
getrennt, so konnten ebenfalls keine Zusammenhénge zwischen den Allelen und den kranken
Hunden hergestellt werden, was eine Vermutung eines falsch-positiven Ergebnisses
bestétigte.

2.1.3. Andere untersuchte Loci

Fiir alle anderen SNP's im caninen MHC-I Bereich konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen kranken und gesunden Hunden gefunden werden.

DLA-88 wurde nicht bewertet, da die Sequenzierung fehlgeschlagen war. Bisher finden sich
in der Literatur keine Angaben iiber eine Beteiligung von DLA-88 an genetisch bedingten
Erkrankungen. In Anbetracht, dass es sich um ein besonders polymorphes Gen handelt
(Kennedy et al. 2001), welches als einziger Locus im MHC-I Bereich mit all seinen
Mutationen offiziell benannt wurde, sollte DLA-88 in weiteren Studien dennoch kritisch
betrachtet werden

2.2. MHC-II-Kandidatengenscreen

Uber einen moglichen Zusammenhang zwischen der humanen IHA und ITP mit dem MHC-II
wurden bisher deutlich mehr Untersuchungen durchgefiihrt als tiber den MHC-I. Fiir die IHA
wurde beim Menschen fiir das Allel HLA-DQ®6 eine negative Korrelation mit der Erkrankung
postuliert, es codiert moglicherweise sogar ein Resistenzantigen fiir Erythrozyten-Antikorper
(Wang-Rodriguez und Rearden 1996; Nomura et al. 1998). Die einzige bisher vorhandene
Studie iiber einen Zusammenhang zwischen der caninen IHA und MHC-Allelen wurde
ebenfalls im Bereich des MHC-II untersucht (Kennedy et al. 2006b). Die Haplotypen DLA-
DRB*00601/DQA*005011/DQB*00701 und DLA-DRB*01501/DQA*00601/DQB*00301
wurden als potentielle Risiko-Haplotypen fiir eine Erkrankung an pI[HA bestimmt. Ahnlich
wie bei der Studie von Wang-Rodrigues und Rearden (1996) wurden auch in dieser
Untersuchung von Kennedy et al. (2006b) zwei Haplotypen festgestellt, die eine negative
Korrelation zum Auftreten der IHA zeigten: DLA-DRB*001/DQA*00101/DQB*00201 und
DLA-DRB*015/DQA*00601/DQB*02301.

Insgesamt konnte in vorliegender Studie weder ein Risikohaplotyp noch ein protektiver
Haplotyp fiir die IHA, der ITP oder das Evans' Syndrom definiert werden (Kap. 2.2.1, 2.2.2
und 2.2.3). Es waren jedoch — vergleichbar mit den Ergebnissen des MHC I — deutliche
Unterschiede der SNP's zwischen den verschiedenen Rassen zu finden.

In der Verdffentlichung von Kennedy et al. (2006b) wurden die MHC-II-Allele auch
innerhalb der beprobten Rassen auf einen moglichen Zusammenhang mit der IHA untersucht.
Dabei zeigte sich fiir den Cocker Spaniel, dass 16 von 17 gepriiften kranken Hunden den
Haplotyp DLA-DRB*00601/DQA*005011/DQB*00701 trugen. Parallel dazu trugen aber
auch 26 von 28 gesunden Cocker Spanieln das Allel DRB*00601, 20 der gesunden Hunde das
Allel DQB*00701 und 12 gesunde Hunde das Allel DQB*02001.

Eine Untersuchung innerhalb der einzelnen Rassen ist auch insofern wichtig, da fiir die IHA
und die ITP nachweislich eine Rassenpridisposition existiert (Engelbrecht et al. 2002; Miller
et al. 2004; Weinkle et al. 2005; Putsche und Kohn 2008). Es kann daher nicht ausgeschlossen
werden, dass gleiche Krankheiten innerhalb verschiedener Rassen unterschiedliche genetische
Pradispositionen besitzen, was eine Untersuchung von moglichen Risiko-Haplotypen nach
Rassen getrennt sinnvoll erscheinen lésst.
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2.2.1. DLA-DRB

Der DLA-DRB wurde in vorliegender Studie sowohl im Bereich des Exon 1 als auch im
Bereich des Exon 2 auf mogliche Verdnderungen bei den erkrankten Hunden untersucht.
Dabei entstanden Ergebnisse, die unterschiedlich bewertet wurden. Wihrend fiir das Exon 2
bereits eine internationale Nomenklatur besteht, gibt es keine Zuordnungen fiir die
Polymorphismen des Exon 1. Daher konnten fiir das Exon 1 nur die definierten SNP's einzeln
zwischen den kranken und gesunden Hunden verglichen werden. Da weder signifikante
Mutationen entdeckt werden konnten, noch Literaturquellen fiir Vergleiche existieren, wird
das DLA-DRB (Exon 1) an dieser Stelle nicht weiter diskutiert. Haplotypen fiir das Exon 2
des DLA-DRB konnten hingegen benannt werden und mit den Ergebnissen der Studie von
Kennedy et al. (2006b) verglichen werden:

2.2.1.1. DLA-DRB Exon 2

In vorliegender Studie wurden fiir den DLA-DRB Bereich insgesamt 4 Allele definiert:
DRB*00601, DRB*00901, DRB*00103 und DRB*00101. Fiir kein Allel konnte eine positive
oder negative Assoziation mit einer Erkrankung an IHA und/oder ITP festgestellt werden. Da
die Studie von Kennedy et al. (2006b) nur auf an IHA erkrankten Hunden basierte, wurden
auch in vorliegender Studie die IHA-Hunde herausgefiltert, um eine optimale Vergleichsbasis
zu gewihrleisten. Doch auch in der Gruppe der nur an IHA erkrankten Hunde konnte keine
statistisch signifikante Korrelation definiert werden. DRB*00601 ist das Allel, welches in in
der Studie von Kennedy et al. (2006b) als ein Risikohaplotyp beschrieben wurde. Dies konnte
fiir die vorliegende Probanden statistisch nicht bestatigt werden.

2.2.1.2. DLA-DRB und Rassenpridisposition

Die Untersuchung von DLA-DRB innerhalb der beiden Rassen Cocker Spaniel und Irish
Setter zeigte, dass das Allel DRB*00101 zwar zum Signifikanzniveau 0=0,05 keine
statistische Signifikanz zu der Erkrankung an IHA und/oder ITP aufwies, aber zum
Signifikanzniveau von a=0,1 fiir den Irish Red Setter signifikant war (p=0,063). Uberwiegend
gesunde Irish Setter trugen das Allel DRB*00101 (64,3%), wihrend die kranken Hunde alle
das Allel DRB*00103 aufwiesen. Dieses Ergebnis korreliert mit den Ergebnissen von
Kennedy et al. (2006b): Hier wird das Allel DRB*00101 als protektives Allel dargestellt.

Da kein Cocker Spaniel das Allel trug, konnte dieses mit Sicherheit als rassespezifisch fiir den
Irish Setter bewertet werden.

2.2.2. DLA-DQA

DLA-DQA wurde — wie auch DLA-DRB — in vorliegender Studie sowohl im Bereich des
Exon 1 als auch im Bereich des Exon 2 auf mdgliche Verdnderungen bei den erkrankten
Hunden untersucht. Genauso wie bei DLA-DRB werden die unspezifischen Ergebnisse fiir
das Exon 1 aufgrund nicht existenter Literaturquellen nicht weiter besprochen. Fiir das Exon 2
von DLA-DQA hingegen existiert bereits eine internationale Nomenklatur und kann mit
bestehenden Studien (Kennedy et al. 2006b) verglichen werden:

2.2.2.1. DLA-DQA Exon 2

Fiir den Locus DLA-DQA zeigten 8 kranke (IHA und/oder ITP) Hunde DQA*005011 und 7
kranke (IHA und/oder ITP) Hunde DQA*00101. Im Gegensatz dazu wiesen 23 gesunde
Hunde das Allel DQA*005011 und 14 gesunde Hunde das Allel DQA*00101 auf. Insgesamt
konnten mit Hilfe des Exakten Tests nach Fisher keine Zusammenhéinge zwischen einem
DQA-Allel und der Erkrankung festgestellt werden. Wie beim DLA-DRB wurden die an IHA
erkrankten Hunde separat betrachtet. Dabei stellte sich heraus, dass 6 an IHA erkrankte
Hunde das Allel DQA*005011 und 6 weitere erkrankte Hunde das Allel DQA*00101 trugen.
25 der gesunden Hunde besaflen ebenfalls das Allel DQA*005011, wihrend das Allel
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DQA*00101 bei 18 gesunden Hunden vorkam. Auch hier musste die Nullhypothese, dass
kein Zusammenhang zwischen einem DQA-Allel und der IHA bestand, bestitigt werden.

Dieses Ergebnis stimmt nicht mit den Daten von Kennedy et al. (2006b) iiberein, da dort das
Allel DQA*005011 als ein pradisponierendes Allel beschrieben wurde.

2.2.2.2. DLA-DQA und Rassenpridispositionen

Die Untersuchung der DLA-DQA Haplotypen innerhalb der einzelnen Rassen énderte nichts
an den allgemeinen Ergebnissen. DQA*005011 war nur bei den Cocker Spanieln vorhanden,
und konnte daher nicht berechnet werden. Fiir das Allel DQA*00101 musste die
Nullhypothese ,,es besteht keine Assoziation zwischen DQA*00101 und dem Auftreten von
IHA und/oder ITP" angenommen werden. Die in der Literatur beschriebene Pradisposition
des DQA*005011 (Kennedy et al. 2006b) konnte fiir kranke Hunde innerhalb der
Probandengruppe (Cocker Spaniel) in dieser Studie demnach nicht bestétigt werden.

2.2.3. DLA-DQB

DLA-DQB ist das dritte Kandidatengen im MHC-II-Bereich, fiir den im Exon 2 bereits eine
internationale Nomenklatur existiert und daher mit bestehenden Studien (Kennedy et al.
2006b) verglichen werden kann:

2.2.3.1. DLA-DQB Exon 2

Fir DLA-DQB wurden in vorliegender Studie insgesamt 5 Allele herausgefiltert:
DQB*00701, DQB*00201, DQB*01201, DQB*008011 und DQB*02001. Einzig das Allel
DQB*01201 zeigte eine statistische Signifikanz bei der Betrachtung einer mdglichen
Assoziation zu den an THA und/oder ITP erkrankten Hunden (p=0,024) und auch bei der
Gruppe der nur an IHA erkrankten Hunden (p=0,005). In beiden Gruppen trugen nur die
kranken Hunde das Allel DQB*01201. Da innerhalb der Stichprobe nur zwei Hunde das Allel
trugen, handelte es sich hierbei nicht um eine statistisch gesicherte Menge. So sollte dieses
Ergebnis mit weiteren Probanden iiberpriift werden. Fiir alle anderen Allele wurde die
Nullhypothese ,,es besteht kein Zusammenhang zwischen dem Allel und der Erkrankung an
IHA und/oder ITP" auf einem Signifikanzniveau von a=0,05 angenommen. Bei der Studie
von Kennedy et al. (2006b) wurde DQB*00701 als priddisponierendes Allel beschrieben,
welches in vorliegender Studie weder in der Gruppe ,JHA und/oder ITP-krank* (p=0,145)
noch in der Gruppe ,,JHA-krank* (p=0,144) gezeigt werden konnte. Das Allel DQB*00201
wurde in der Literatur als ein protektives Allel beschrieben (Kennedy et al. 2006b), welches
ebenfalls nicht bestdtigt werden konnte (p=0,557 in der Gruppe IHA und/oder ITP und p=0,7
in der Gruppe [HA).

2.2.3.2 DLA-DQB und Rassenpridisposition

Fir DLA-DQB stellte sich heraus, dass das Allel DQB*00701 zum Signifikanzniveau von
a=0,05 keine signifikante Assoziation mit der Erkrankung an IHA und/oder ITP aufwies
(p=0,06), aber zu einem Signifikanzniveau von a=0,1. In vorliegender Studie wurde deutlich,
dass — im Gegensatz zur Studie von Kennedy et al. (2006b), in der das Allel DQB*00701 als
ein Risiko-Allel bezeichnet wurde — alle gesunden Cocker Spaniel das Allel DQB*00701
trugen (100%), und die kranken Hunde nur teilweise (75%). Die Odds Ratio konnte nicht
berechnet werden, da in der 2x2 Tabelle eine der beiden konditionalen Odds aufgrund einer
Hiufigkeit von 0 nicht definiert war. Diese Untersuchungen sollten aufgrund der relativ
kleinen Stichprobe mit mehr Probanden durchgefiihrt werden, um auch einen haltbaren
Vergleich mit den Angaben in der Literatur durchfiihren zu konnen.
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2.2.3.3. DLA-DQB Exon 1

Bei der Untersuchung des Exon 1 von DLA-DQB wurde fiir die Polymorphismen DQB14 und
DQBIs ein signifikanter Zusammenhang mit den an IHA erkrankten Hunden gefunden
(p=0,037 fiir DQB14und p=0,021 fiir DQB15). Dabei wurde fiir DQB1, das Allel CC nur bei
einem kranken Staffordshire Terrier und das Allel AC nur bei dem kranken Dogo Canario und
dem kranken Shih Tzu vorgefunden, weswegen die Vermutung bestand, dass die Base C nur
bei kranken Hunden auftritt. Die Odds Ratio konnte wiederum nicht berechnet werden, da
eine der beiden konditionalen Odds aufgrund der Haufigkeit von O nicht definiert war. Fiir
DQBI1s wurde eine Zusammenhang des Allels GG mit den an IHA erkrankten Hunden
vermutet. Hunde, die das GG-Allel tragen, hatten eine 8 mal hohere Chance, an der [HA zu
erkranken als Hunde, die dieses Allel nicht aufweisen. Dieser Zusammenhang wurde bei der
Betrachtung der Polymorphismen fiir die einzelnen Rassen wieder verworfen, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass es sich um rassebedingte Polymorphismen handelte. Alle
anderen Polymorphismen zeigten keine signifikanten Zusammenhénge mit den Probanden.

2.3. MHC-II und ITP

Es bestehen keine Untersuchungen in der Literatur beziiglich einer genetischen Pradisposition
von an ITP erkrankten Hunden. Allerdings sprechen eindeutige Rassepradispositionen (Jans
et al. 1990; Kohn et al. 2000b; Putsche und Kohn 2008) dafiir, dass es sich sowohl um eine
genetische, als auch um eine nicht-rasseniibergreifende Pradisposition handeln konnte. In der
Humanmedizin wurden bereits einige Ansitze einer moglichen MHC-Prédisposition von ITP-
Patienten gefunden (Kuwana et al. 2000). Ebenfalls lieBen sich in der selben Studie
Zusammenhdnge zwischen dem MHC-Haplotypen DRBI1*0803/DQB1*0601 und
Antikorpern, die gegen GPIIb/Illa gerichtet sind und dem MHC-Haplotypen
DRB1*0405/DQB1*0401 und Antikorpern, die gegen GPIb/IX gerichtet sind, darstellen. Ein
moglicher Zusammenhang zwischen MHC-Haplotypen und den beteiligten Glykoproteinen
der Thrombozyten wurde in vorliegender Studie nicht bewertet. Da aber viele der bei der ITP
und THA beteiligten Glykoproteine teilweise bekannt sind (Lewis und Meyers 1996b; Day
1999), wire es sinnvoll, eine mdgliche Assoziation in diese Richtung beim Hund zu
untersuchen. In vorliegender Studie waren zu wenig Probanden vorhanden, die ausschlieBlich
an ITP erkrankt waren, sodass eine statistische Berechnung nicht moglich war. Infolgedessen
wurden die ITP-Patienten zusammen mit den an IHA und am Evans' Syndrom erkrankten
Patienten unter ,.kranke Probanden" gefasst. Eine erneute Auswertung der Daten diirfte in
jedem Fall sinnvoll sein, wenn mehr Probanden, die an ITP erkrankt sind, am MHC
untersucht werden.

3. Fazit

Insgesamt kann man zusammenfassen, dass in vorliegender Studie keine SNP's bzw.
Haplotypen — weder im caninen MHC-I noch im MHC-II — gefunden werden konnten, die
eine Pradisposition fiir die Erkrankung IHA, ITP oder Evans' Syndrom innerhalb einer Cocker
Spaniel und einer Irish Red Setter Familie darstellen. Zwar konnte fiir DRB*00101 in der
Gruppe der Irish Setter eine Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Kennedy et al.
(2006b) gefunden werden, aber nicht fiir die iibrigen SNP’s.

Eine Vererbung von bestimmten Haplotypen innerhalb eines Pedigrees konnte beobachtet,
jedoch nicht mit dem Auftreten der IHA, ITP oder Evans’ Syndrom in Zusammenhang
gebracht werden. Daher konnte mit Hilfe dieser Daten auch keine Risikobewertung von
betroffenen Zuchtlinien vorgenommen werden.

Nichtsdestotrotz kann eine genetische Beteiligung von DLA-Genen an der Atiologie der IHA
bzw. ITP nicht ausgeschlossen werden. Dies konnte einerseits durch bereits veroffentlichte
Daten bestitigt werden, andererseits handelte es sich in vorliegender Studie um eine kleine
Stichprobe, die durch weitere Probanden ergédnzt werden sollte. Zudem wurden nur Mitglieder
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der vorliegenden Pedigrees untersucht, was bedeuten kann, dass zwar bei einigen
untersuchten Hunden eine genetische Préadisposition besteht, diese jedoch keine
phédnotypischen Merkmale zeigen. Dies kann dazu fithren, dass diese genetischen
Pradispositionen nicht herausgefiltert werden konnten, weil die Probanden aufgrund fehlender
phénotypischer IHA/ITP-Merkmale als ,,gesund* definiert wurden.

Des Weiteren stehen fiir die molekularbiologischen Untersuchungen andere Kandidatengene
zur Uberpriifung an, die sich bereits in der Humanmedizin als pridisponierend oder protektiv
erwiesen haben. Dazu zihlen insbesondere die Genloci, die flir die Fc-Rezeptoren codieren.
Zudem ist aus der Humanmedizin bekannt, dass es sich bei der humanen IHA und ITP nicht
um eine monokausale Atiologie handelt. Diese Tatsache darf auch fiir den Hund nicht
vernachldssigt werden.

3. Segregationsanalyse

Die Auswertung der Stammbiume zeigte, dass im Cocker Spaniel-Pedigree 14 Hunde an
IHA/ITP/Evans’ Syndrom und im Irish Setter-Pedigree insgesamt 10 Hunde an
IHA/ITP/Evans’ Syndrom erkrankt waren. In der Literatur gibt es nur zwei vergleichbare
Veroffentlichungen: In der einen wurde von 6 verwandten Probanden einer Viszla-Familie
mit einem positiven Coombs-Test berichtet (Dodds 1983), die zweite beschrieb einen Scottish
Terrier-Pedigree mit insgesamt 8 Hunden mit einem positiven Coombs-Test (Dodds 1983).
Allerdings wurde in beiden Fillen nicht eindeutig die Diagnose ,,primadre IHA® gestellt und
auch keine Segregationsanalyse durchgefiihrt. In vorliegender Studie wurde eine
Segregationsanalyse durchgefiihrt, um innerhalb der Pedigrees aufgrund der vorligenden
Phénotypen ,,pIHA", ,,pITP" oder ,,Evans' Syndrom" einen mdglichen Vererbungsmodus zu
bestimmen. Die analytische Strategie beruhte auf dem Anpassen von verschiedenen
genetischen und nicht-genetischen Modellen und der Selektion desjenigen Modells, das die
Daten am besten erkldrt. In der Humanmedizin wurden bisher einige Studien ver6ffentlicht,
die eine mogliche Vererbung der IHA bzw. ITP aufzeigten. Dazu gehdrten Untersuchungen,
die sich nur mit familidrer IHA beschiftigten (Pirofsky 1968; Pirofsky 1969; Toolis et al.
1977). Andere Studien zeigten ein gehduftes familidres Vorkommen von ITP (Stuart et al.
1978; Conley 1981; Sanchez Fayos et al. 1994; Rischewski et al. 2006), wiahrend sich weitere
mit dem familidren Auftreten von Autoimmunerkrankungen im Allgemeinen beschéftigten.
Dabei wurde insbesondere das Vorkommen von IHA, ITP, Evans’ Syndrom sowie SLE
innerhalb von Familien beobachtet (Lippman et al. 1982; Rischewski et al. 2006).

Fiir die vorliegende Studie wurden zwei Pedigrees auf einen moglichen Vererbungsmodus hin
untersucht. Dabei wurden beide Pedigrees je in zwei Gruppen aufgeteilt: Gruppe 1 umfasste
nur die an [HA erkrankten Hunde und bewertete eine mogliche Vererbung dieser Erkrankung,
die Gruppe 2 hingegen umfasste alle an IHA, ITP und am Evans' Syndrom erkrankten Hunde.
Einerseits sollten die an IHA erkrankten Hunde separat untersucht werden, damit Vergleiche
mit der Humanmedizin moglich sind. Andererseits besteht sowohl klinisch als auch
atiologisch die Moglichkeit, dass IHA und ITP eine gleiche genetische Pradispositionen
besitzen. Patienten in der Humanmedizin, die an einer IHA oder ITP leiden, haben ein Leben
lang ein hoheres Risiko, auch eine andere immunbedingte Erkrankung zu entwickeln (Conley
1981). Lippmann et al. (1982) untersuchte zwei Familien eingehend, und stellte dabei fest,
dass Verwandte der Probanden u.a. an ulzerativer Colitis, Asthma, Hyperthyreose oder akuter
Leukamie litten. Dodds beschrieb 1983 in der bereits erwahnten Scottish Terrier-Familie, dass
von 7 Coombs-positiven Patienten auch 5 positiv auf Thrombozyten-gebundene Antikorper
getestet wurden. Ebenfalls zeigten in der Viszla-Familie von 9 Coombs-positiven Patienten 6
einen positiven Test auf Thrombozyten-gebundene Antikorper. Da sich beide Erkrankungen
in der Pathophysiologie dhneln, ist eine gemeinsame Atiologie nicht auszuschlieBen und
wurde daher in der vorliegende Segregationsanalyse beriicksichtigt.
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Fiir nur an ITP oder am Evans' Syndrom erkrankte Hunde konnte die Segregationsanalyse
aufgrund einer zu geringen Fallzahl nicht separat durchgefiihrt werden.

3.1. Cocker Spaniel-Pedigree
Die Familienmitglieder des Cocker Spaniel-Pedigrees sind mit Kennzeichnung der erkrankten
Hunde in Abb. 1 und Abb. 2 (Ergebnisteil) aufgefiihrt. Man erkennt, dass die meisten der an
IHA und/oder ITP erkrankten Hunde von dem Ahnenpaar 174 x 53 und 174 x 50 abstammten.
Bezeichnend dazu war, dass die Hiindin 174 selber an IHA erkrankt war. Eines ihrer
Nachkommen (w) erkrankte an IHA (60), eine andere am Evans' Syndrom (66), zudem 4
weitere Nachkommen der F2-Generation (2 x Evans' Syndrom [136 und 155], 1 x IHA [127],
1 x ITP [172]). In der dritten Generation erkrankten zusdtzlich auch noch je eine Hiindin an
der ITP (118) und am Evans' Syndrom (178).
Eine weitere Rolle spielte die Verpaarung 77 x 177, wobei die Hiindin 177 ebenfalls an IHA
erkrankt war. Zwei ihrer Nachkommen (3. und 4. Generation) litten an der IHA (99 und 106),
wihrend eine Hiindin der F2-Generation (81) am Evans' Syndrom erkrankte und bei einem
weiteren Nachkommen (189) die ITP diagnostiziert wurde. Diese beiden Familien 77 x 177
und 174 x 53 waren durch die Verpaarung von 120 (Schwester von 106) mit 146 miteinander
verbunden. Aus dieser Verpaarung entstand die an ITP erkrankte Hiindin 172. Nach
AusschluB von moglichen Triggerfaktoren fiir eine sIHA oder sITP ist ein familidrer
Charakter der IHA und ITP im Cocker Spaniel-Pedigree deutlich zu erkennen.
Signifikant war in der Cocker Spaniel-Familie auch die Pradisposition weiblicher Hunde,
sowohl in der Gruppe der nur an IHA erkrankten Hunde, als auch in der Gruppe
»~IHA/ITP/Evans' Syndrom". Diese Tatsache wurde der Berechnung eines mdglichen
Vererbungsmodells zugrunde gelegt. Das Ergebnis war, dass sich die Beobachtungen der
erkrankten Hunde innerhalb des Cocker Spaniel-Pedigrees am besten durch Umwelteinfliisse
erkldren lassen. Unter der Annahme jedoch, dass die Krankheit rasseabhingig ist (Klag et al.
1993; Engelbrecht 2001; Miller et al. 2004), kann dieses Modell aus biologischen Griinden
ausgeschlossen werden. Die Beobachtungen in der Gruppe ,,JHA-krank* lassen sich dann
unter diesen Voraussetzungen besser durch einen dominanten Erbgang (AIC=56,02) erklédren
als durch einen rezessiven (AIC=56,43). Die Penetranzen werden bei Hiindinnen bei einem
dominanten Erbgang auf 28%, beim Riiden auf 5% geschitzt. Um einen rezessiven Erbgang
ausschlieBen zu konnen, sollten jedoch Probeanpaarungen zwischen erkrankten Cocker
Spanieln und Hunden einer anderen Rasse durchgefiihrt werden, bei der die IHA nicht
vorkommt. Insgesamt wére ein derartiger Anpaarungsversuch jedoch sehr schwierig
durchzufiihren, da

1. nicht definitiv bestimmt werden kann, bei welcher Rasse die IHA nicht vorkommt,

2. die Krankheit in jedem Alter auftreten kann und

3. die Umwelteinfliisse auf die aus der Anpaarung entstandenen Versuchshunde

nahezu identisch sein miissen.

Fir die Gruppe der ,an IHA, ITP, Evans' Syndrom erkrankten Hunde" wurden die
Beobachtungen in erster Linie ebenfalls am besten durch ein Umweltmodell erklart. Wiirde
man das Umweltmodell aufgrund einer Rassepriadisposition (Kohn et al. 2000b; Putsche und
Kohn 2008), und damit aus biologischen Griinden ausschlieen, so erkldren sowohl ein
dominanter Erbgang (AIC=26) mit einer 14%igen Penetranz fiir Hiindinnnen und einer
0,0008%igen Penetranz fiir Riiden als auch ein rezessiver Erbgang (AIC=26) mit einer
14%igen Penetranz fiir Hiindinnen und einer 2%igen Penetranz fiir Riiden die Beobachtungen
gleichermaflen. Auch hier sollte durch Probeanpaarungen entweder das dominante oder
rezessive Modell ausgeschlossen werden, um eine definitive Aussage treffen zu konnen.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich beim vorliegendem Pool um eine zu geringe
Anzahl von Probanden handelt. Andere Segregationsanalysen berichten z.B. von insgesamt
1057 Hunden mit 211 am Osteosarkom erkrankten Probanden (Phillips et al. 2007).
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Demgegeniiber handelte es sich in vorliegender Studie mit insgesamt 105 Hunden und 16
erkrankten Probanden um eine sehr geringe Stichprobenanzahl, die Verfialschungen in den
Berechnungen herbeifiihren kdnnte.

3.2. Irish Red Setter-Pedigree

Bei den Irish Red Settern fillt bei der alleinigen Betrachtung der Pedigrees eine
aullergewohnliche Ansammlung von an IHA und/oder ITP erkrankten Hunden innerhalb der
Familie auf (Abb. 3 und Abb. 4, Ergebnisse). Wie bei den Cocker Spanieln erkennt man, dass
fast alle erkrankten Hunde von demselben Urahn (31) abstammten. Die Paarung mit 142
fiihrte zu einer IHA-Erkrankung (147), wéihrend die Paarung mit 32 zu 3 IHA-Fillen (49, 118,
121), zwei ITP-Erkrankungen (39, 116) und einem Evans' Syndrom-Patienten (127) fiihrte.
Die direkten Nachkommen von 49 zeigten sowohl einen negativen Coombs' Test als auch
einen negativen Test auf Thrombozyten-gebundene Antikorper. Auch der zweite Teil des
Irish Setter-Pedigrees zeigte eine familidre Ansammlung von IHA-Féllen: Bei der Verpaarung
von 1 x 2 entstand ein an I[HA erkrankter Riide (10). Von den Nachkommen seiner Schwester
(11), die mit einem Halbbruder (12) verpaart wurde, erkrankten 2 von 10 Nachkommen an der
IHA (21 und 24). Ein familidres Auftreten der IHA/ITP ldsst sich in Anbetracht dieser
Pedigrees vermuten. Da beim Irish Red Setter keine signifikante Geschlechtspriadisposition
dargestellt werden konnte, wurde das einfache, nicht geschlechtsabhingige Modell fiir die
Segregationsanalyse verwendet.

Die Analyse ergab, dass flir den Irish Red Setter-Pedigree eine autosomal-rezessive
Vererbung (AIC=21,3) am besten die Beobachtungen fiir die Gruppe der an IHA erkrankten
Irish Red Setter erkldrt. Die Allelfrequenz des krankmachenden Allels liegt bei 0,69, die
Penetranz betragt unter diesen Voraussetzungen 53%. Betrachtet man die Gruppe der an IHA,
ITP und Evans' Syndrom erkrankten Hunde, so lassen sich die Beobachtungen hier ebenfalls
am besten durch ein autosomal-rezessives Modell erklaren (AIC=19,7). Die Allelfrequenz des
krankmachenden Allels wurde auf 0,28, die Penetranz auf 63% geschitzt. Weitere Tests zur
Segregationsanalyse wurden nicht durchgefiihrt, da die Tests bei diesem geringen
Stichprobenumfang das Niveau nicht einhalten wiirden.

Dieses sehr eindeutige Ergebnis steht in Kontrast zu den Ergebnissen des Cocker Spaniel
Pedigrees. Dies konnte dadurch erkldrt werden, dass die Erkrankungen unter den
verschiedenen Rassen unterschiedliche Vererbungsmodi besitzen. Diese Uberlegung lisst sich
mit den Ergebnissen der molekularbiologischen Untersuchung vereinbaren. Hier wurde
bereits festgestellt, dass eine nach Rassen getrennte Untersuchung der Allele sinnvoll ist, da
verschiedene Rassen unterschiedliche MHC-Haplotypen aufweisen. Aufgrunddessen wéren
unterschiedliche Vererbungsmodi und unterschiedliche pradisponierende Faktoren fiir ein und
dieselbe Krankheit unter verschiedenen Rassen durchaus moglich.

4. Fazit

Die unterschiedlichen Beobachtungen im Vererbungsmodus konnten unter anderem auch
dadurch zu erkliren sein, dass die Atiologie der IHA und/oder ITP bei den verschiedenen
Rassen durch Imprinting und/oder multifaktorielle Vererbungen (Murken et al. 2006)
beeinflusst wird.

Bei der multifaktoriellen Vererbung werden viele Merkmale nicht nur von einem Gen
bestimmt, sondern von vielen Genorten mit ihren unterschiedlichen Allelen. Sind viele
verschiedene Genorte an der Auspriagung eines Merkmals beteiligt, hat das einzelne Gen
selbst nur eine sehr geringe Wirkung. Die Genwirkungen koénnen additiv, dominant oder
epistatisch sein (Murken et al. 2006). Oft sind auch Umweltfaktoren an der phénotypischen
Ausprigung dieses Merkmals beteiligt. Um das Auftreten von Krankheiten durch
umweltfaktorielle Modelle zu erkldren, wurde von Falconer das Schwellenwertmodell
eingefiihrt. Erst wenn eine bestimmte Anzahl von Genwirkungen vorliegt, kommt es zur
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Auspriagung der Krankheit. Reicht die Zahl der Gene und ihrer Wirkungen nicht aus, tritt die
Krankheit nicht auf (Falconer und Mackay 1996). Dies kann bei den Cocker Spanieln der Fall
sein, denn ein familidres Vorkommen ldsst sich bei Analyse der Pedigrees vermuten. Der
Verdacht liegt nahe, dass bei einigen Hunden der Schwellenwert aufgrund einzelner fehlender
Genpréadispositionen nicht iiberschritten wurde, und es daher nicht zum Ausbruch der
Krankheit kam, jedoch bei den anderen Hunden, die zusétzliche Priadispositionen besaf3en.
Dies erklart die widerspriichlichen Aussagen der Segregationsanalyse am besten. Diese
Vermutung konnte jedoch tatsdchlich am ehesten durch Probenanpaarungen bestitigt oder
verworfen werden.

Dass auch im molekulargenetischen Teil dieser Arbeit kein eindeutiger Haplotyp im DLA-
Bereich identifiziert werden konnte, der eine Pradisposition fiir die IHA und/oder ITP
darstellt, unterstreicht die These einer multifaktoriellen Vererbung: Die Beteiligung von
MHC-Genen an der IHA ist nicht auszuschlieBen (Kennedy et al. 2006b), nichtsdestotrotz
scheint es nicht der einzige Ausloser einer [HA zu sein, da die Ergebnisse von Kennedy in
vorliegender Arbeit nicht reproduziert werden konnten. Vom Datenmaterial her waren die
Proben der vorliegenden Studie eine sehr spezifische Sammlung, da fast ausschlieBlich
verwandte Hunde erfasst wurden. Somit konnten rassen- und familienspezifische Haplotypen
weitgehend ausgeschlossen werden. Eine genormte Versuchsanordnung zur Uberpriifung der
Ergebnisse ist in diesem Fall jedoch schwierig zu erzeugen, da alle verwandten, gesunden und
kranken Hunde in einer nahezu identischen Umwelt aufwachsen miissten, um
Umwelteinfliisse, die bei einer multifaktoriellen Vererbung unter Umstidnden eine Rolle
spielen, auszuschlieBen. Nur unter AusschluB von Umwelteinfliissen konnen genaue
genetische Traits untersucht werden. Ein weiterer Faktor fiir eine mdgliche Verfalschung der
Ergebnisse besteht darin, dass in den ndchsten Jahren weitere Erkrankungen innerhalb des
vorliegenden Probandenpools auftreten konnten. Dadurch wiirden sich sowohl die Ergebnisse
der Segregationsanalyse als auch der MHC-Sequenzierung verandern. Dieser Faktor wurde so
gut wie moglich reduziert, da das Durchschnittsalter der in der Segregationsanalyse
untersuchten gesunden Hunde im Mittel bei 12,1 Jahren (Cocker Spaniel) und 9,1 Jahren
(Irish Red Setter) lag. Diese Tatsache fiihrt zu einer hohen Erfassungswahrscheinlichkeit aller
Kranken; besonders unter der Mallgabe dass das durchschnittliche Erkrankungsalter bei 5,3
Jahren (Kohn et al. 2000b; Engelbrecht et al. 2002) bzw. sogar nur 4 Jahren (Putsche und
Kohn 2008) liegt.

Um die Ergebnisse abzusichern bzw. gegebenfalls entsprechend neu zu berechnen, besteht
also nur die Moglichkeit, die Nachkommen beider Familien in den nichsten Jahren genau zu
beobachten, und regelméBig auf IHA und ITP zu testen. Einerseits konnten dadurch die in
vorliegender Studie als gesund klassifizierten Hunde bestdtigt werden, andererseits konnten
durch die Aufdeckung weiterer IHA- und/oder ITP-Fille der Probandenpool erweitert
werden. Durch zusitzliche Probanden konnten auch die MHC-Allele besser gepriift werden,
eine komplexe Segregationsanalyse widre aufgrund einer groferen Stichprobe ebenfalls
moglich.
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VI1. Zusammenfassung

Die canine primdre immunhdmolytische Andmie (pIHA) und die canine primire

immunbedingte Thrombozytopenie (pITP) sind Autoimmunerkrankungen mit ungeklirter

Atiologie. Eine Pridisposition bestimmter Rassen wie Cocker Spaniel und Irish Red Setter

lasst vermuten, dass neben Umweltfaktoren genetische Komponenten eine Rolle bei der

Entstehung spielen.

Ziele vorliegender Studie waren es:

1. Mit Hilfe einer molekularbiologischen Untersuchung herauszufinden, ob bestimmte
canine MHC-Allele (DLA; dog leukocyte antigen) eine Pradisposition fiir die canine
pIHA und pITP darstellen.

2. Uber eine Segregationsanalyse einen moglichen Erbgang fiir die plHA und pITP
innerhalb eines Cocker Spaniel- und Irish Setter-Pedigrees zu definieren.

Voraussetzung fiir die Aufnahme in die Studie waren neben einer ausfiihrlichen

Krankengeschichte vollstindige Pedigree-Unterlagen und die Diagnose pIHA, pITP oder

Evans' Syndrom (pIHA und pITP). Die Diagnose wurde mit Hilfe eines positiven Coombs-

Tests oder einer persistierenden Erythrozytenagglutination (pIHA) sowie aufgrund des

positiven Nachweises Thrombozyten-gebundener Antikérper (pITP) und dem Ausschluss

einer Grunderkrankung gestellt. Die Probanden entstammten zum groften Teil aus dem

Cocker Spaniel-Pedigree mit 209 Mitgliedern und dem Irish Setter-Pedigree mit 147

Mitgliedern.

1. Molekuarbiologische Untersuchungen

Hierzu wurde die DNA von an pIHA, pITP und Evans’ Syndrom erkrankten sowie gesunden
Hunden der Cocker Spaniel- und Irish Setter-Familien isoliert. Kandidatengene waren
codierende und flankierende nicht-codierende Regionen des MHC-1 (DLA-12, DLA-64,
DLA-79 und DLA-88) und des MHC-II (DLA-DRA, DLA-DRB, DLA-DQA und DLA-
DQB). Alle identifizierten Single nucleotid polymorphisms (SNP’s) wurden auf eine
Assoziation mit der Erkrankung pIHA bzw. pIHA/pITP/Evans’ Syndrom gepriift. Von
insgesamt 59 Punktmutationen waren 49 als rassespezifisch anzusehen, weshalb zusitzlich
fast alle SNP’s nach Rasse getrennt ausgewertet wurden.

Fiir den MHC-I wurden 5 an pIHA, 3 an Evans’ Syndrom und 2 an pITP erkrankte Cocker
Spaniel und Irish Setter untersucht. Zusitzlich gingen 4 an pIHA erkrankte Hunde anderer
Rassen in die Studie ein. Als Vergleichsgruppe dienten je 7 gesunde Cocker Spaniel und Irish
Setter sowie 4 gesunde Rhodesian Ridgebacks. Fiir das Kandidatengen DLA-12 wurden
insgesamt 34 Polymorphismen gefunden. DLA-12Ks (Allel: TT, p=0,024) kam nur bei
gesunden Hunden vor. Die Allele DLA-12K; (Allel: TT, p=0,044) und DLA-12K4 (Allel: CC,
nur bei Irish Setter; p=0,01) wurden nur bei kranken Hunden definiert. Alle Hot Spots lagen
im Intron-Bereich, daher konnten keine Aussagen iiber mogliche Aminosdureverdnderungen
getroffen werden. Das Kandidatengen DLA-64 wies insgesamt 16 Polymorphismen, 1
Insertion und 1 Deletion auf. Fiir keines der Allele konnte ein signifikanter Zusammenhang
mit den Erkrankungen gefunden werden. DLA-79 hatte 9 Polymorphismen und 1 Deletion
iiber den gesamten Verlauf. Dabei wurden 2 Allele lokalisiert (DLA-79B4: Allel TT, p=0,012
und DLA-79B7: Allel AA, p=0,012), die eine Assoziation mit IHA/ITP/Evans’ Syndrom
zeigten. Beide Hot Spots wurden bei weiteren Hunden (2 pIHA, 3 pITP, 2 Evans’ Syndrom, 1
gesunder Hund) getestet, die Assoziation musste darauthin verworfen werden. DLA-88
konnte nicht sequenziert und ausgewertet werden.

Fiir den MHC-II wurden zur Untersuchung des Exon 1 dieselben Probanden wie beim MHC-
I verwendet. Fiir DLA-DRA wurden insgesamt 6 Polymorphismen definiert, fiir DLA-DRB 1
Polymorphismus, fiir DLA-DQA 2 Polymorphismen und fiir DLA-DQB 5 Polymorphismen
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und 1 Insertion. Fiir alle SNP’s im Bereich des Exon 1 konnte kein Zusammenhang mit der
Erkrankung pIHA, pITP oder Evans’ Syndrom festgestellt werden.

Fiir die Untersuchung des Exon 2 wurden insgesamt 5 an Evans’ Syndrom, 6 an pI[HA und 4
an pITP erkrankte Cocker Spaniel und Irish Setter ausgewéhlt. Die Vergleichsgruppe bestand
aus 37 gesunden Probanden. Durch die bestehende Nomenklatur war eine Benennung nach
Haplotypen mdglich. Insgesamt zeigten 20 gesunde und 5 kranke Cocker Spaniel homozygot
den Haplotyp DQA*005011/DQB*00701/DRB*00601 und 2 kranke Cocker Spaniel
homozygot den Haplotyp DQA*005011/DQB*01201/DRB*00601. Vier Cocker Spaniel
waren heterozygot: 2 gesunde und ein kranker Hund hatten den Haplotyp
DQA*005011/DQB*00701/DRB*00601 und DQA*00101/DQB*008011/DRB*00901, und
ein gesunder Hund den Haplotyp DQA*005011/DQB*00701/DRB*00601 und
DQA*005011/DQB*02001/DRB*00601. Bei den Irish Red Settern hatten 5 kranke und 7
gesunde Hunde den Haplotyp DQA*00101/DQB*00201/DRB*00103. Ein Kontrollhund war
homozygot mit dem Haplotyp DQA*00101/DQB*00201/DRB*00101. Insgesamt 6 gesunde
und 1 an pIHA erkrankter Hund waren heterozygot mit dem Haplotyp
DQA*00101/DQB*00201/DRB*00101 und DQA*00101/DQB*00201/DRB*00103. Die in
der Literatur als pradisponierend beschriebenen Allele DLA-DRB*00601, DLA-
DQA*005011, DLA-DQA*00101, DQB*00701 konnten in vorliegender Studie zwar alle bei
den Probanden festgestellt, aber nicht als pridisponierend fiir pIHA, pITP oder Evans’
Syndrom nachgewiesen werden. Das Allel DLA-DRB*00101 korrelierte in der Gruppe der
Irish Setter zum Signifikanzniveau von a=0,1 mit den gesunden Probanden. Dies deckte sich
mit den Angaben in der Literatur, da das Allel bereits als protektives Allel definiert wurde.
Allerdings kann aufgrund der niedrigen Fallzahl diesem Haplotyp keine ursédchliche Rolle bei
der Entstehung bzw. Pravention der caninen pIHA bzw. pITP zugesprochen werden.
Insgesamt wurde weder im MHC-I noch im MHC-II im Rahmen der untersuchten Stichprobe
ein Polymorphismus aufgezeigt, der mit einer signifikanten Pradisposition fiir IHA, ITP oder
Evans’ Syndrom einherging. Im Umkehrschluss konnte eine protektive Wirkung bestimmter
Haplotypen ebenfalls nicht gezeigt werden.

2. Segregationsanalyse

Fiir die Segregationsanalyse wurden 3 Irish Setter-Pedigrees mit an pIHA (n=7), pITP (n=2)
und Evans’ Syndrom (n=1) erkrankten Hunden und deren gesunden Verwandten (n=56)
analysiert. Fiir den Cocker Spaniel wurden 5 Pedigrees ebenfalls mit an pIHA (n=8), pITP
(n=4) sowie Evans’ Syndrom (n=4) erkrankten Hunden sowie ihren gesunden Verwandten
(n=89) erstellt. Die Pedigrees wurden hinsichtlich aller erkrankten Tiere (pIHA/pITP/Evans’
Syndrom) sowie unter Beriicksichtigung der nur an IHA erkrankten Hunde untersucht.

Die Auswertung der Irish Setter-Pedigrees erfolgte mit Hilfe des ,,Informationskriterium nach
Akaike* (AIC) und ergab fiir die an pIHA erkrankten Hunde Hinweise auf eine autosomal-
rezessive Vererbung mit einer Penetranz von 53% fiir reinerbige Tréager des krankmachenden
Allels. Fiir die an pIHA/pITP/Evans’ Syndrom erkrankten Irish Setter erklirte ebenfalls ein
autosomal-rezessiver Erbgang mit einer Penetranz von 63,7% die Beobachtungen am besten.
Bei den Cocker Spanieln wurden zusdtzlich geschlechtsspezifische Prédispositionen fiir die
Auwertung beriicksichtigt. Hier ergab sowohl die Berechnung der an pIHA erkrankten Hunde
als auch die der an pIHA/pITP/Evans’ Syndrom erkrankten Hunde, dass sich die
Beobachtungen am besten durch einen Umwelteinfluss erkliren lassen.
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VII. Summary

Primary immune-mediated haemolytic anemia and primary immune-mediated
thrombocytopenia in the dog: genetic association with the major histocompatibility
complex and segregation analysis

Primary immune-mediated haemolytic anaemia (pIMHA) and primary immune-mediated

thrombocytopenia (pITP) are commonly diagnosed immune-mediated haematological

disorders in the dog. The etiology is still unknown. Breed predispositions have been reported

for different breeds, e.g. the English Cocker Spaniel and the Irish Red Setter. Therefore,

research is both focused on genetic and environmental factors as potential causes.

The aim of this study was:

1. To evaluate potential associations between certain canine MHC haplotypes (DLA, dog
leukcocyte antigen system) and pIMHA or pITP using DLA genotyping.

2. To define the pattern of inheritance of pIMHA and pITP in a Cocker Spaniel and an Irish
Setter pedigree.

Probands with the diagnosis pIMHA, pITP or Evans’ syndrome (pIMHA and pITP) were

included in the study if a complete medical record and pedigree data were available. Inclusion

criteria for pIMHA were either a positive Coombs’ test or persistent erythrocyte

agglutination. Inclusion criteria for pITP were a positive platelet-bound antibody test result.

Dogs were excluded if underlying diseases were identified. Almost all probands belonged to

either the Cocker Spaniel pedigree (209 dogs total) or the Irish Setter pedigree (147 dogs

total).

1. DLA genotyping

DNA was extracted from affected (pIMHA, pITP and Evans’ syndrome) and healthy dogs of
the Cocker Spaniel and Irish Setter pedigree. All coding regions of MHC class I (DLA-12,
DLA-64, DLA-79 and DLA-88) and MHC class I (DLA-DRA, DLA-DRB, DLA-DQA and
DLA-DQB) were analysed. The identified single nucleotid polymorphisms (SNP’s) were
tested for an association with pIMHA or pIMHA/pITP/Evans’ syndrome. Of all 59 SNP’s 49
turned out to be breed-specific, therefore the results were evaluated separately for the
different breeds.

MHC class I: 10 Cocker Spaniel and Irish Setter patients (5 pIMHA, 3 Evans’ syndrome and
2 pITP) and 4 dogs of different breeds (pIMHA) were genotyped for MHC class I. DNA
samples from 18 control dogs (7 Cocker Spaniels, 7 Irish Setters, 4 Rhodesian Ridgebacks)
were available for testing.

A total of 34 SNP’s were identified for DLA-12. The allele TT in DLA-12K5 was
significantly increased in the control group (p=0.024). The SNP’s DLA-12K; (allele TT,
p=0.044) and DLA-12K, (allele CC, only in Irish Setters; p=0.01) were only detected in
affected dogs. All hot spots were located in introns, therefore it was not possible to describe
any differences in the amino acid sequence. Furthermore, 16 SNP’s, 1 insertion and 1 deletion
were identified for DLA-64. However, no association was detected between DLA-64 alleles
and affected dogs. In DLA-79, 9 SNP’s and 1 deletion were identified. DLA-79B,4 with the
allele TT (p=0.012) and DLA-79B; with the allele AA (p=0.012) had a significant association
with affected dogs (IMHA/ITP/Evans’ syndrome). Both hot spots were tested with samples
from other affected and healthy dogs (2 pIMHA, 3 pITP, 2 Evans’ syndrome and 1 healthy
dog) and had to be rejected since the association was not reproducible in this second test
group. MHC genotyping for DLA-88 failed, therefore no haplotypes could be defined.

MHC class II: For the analysis of exon 1 of all MHC class Il candidate genes the same
samples were used as for MHC class I. 6 SNP’s for DLA-DRA, 1 SNP for DLA-DRB, 2
SNP’s DLA-DQA, 5 SNP’s and 1 insertion for DLA-DQB were identified. All alleles were
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compared between affected and control dogs and no significant association was found.
Samples for the examination of exon 2 were chosen from 5 dogs with Evans’ syndrome, 6
with pIMHA and 4 with pITP. The control group consisted of 37 healthy probands. Three-
locus DLA haplotypes were assigned to each case and control dog. Five affected dogs and 20
control dogs were homozygous at all 3 MHC loci: DQA*005011/DQB*00701/DRB*00601.
Two affected Cocker Spaniels were homozygous at DQA*005011/DQB*01201/DRB*00601.
Four Cocker Spaniels were heterozygous: 2 healthy dogs and 1 affected dog had the
haplotype DQA*005011/DQB*00701/DRB*00601 and
DQA*00101/DQB*008011/DRB*00901. One healthy dog had the haplotype
DQA*005011/DQB*00701/DRB*00601 and DQA*005011/DQB*02001/DRB*00601. The
analysis of the Irish Setter group revealed that 5 affected and 7 controls were homozygous at
DQA*00101/DQB*00201/DRB*00103 and 1 control dog was homozygous with the
haplotype DQA*00101/DQB*00201/DRB*00101. A total of 6 healthy and 1 pIMHA dog
were  heterozygous at one locus: DQA*00101/DQB*00201/DRB*00101  and
DQA*00101/DQB*00201/DRB*00103.

Recent studies suggested that the alleles DLA-DRB*00601, DLA-DQA*005011, DLA-
DQA*00101 and DQB*00701 might be potential risk haplotypes for pIMHA. These alleles
were identified in this study. However, no association was detected neither for pIMHA nor for
pITP or Evans’ syndrome. An association of DLA-DRB*00101 with healthy dogs was found
within the Irish Setter group, if compared to the level of significance at a=0.1. This was in
agreement with an earlier study where this allele was shown as a protective allele. However,
given the small number of probands in the Irish Setter group, this result should be interpreted
with caution.

In conclusion, no SNP was identified in this study which predisposed for the occurence of
pIMHA, pITP and/or Evans’ syndrome. On the other hand, no protective haplotype was
identified neither in the Cocker Spaniel nor in the Irish Setter group.

2. Segregation analysis

Three Irish Setter pedigrees were constructed to included 10 affected dogs (7 pIMHA, 2 pITP,
1 Evans’ syndrome). These pedigrees contained the information of a total of 66 dogs
(including the affected dogs). Similarly, 5 Cocker Spaniel pedigrees were constructed around
16 affected dogs (8 pIMHA, 4 pITP, 4 Evans’ syndrome). In general, information on a total of
105 dogs were collected (including the affected dogs). Segregation analysis was performed
for dogs with pIMHA and for all affected dogs suffering from pIMHA, pITP or Evans’
syndrome).

Five transmission models were analysed by segregation analysis; based on Akaike’s
information criteria (AIC), the most parsimonious model in the Irish Setter group ,,pIMHA*
was the Mendelian model with an autosomal-recessive inheritance. The penetrance for
homozygous carriers was estimated to be 53%. In the Irish Setter group
»PIMHA/pITP/Evans’ syndrome®, the most parsimonious model was also the Mendelian
model with an autosomal-recessive inheritance with a penetrance for homozygous carriers
estimated to be 63.7%.

In the Cocker Spaniel group gender-specific differences were present and had to be
considered for the segregation analysis. Both in the Cocker Spaniel group ,,p)IMHA* and the
Cocker Spaniel group ,,pIMHA/pITP/Evans’ syndrome* the environmental model proved to
be the most parsimonious.
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IX. Anhang

Fragebogen zur Evaluierung einer moglichen immunhémolytischen Anéimie und / oder

einer immunbedingten Thrombozytopenie beim Hund

Kontaktdaten des Besitzers:

Name, Vorname

Telefonnummer
E-Mail

Allgemeine Daten des Hundes:
Name des Hundes
Geschlecht

Geboren am

Evtl. verstorben am

Wenn ja, woran?

Anzahl der Geschwister

Waren Sie mit IThrem Hund im Ausland? Wenn ja, wo?

Wurde mit Threm Hund geziichtet?
Wie viele Wiirfe hatte Thr Hund?

Spezielle Daten:
1. Hatte Thr Hund jemals blutigen Durchfall? ja
2. Hatte Thr Hund jemals blutigen Urin? ja

Wenn ja, wie wurde Thr Hund behandelt?

3. Bekommt / bekam Thr Hund oft bzw. leicht "blaue Flecken"? ja
4. Wurde Thr Hund schon mal ohnméchtig? ja

Was waren mogliche Ursachen und worin bestand die Therapie?

5. Beobachten Sie zeitweise Blutungen an den Schleimhduten/ Zahnfleisch? ja
6. Hat / hatte Thr Hund sehr blasse Schleimhéute/ Zahnfleisch? ja
7. Wurde regelmiBig eine Vorsorgeuntersuchung durchgefiihrt? ja

Wenn ja, war sie irgendwann mal auffillig?

131

00O

U
U
U

nein

nein

nein U

nein

nein

nein

000

nein



- Anhang -

Inwiefern duBerten sich die Auffilligkeiten

8. Wurden Blutuntersuchungen bei Ihrem Hund durchgefiihrt? ja nein

'aD nein O

9. Wenn ja, litt Thr Hund jemals unter einer im Labor bestitigte Blutarmut?

Wenn ja, wie wurde sie behandelt?

10. Fand nach der Therapie eine Besserung des Hundes statt? ja O nein U

11. Wurden bei Ihrem Hund Blutparasiten gefunden (Babesien, Ehrlichien 0.4) ja 0 1einO

12. Litt Thr Hund an einem Tumor? ja 0 einO
Wenn ja, welcher und wie wird er behandelt?

13. Bekommt Thr Hund eine Dauermedikation? ja 0 peinU

Wenn ja, welche und seit wann?

Bitte senden Sie den ausgefiillten Fragebogen per Fax an die Nummer: 0211-301 48 71

Oder per Post an folgende Adresse:
Meng Meng Liang

Millrather Weg 105

40699 Erkrath
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