Info fuir die Kleintierpraxis

DNA-Analysen zur Klarung der Abstammung
und Identitat Vaterschaft

InKlurze

Elisabeth Miller und Petra Kiihnlein

Auch bei gezielt verpaarten Hindinnen kénnen Zweifel an der Vaterschaft
der Welpen entstehen, z.B. wenn eine zusatzliche Fehlbedeckung vermutet
wird. In Extremfallen macht das vorsatzliche illegale "Unterschieben" von
Welpen und deren Verkauf mit gefalschten Ahnentafeln durch unseridse
Zuchter manchen Hundezuchtverbénden Probleme. Fur Zichter und Zucht-
verbande ist es deshalb von groRem Interesse, die Abstammung exakt
klaren und Ahnentafeln effizient kontrollieren zu kdnnen. Bisher wurde bei
unklarer Abstammung oder Zweifel an der Richtigkeit der Ahnentafel mit
traditionellen Methoden der Blutgruppentypisierung gearbeitet. Analog
zum Menschen ist seit kurzem auch fir den Hund eine Abstammungs- und
Identitatsbegutachtung mittels DNA-Analyse mdglich. Gegentiiber den blut-
gruppenserologischen Verfahren liefert die DNA-Analyse deutlich zuverlassi-
gere Aussagen mit einer Sicherheit von gréf3er als 99,9 %. Anhand eines
Falls aus der Praxis soll diese neue Methode beschrieben werden.

Fallbeschreibung

Eine Eurasierhindin war nach der geziel-
ten Verpaarung mit einem Deckriiden kurz-
zeitig entlaufen. Die Hindin wurde tréch-
tig und warf 8 Welpen. Ein Welpe unter-
schied sich phanotypisch stark von seinen
Geschwistern, so dass der Verdacht ent-
stand, ein fremder Ride konnte der Vater
zumindest eines Welpen sein. Vor dem
Eintrag der Welpen ins Zuchtbuch sollte
die Abstammung der Welpen geklart wer-
den.

Fur diese DNA-Analyse wurden Abstrich-
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proben aus der Maulschleimhaut der Wel-
pen, der Mutterhiindin und des Deckriiden
entnommen. Von jedem Welpen wurde ein
individuelles DNA-Profil erstellt und mit

Wie wurde die Vaterschaft
geklart?

Der Abstammungsbegutachtung liegt die
Erstellung von DNA-Profilen zugrunde,
s.Abb.l.

Anfertigung der DNA-Profile:
Identitat des Tieres

Aus dem Probenmaterial, z.B. den Zellen
der Maulschleimhaut, wird das Erbgut,
die DNA, isoliert. DNA kann aus alen
kernhaltigen Korperzellen isoliert werden,
sehr gut geeignet ist beispielsweise auch
EDTA-BIlut. Mit Hilfe der PCR-Methode
(Polymerase-K ettenreaktion) erfolgt eine
gezielte Vervielféltigung von sogenannten
Mikrosatelliten im Reagenzglas. Mikro-
satelliten sind DNA-Abschnitte, die bel
verschiedenen Individuen L&ngenunter-
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Abb.1: Methodik des DNA-Abstammungsnachweises

den DNA-Profi-
len der Mutter-
hindin und des
Deckriiden ver-
glichen. Mittels
der DNA-Ana-
lyse konnte ein-
deutig nachge-
wiesen werden,
dass keiner der
Welpen  vom
Deckriden ab-
Sstammt.

schiede aufweisen. Diese Langenunter-
schiede kénnen mit einem Analysegerét
gemessen werden. Je nach Mikrosatelli-
ten-System gibt es bis etwa 15 verschiede-
ne Langenvarianten. Generell gilt: je mehr
Mikrosatelliten-Systeme begutachtet wer-
den, desto exakter und unverwechselbarer
ist das DNA-Profil des Individuums. Die
Erstellung eines solchen unverwechselba-
ren DNA-Profils geht jeder Abstam-
mungsbegutachtung voraus.

Fur ein DNA-Profil werden mindestens
acht solcher Mikrosatelliten-Systeme un-



tersucht und aus diesen Daten eine indivi-
duelle reproduzierbare Zahlenformel fir
jeden Hund erstellt.

Das DNA-Profil ist charakteristisch fir je-
des Individuum. Es unterscheidet sich auch
bel Geschwistern.

Die Wahrscheinlichkeit einer zufélligen
Ubereinstimmung zweier nicht verwandter
Tiere betrégt bei acht untersuchten Mikro-
satelliten 1: 50 Millionen. Das DNA-Profil
ist ein unverénderlicher genetischer Fin-
gerabdruck, der die eindeutige Identifizie-
rung eines Individuums ermdglicht.

Abstammungsbegutachtung:
Ist der Vater der Vater?

Ziel des Abstammungsnachweises ist die
Abkldrung, ob die angegebenen Eltern ei-
nes Tieres aufgrund ihres DNA-Profils
tatséchlich as biologische Eltern in Frage

kommen.

Ein Nachkomme erbt 50% seines Erbguts
von der Mutter und 50% vom Vater. Vor-
ausgesetzt die Mutterschaft gilt als gesi-
chert, so miissen grundsétzlich alle nicht-
mutterlichen Anteile im DNA-Profil des
Nachkommen vom Vater vererbt worden
sein. Stimmt nur ein Anteil im DNA-Profil
nicht Uberein, kann die Vaterschaft mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden. Analoges gilt im umgekehrten
Fall fir die Mutter.

Die Abbildung zeigt beispielhaft die Ana-
lyse von vier Mikrosatelliten-Systemen
der Elterntiere und dreier Welpen. Die Mi-
krosatelliten sind als spitze Erhebungen
(Peaks) zu erkennen. Ein Individuum hat
pro Mikrosatelliten-System zwei Langen-
varianten, wobei eine Langenvariante von
der Mutter und eine vom Vater stammt.
Dort wo nur eine Léngenvariante sichtbar

Abb. 2-5: Mikrosatelliten-Systeme zur Abstammungsbegutachtung

ist, sind die Merkmale von Vater und Mut-
ter identisch und Uberlagern sich deshalb,
s.Abb. 2-5.

Wéhrend bei Mikrosatelliten-System D9
der Deckriide noch als Vater in Frage
kommt, sprechen die Ergebnisse der Sys-
teme D3, D6 und D7 gegen eine Vater-
schaft des Deckruden. Bei System D6 bei-
spielsweise missen die Nachkommen 1
und 2 vom Vater die Langenvariante 289
erhalten haben, Nachkomme 3 die Lan-
genvariante 273. Der Deckriide weist aber
weder Langenvariante 289 noch 273 auf.

Der Fall der Eurasier

Die nachfolgende Tabelle (s.S. 180, Abb. 6)
zeigt die ermittelten DNA-Profile der Mut-
terhiindin, des Deckriiden und von drei
Nachkommen. Ein Mikrosatelliten-System
besteht immer aus einer véterlichen und ei-
ner muitterlichen Langenvariante. Ein
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Abb. 6. Ermittelte DNA-Profile

Mikrosatelliten System | D1 | D2 |

D3 | D6 | D7 | D8 | De

| D12 | D13

wertvoller  Zuchtkatzen.

Untersuchtes Tier

Von jeder Katze wird dazu

Mutterhtindin [109;113]117;123[104;104] 273;289] 178,186 | 230,234 | 162;174[137;150 [ 167,167

ein individuelles und féal-

Welpe 1

[109;113]123;123(104;112] 289;289 | 186;186 | 226,230 162;170| 137;150 | 167;212

schungssicheres DNA-Pro-

fil angefertigt, das Uber die

Welpe 2

[109;113[123;132(104;108] 289,289 | 178;186 | 230;234 | 154;174|137;137 | 167;212

gesamte Lebenszeit des

Tieres erhalten bleibt und

Welpe 3

[109;113[123;132(104;108]| 273;273| 178,178 230;234 | 154;162| 150,150 | 167;208

sich auch nach dem Tod des

Tieres aus den verschiede-

Deckriide

[109;109]123;123[100;104] 268;268 | 174,182 [ 230;234 | 154,170 147,147 | 224,267

Was wird fur die Untersuchung
benotigt?

Generell ist jedes Korpermaterial geeig-
net, das DNA enthalt. Ublicherweise wird
fir die Erstellung des DNA-Profils eine
EDTA-Blutprobe (ca. 0,5 ml) oder ein Ab-
strich aus der Mundschleimhaut verwen-
det. Ein Abstammungsgutachten ist ein
Vergleich des genetischen Codes vom
Nachkomme und méglichen Eltern.
Probenmaterial muss daher sowohl von
den zu begutachtenden Welpen als auch
von Vater und Mutter eingeschickt wer-
den.

Bei welchen Hunderassen
funktioniert der Test?

Prinzipiell ist dieses Verfahren fir jede
Hunderasse, bei der eine ausreichende An-
zahl definierter polymorpher Mikrosatelli-
ten zur Verfigung steht, die Methode der
Wahl, wenn es um Fragestellungen ihrer
Herkunft geht.

Da die Aussagekraft dieses Verfahrens we-
sentlich von der Haufigkeit der untersuch-
ten Merkmale, also der Langenvarianten,
innerhalb der Population beeinflusst wird,
missen die Haufigkeiten aus einer repré-
sentativen Studie berechnet werden.

Das Mikrosatelliten-Verfahren wird inzwi-
schen routinemalig angewandt bei den
folgenden Rassen: Dackel, West Highland
White Terrier und Parson Jack Russel Ter-
rier, Eurasier und Deutsche Schéaferhunde.
Die Liste der Hunderassen, bei denen eine
Abstammungsuntersuchung  notwendig
ist, wird standig erweitert. Eine Aus-
schlussdiagnostik in Bezug auf die Vater-
schaft it bei allen Hunderassen mdglich.
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wenn Probenmaterial von den Welpen, der
Mutter und beiden Vétern vorliegt.

DNA-Profil zur Abstammungs-
und Identitatsbegutachtung
bei Katzen

Nach den Tests fur Hunde, Pferde und Rin-
der istjetzt auch fir die Katzen eine DNA-
Abstammungs- und Identitatsbegutach-
tung méglich. Diese Methode bietet grofit-
maogliche Sicherheit ber die Abstammung

nen Geweben nachweisen
| &sst.

Es kann geklart werden, ob Vater oder
Mutter eines Katzenwelpen auch als
tatsachliche biologische Eltern in Frage
kommen.
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