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EINLEITUNG

1 Einleitung

In den vergangenen Jahrzehnten konnte bei Milchkithen ein enormer Anstieg in der
Milchleistung erreicht werden. Dieser Trend wird jedoch von einer deutlich sinkenden
Nutzungsdauer bzw. vorzeitigen Abgidngen auf Grund von Krankheiten begleitet (Diirr et al.,
1997; Essl, 1998; Royal et al., 2000; Brade, 2005). Neben Fruchtbarkeitsproblemen steht
hierbei als Ursache unter anderem die Euterentziindung (Mastitis) im Vordergrund, an der
jahrlich durchschnittlich ca. 30% aller in Deutschland gehaltenen Kiihe erkranken. Die hierbei
entstehenden Kosten werden auf rund 150 €/Kuh/Jahr geschitzt (DVG, 2002), wodurch
alleine in Deutschland jdhrliche Verluste von rund 1 Milliarde Euro entstehen. Mit iiber 50 %
spielen hierbei neben den Kosten, die durch die Behandlung der Tiere anfallen, vor allem die
Einbuflen durch eine verminderte Milchproduktion eine gro3e Rolle. Zusitzlich kommt es zu
einer verminderten Késereitauglichkeit der Milch. Neben den hohen finanziellen Verlusten
hat die Mastitis durch eventuelle Riickstdnde in der Milch und die Humanpathogenitit einiger
Mastitiserreger auch eine grofle Bedeutung fiir die lebensmittelhygienische Wertigkeit der
Milch. Aber auch Aspekte des Tierschutzes diirfen bei der Betrachtung des Problems Mastitis
nicht auBler Acht gelassen werden.

Der in den letzten Jahrzehnten verzeichnete negative Trend in Bezug auf die Nutzungsdauer
und Krankheitsanfdlligkeit bei Milchrindern ldsst sich durch die genetische Korrelation
zwischen Leistungsmerkmalen und funktionellen Merkmalen, insbesondere Gesundheits-
merkmalen, erkldren. Durch eine effiziente, auf Produktivitit basierende Selektion und den
genetischen Antagonismus zwischen Milchleistung und klinischer Mastitis steigt indirekt die
Mastitisfrequenz (Strandberg und Shook, 1989; Heringstad et al., 2007).

Bemiihungen mittels ziichterischer Methoden eine verbesserte Eutergesundheit bei
Milchkiithen zu erreichen, werden durch den Fakt erschwert, dass es sich bei der Mastitis um
eine multifaktorielle Erkrankung handelt, bei deren Entstehung neben der Genetik des Tieres
und der Erregerpathogenitit in erster Linie die Umwelt eine wichtige Rolle spielt. Die geringe
Heritabilitdt und die schwierige Erfassung des Merkmals Mastitis begrenzen daher die
Erfolge bei der Ziichtung auf Mastitisresistenz mit dem direkten Merkmal Mastitis.

Seit 1990 wird diesem Problem durch die Aufnahme der somatischen Zellzahl (SCC) als
Teilzuchtwert (RZS) in den Gesamtzuchtwert (RZG) Rechnung getragen. Die SCC zeichnet
sich als indirektes Merkmal dadurch aus, dass sie eine relativ hohe genetische Korrelation mit

Mastitis aufweist, leichter zu erfassen ist und eine hohere Heritabilitédt als diese hat (Schutz,
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1994). Da die Heritabiltit der SCC, wenn auch hoher als die der Mastitis, mit durchschnittlich
0,12 (Schutz, 1994) fiir die ziichterische Nutzung immer noch relativ gering ist, wird die
Zucht auf der Basis von Phinotypen alleine nicht ausreichend sein, um Kiihe zu erhalten, die
neben einer guten bzw. sehr guten Milchleistung auch eine gute Eutergesundheit aufweisen.
Neuere Ansitze bestehen darin, die konventionellen tierziichterischen Methoden durch
molekulargenetische Methoden zu ergédnzen. Sowohl in der Pflanzen- als auch in der
Tierzucht wird die Marker-Assisted-Selection (MAS) eingesetzt. Vorteile ergeben sich unter
anderem daraus, dass bei der MAS im Gegensatz zu konventionellen Methoden eine friihere
Selektion auch bei geschlechtsgebundenen Merkmalen wie Mastitis bzw. SCC moglich ist
und dadurch der Zuchterfolg beschleunigt werden kann. Neben der Selektion mit Hilfe von
indirekten Markern verspricht die Selektion auf der Basis von direkten Markern, d.h. mit
kausalen Genvarianten einen noch groferen Erfolg.

Im Rahmen des nationalen Projektes ,,Genomanalyse Rind* der ADR konnte auf BTAO2 ein
Quantitative Trait Locus (QTL) identifiziert werden, welcher mit der Auspriagung des
quantitativen Merkmales SCC in Zusammenhang steht (Bennewitz et al., 2003). Innerhalb
dieses Bereichs befinden sich Gene, deren Varianten mit den fiir die QTL-Analyse genutzten
Markern gekoppelt und ursichlich fiir die Ausprigung dieses Merkmales sind (Georges et al.,
1995; Olsen et al., 2004).

Der Nutzen eines solchen QTL fiir die Ziichtung hingt jedoch vor allem von der Genauigkeit
der Lokalisation des QTL und der Genauigkeit des geschitzten Einflusses auf das assoziierte
Merkmal ab. Aus diesem Grund sind die Bestitigung gefundener QTL und ihre weitere
Eingrenzung von wesentlicher Bedeutung fiir die Nutzung in Zuchtprogrammen (Spelman
und Bovenhuis, 1998). Die Identifikation von Kandidatengenen in einem solchen QTL wird
bei komplexen Vererbungsgingen durch das relativ grofle Intervall erschwert, in welchem

sich eine Vielzahl moglicher Kandidatengene befinden kann (Georges, 2007).

Ziel dieser Arbeit ist es daher, den auf BTAO2 gefundenen QTL fiir die somatische Zellzahl
beim Rind mittels weiterer Marker zu validieren und den Bereich einzugrenzen. Im Anschluss
an diese Feinkartierung sollen in dem QTL-Bereich, unter Einbezug von Expressionsdaten
aus Partnerprojekten, positionelle und funktionelle Kandidatengene ausgewihlt werden. Diese
Gene sollen mit Hilfe molekulargenetischer Verfahren auf Mutationen hin untersucht und
diese genetischen Varianten auf eine Assoziation mit der Hohe der somatischen Zellzahl in

der Rasse Deutsch Holstein iiberpriift werden.
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2 Literatur

2.1 Genomanalyse Rind

Das primére Ziel der Genomanalyse bei landwirtschaftlichen Nutztieren ist die Kldrung der
Ursachen phinotypischer Variationen auf genetischer Ebene.

Im Bereich der strukturellen Genomanalyse, welche dem Nachweis merkmalsassoziierter
Genvarianten dient, hat es beim Rind seit Ende der 1980er Jahre enorme Fortschritte gegeben.
Die funktionelle Genomanalyse stellt hingegen, unter anderem durch den Nachweis
unterschiedlicher Genexpressionsmuster, eine Moglichkeit zum besseren Verstindnis der den
Merkmalsauspriagungen zugrunde liegenden Mechanismen dar.

Die Kombination beider Ansitze bietet in der quantitativen Genetik einen wesentlichen
Vorteil, da durch die Kenntnis der der Merkmalsausprigung zugrunde liegenden
Mechanismen eine effektivere Suche nach krankheits- und leistungsassoziierten Genen und

deren Varianten moglich ist.

2.1.1 Strukturelle Genomanalyse beim Rind

Beim Rind sind vor allem funktionelle Merkmale wie Konstitutionsparameter, Langlebigkeit
und Fruchtbarkeit von ziichterischem Interesse. Es handelt sich hierbei um quantitative
Merkmale, d.h. Merkmale, welche eine Kkontinuierliche Variabilitit aufweisen. Ihre
Auspriagung ist neben genetischen Faktoren auch von Umwelteinfliissen abhingig (Mackay,
2001). Sie sind polygener Natur und werden von einer Vielzahl von Genen bzw. Genloci
kontrolliert (Barton und Turelli, 1989; Schnabel et al., 2005). Die Mitglieder des ,,Complex
Trait Consortiums* definierten sie als Merkmale mit einer messbaren phénotypischen
Variation infolge genetischer und/oder umweltbedingter Einfliisse (Abiola et al., 2003). Im
Gegensatz zu dem Anfang des 20. Jahrhunderts von Fisher (1918) postulierten infinitesimalen
Modell nimmt man heutzutage an, dass es neben vielen Genen mit sehr geringem Effekt bei
den meisten quantitativen Merkmalen Hauptgene gibt, die einen groeren Einfluss ausiiben
(Farrall, 2004; Fries und Pausch, 2011). Chromosomale Bereiche in denen solche Gene liegen
und fiir welche eine Assoziation mit einem quantitativen Merkmal festgestellt wurde,
bezeichnet man als Quantitative Trait Loci (QTL) (Geldermann, 1975). Der
Merkmalsauspriagung zugrunde liegende Genvarianten werden Quantitative Trait Nucleotide

(QTN) genannt (Long et al., 1998; Phillips, 1999).



LITERATUR

Je mehr Loci an der Merkmalsausprigung beteiligt sind, umso schwieriger ist es, alle
ursidchlichen QTL zu identifizieren, da der einzelne Effekt, den ein QTL auf ein Merkmal
ausiibt, umso geringer ist, je mehr Loci involviert sind (Abiola et al., 2003). Auf Grund der
Komplexitit der quantitativen Merkmale ist der Nachweis eines einzelnen QTL daher relativ
schwierig. Zur Realisierung dieses Ziels werden vor allem zwei Ansétze verfolgt. Ein Ansatz
basiert auf Assoziationsstudien von funktionellen Kandidatengenen, der andere auf
Kopplungsanalysen mit anonymen Markern in Form eines Whole Genome Scans (Andersson,
2001).

Der Vorteil beim Kandidatengenansatz liegt darin, dass kein Familienmaterial notig ist und
auch Loci mit nur sehr geringem Effekt gefunden werden konnen (Risch und Merikangas,
1996b). Um die Effizienz des Kandidatengenansatzes zu steigern und seine Kosten moglichst
gering zu halten, werden aus der Vielzahl von Genen solche ausgesucht, welche auf Grund
ihrer Funktion wahrscheinlich im Zusammenhang mit der Merkmalsauspriagung stehen. Die
Auswahl aus den bis zu mehreren hundert in Frage kommenden Genen ist bei dieser
Vorgehensweise subjektiv (Zhu und Zhao, 2007). AuBerdem ist bei einigen Genen die
Funktion nicht oder nur unzureichend bekannt. Dies kann dazu fithren, dass die Relevanz von
Genen, deren merkmalsbezogene Funktion nicht offensichtlich ist, falsch eingeschitzt wird
und Gene trotz deren Beteiligung an der Merkmalsausprigung nicht ausgewihlt und
analysiert werden (Andersson, 2001; Tabor et al., 2002; Vink und Boomsma, 2002; Zhu und
Zhao, 2007).

Bei Kopplungsanalysen ist hingegen die Moglichkeit alle der Merkmalsauspriagung zugrunde
liegenden genetischen Ursachen identifizieren zu konnen eingeschrinkt, da sie nicht
geniigend statistische Power zur Detektierung von QTL mit sehr geringen Effekten besitzen
(Andersson, 2001). Basierend auf der Annahme, dass QTL mit geringen Effekten fast
vollstandig die genetische Varianz eines quantitativen Merkmals ausmachen, geht Georges
(2007) sogar davon aus, dass bei alleiniger Anwendung von Kopplungsanalysen ein GrofBteil

dieser Varianz weiterhin ungeklirt bleibt.

2.1.1.1  QTL-Kartierung

Héaufig werden — wie in Kapitel 2.1.1 bereits erwdhnt — zur Kartierung, d.h. Identifizierung
der QTL Kopplungsanalysen iiber das gesamte Genom in Form eines Whole Genome Scans

vorgenomimen.
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Das Genom wird mit anonymen Markern, z.B. Mikrosatelliten, abgedeckt, diese typisiert und
eine anschlieBende Kopplungsanalyse durchgefiihrt (Olsen et al., 2004). Auch SNPs, welche
in einer wesentlich groferen Anzahl im Genom vorhanden sind, werden seit ein paar Jahren
als Marker fiir QTL-Studien genutzt (Georges, 2007; Kolbehdari et al., 2008; Kolbehdari et
al., 2009; Matukumalli et al., 2009; Stoop et al., 2009). Durch die Entwicklung der SNP-
Chips stehen derzeit fiir die Genotypsierung insgesamt 3 Chips mit bis zu 777.962 SNP zur
Vertfiigung (Fries und Pausch, 2011).

Bei Milchrindern kann das - fiir den Nachweis eines QTLs wichtige (Andersson, 2001) -
Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD) zwischen QTL und einem der
untersuchten Marker auch zwischen voneinander weiter entfernten Marker- und QTL-Allelen
in der kommerziellen Zuchtpopulation durch Anwendung eines Daughter- oder
Granddaughter Designs gefunden werden (Weller et al., 1990).

Die familienbasierende Kopplungsanalyse kann daher als ein spezieller Fall der LD-
Kartierung angesehen werden, in welcher das LD durch die Erstellung einer Population aus
einer kleinen Anzahl von Vorfahren erzeugt wird (Mackay und Powell, 2007). Da dieses LD
jedoch familienspezifisch ist und die Kopplungsphase benachbarter Marker zwischen
Familien variieren kann, konnen die Marker nur fiir die Selektion innerhalb bestimmter

Familien genutzt werden (Sahana et al., 2008).

Gehen in die Kopplungsanalyse lediglich die Daten von zwei bis drei Generationen ein,
erhoht sich der Informationsgehalt beziiglich der exakten QTL-Position nur gering, da in
diesen nur wenige Rekombinationen zwischen benachbarten Markern stattgefunden haben
(Darvasi et al., 1993; Meuwissen und Goddard, 2000). Vielmehr ist fiir die Eingrenzung des
Konfidenzintervalls die GroBe des QTL-Effektes und vor allem der Umfang der einbezogenen
Population von Bedeutung (Darvasi et al., 1993; Abiola et al., 2003). Im Rahmen der von
Bennewitz et al. (2003) durchgefiihrten Joint-Analyse zweier Granddaughter Designs konnte
dies bestitigt werden. In dieser erhielt ein chromosomweit- signifikanter QTL fiir den SCS
auf BTAOQ2, der auf den Berechnungen mit deutschen Bullen basierte, durch die Kombination
deutscher und franzosischer Nachkommen eine genomweite Signifikanz. In Populationen mit
einem relativ hohen Inzuchtkoeffizient bieten viele kleine Familien auBerdem einen noch
hoheren Informationsgehalt als wenige Familien mit vielen Nachkommen (Lee und van der
Werf, 2006).

Auch bei QTLs mit einem groBen Effekt, vielen typisierten Individuen und einer unendlich

hohen Anzahl von Markern wird das Konfidenzintervall mittels der Kopplungsanalyse jedoch
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nicht kleiner als 10 cM (Darvasi et al., 1993), weshalb sich diese Methode nicht fiir eine
Feinkartierung eignet (Meuwissen und Goddard, 2000; Olsen et al., 2004).

2.1.1.2  QTL-Feinkartierung

Um den QTL-Bereich und damit die Anzahl der in Frage kommenden Gene einzugrenzen,
wird in den meisten Fillen im Anschluss an einen Genome Scan eine Feinkartierung
durchgefiihrt. Der Einbezug des populationsweiten LD in die Berechnung kann hierbei die
Prizision der Positionsschitzung eines QTLs erhohen, da alle Rekombinationen, welche seit
Entstehung der Mutationen aufgetreten sind, genutzt werden (Meuwissen und Goddard, 2000;
Abdallah et al., 2003).

Farnir et al. (2000) wiesen bei Milchrindern ein starkes Kopplungsungleichgewicht
benachbarter Loci nach und schlussfolgerten, dass die Aussichten einer Identifizierung von
QTLs mit Hilfe der LD-Kartierung in dieser Population duflerst vielversprechend sei. Im
gleichen Jahr beschrieben Meuwissen und Goddard (2000) erstmals die LD-Kartierung als
Mittel zur Feinkartierung bei Nutztieren. Die in dieser Arbeit eingesetzte statistische Methode
schitzt die Effekte von Markerhaplotypen dicht platzierter Marker auf ein quantitatives
Merkmal. Sie basiert auf einer Regressionsanalyse, mit der das Kopplungsungleichgewicht
zwischen einem Marker und dem QTL gemessen werden kann. Durch den Einbezug von
Markerhaplotypen konnen hierbei gleichzeitig mehrere Markerloci untersucht werden
(Meuwissen und Goddard, 2000). In dem Markerintervall, dessen Haplotypen den groBten
Effekt auf das Merkmal ausiiben, befindet sich der QTL. Vorraussetzung fiir diese Methode
ist die Annahme, dass Markerhaplotypen, welche identische Markerallele in der den QTL
umschliefenden Region besitzen, die gleichen Haplotypeneffekte zeigen, da die identischen
Marker darauf hindeuten, dass die Region identical-by-descent ist und die Haplotypen daher
wahrscheinlich die gleichen QTL-Allele tragen (Meuwissen und Goddard, 2000; Meuwissen
und Goddard, 2001). Gleiche Haplotypeneffekte werden durch eine hohe Kovarianz
ausgedriickt. Da die Position des QTLs dariiber bestimmt, ob zwei Markerhaplotypen
identische QTL-Allele haben, beeinflusst die Position des QTLs riickfolgernd auch die
Kovarianz zwischen den Haplotypeneffekten. Aus diesem Grund kann die Hohe der
Kovarianz zwischen Haplotypeneffekten genutzt werden, um die Position des QTLs feiner zu
bestimmen (Meuwissen und Goddard, 2000; Meuwissen und Goddard, 2001; Meuwissen et
al., 2002).

Durch das hidufige Auftreten von gametischen Assoziationen zwischen nicht syntenischen

Loci kann es bei der LD-Kartierung zu falsch positiven Ergebnissen kommen. Durch eine
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kombinierte Kopplungsgleich- und -ungleichgewichtskartierung (LDL-Kartierung) koénnen
diese jedoch vermieden werden (Farnir et al., 2000), da in dieser die Kopplungsinformationen
der genotypisierten Generationen und das LD ,historischer Rekombinationen der nicht
genotypisierten Generationen kombiniert werden (Meuwissen et al., 2002; Lee und van der

Werf, 2005).

2.1.1.3  Marker-gestiitzte Selektion

Die Marker-gestiitzte Selektion (MAS) nutzt Informationen iiber Marker, fiir die innerhalb
von QTL-Studien eine signifikante Assoziation mit einem Leistungs- oder
Gesundheitsmerkmal gefunden werden konnte. Mit Hilfe dieser Marker konnen Individuen
identifiziert werden, die fiir die Zucht giinstige Kombinationen der QTLs aufweisen (Davis
und DeNise, 1998). Genetische Marker in QTL-Regionen machen es hierbei moglich,
markergestiitzte Zuchtwerte zu berechnen. Diese konnen fiir die Identifizierung von Tieren
herangezogen werden, welche eine erwiinschte oder unerwiinschte Disposition im Bezug auf
das genutzte Merkmal aufweisen (Kiihn et al., 2008).

Das MafB des Zuchtfortschritts durch Selektion ist von vier wesentlichen Faktoren abhiingig:
der genetischen Variation, der Selektionsgenauigkeit, der Selektionsintensitit und dem
Generationsintervall (Falconer, 1960; Georges, 2001). Durch DNA-Marker-gestiitzte
Selektionstechniken ist eine exakte Charakterisierung der genetischen Anlagen gegeben. Es
kann eine sichere Erkennung auch rezessiver Anlagetriger erfolgen, die Diagnose ist
unabhingig von der Merkmalsauspriagung, vom Alter und vom Geschlecht moglich und das
Selektionsintervall kann verringert werden (Schwerin et al., 2006; Weller, 2007). Die
markergestiitzte Vorhersage kann daher die nur auf phinotypischen Daten basierende
Selektion verbessern (Kalm, 2002). Es wird davon ausgegangen, dass im Vergleich zu
traditionellen Zuchtprogrammen durch die MAS der Zuchtfortschritt um 5 bis 20% erhoht
werden kann (Georges, 2001). Fiir die somatische Zellzahl (SCC) konnte gezeigt werden,
dass im Vergleich zur Standardselektionsstrategie, die ausschlieBlich konventionellen
Zuchtwerte verwendet, der Einbezug von Markerinformationen aus einem auf BTAI1S8
befindlichen QTL fiir SCC eine stirkere Diskriminierung zwischen und eine groflere
Homogenitit innerhalb der, nach ihrer vorhergesagten Empfinglichkeit eingeteilten, Gruppen
erzielt werden konnte (Kiihn et al., 2008).

Die MAS kann sowohl mit direkten als auch mit indirekten Markern durchgefiihrt werden.

Uberwiegend werden jedoch indirekte Marker eingesetzt (Davis und DeNise, 1998), die mit
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dem QTL nur gekoppelt sind und im Gegensatz zu direkten Markern keine funktionelle
Genvariante darstellen.

Nachteile der indirekten Gentests im Gegensatz zur Selektion mit kausalen Genvarianten
(direkte Marker) sind eine geringere Genauigkeit und die Tatsache, dass die assoziierten
QTL-Marker-Haplotypen und ihre Kopplung familien- bzw. populationsspezifisch sind
(Schwerin et al., 2006). In den fiir die Selektion bzw. Ziichtung genutzten Familien muss
daher theoretisch die Assoziation der Marker mit dem Merkmal verifiziert werden. Es kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass bei einem QTL, welcher feinkartiert wurde, die
Assoziation zwischen spezifischen Markerhaplotypen und QTL-Allelen in der Population
stabil ist und in diesen Fillen keiner erneuten Feststellung bedarf (Khatkar et al., 2004).
Dennoch bleiben direkte Marker die effektivsten Marker fiir den Einsatz in Zuchtprogrammen
(Williams, 2005) und ihre Feststellung bleibt auch trotz Einsatzes der genomischen Selektion

mit Hilfe von SNP-Chips das Ziel in Forschung und Ziichtung (Fries und Pausch, 2011)

2.1.2 Funktionelle Genomanalyse

Um die genauen Hintergriinde der Gen- bzw. Proteinfunktion zu verstehen reicht die Kenntnis
des Genoms alleine nicht aus. Die funktionelle Genomanalyse leistet zur Kliarung dieser
Hintergriinde einen wesentlichen Beitrag. Unter anderem werden Analysen der dynamischen
Prozesse wie Transkription, Translation und Protein-Protein-Interaktionen durchgefiihrt. Die
fiir die funktionelle Genomanalyse angewandten Methoden sind der Zusammenfassung von
Hiendleder et al. (2005) zu entnehmen.

Einen bedeutenden Hinweis auf die Funktion eines Gens konnen die Umstdnde geben, unter
denen ein Gen exprimiert wird. Vor allem die Untersuchung gewebe- bzw.
krankheitsspezifischer Genexpression kann Hinweise iiber die Beteiligung von Genen an
Krankheitsgeschehen geben. Mit Expressionsprofilen einer ausreichend groflen Zahl von
Geweben konnen statistisch signifikante Korrelationen zwischen gewebespezifischen
Informationen (wie Krankheitsstatus, Behandlungs- oder Umwelteffekte oder Genotypen) und
dem Expressionsniveau von ausgewihlten Genen oder Gruppen von Genen abgeleitet werden
(Boguski und Schuler, 1995).

Ergebnisse aus vergleichenden Transkriptom-Analysen konnen z.B. im Rahmen von
Resistenzstudien weitere Informationen liefern. Fiir ein solche Studie wurden resistente und
empfingliche Schaflinien der Rasse Perendale, welche basierend auf ihrer
Eiausscheidungsrate nach Nematodeninfektion seit 1986 selektiert wurden, genutzt.

Zwischen den in empfinglich und resistent eingeteilten Gruppen konnte eine unterschiedliche
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Genexpression sowohl vor als auch nach Infektion nachgewiesen und als Ergebnis
immunrelevante Gene ndher bestimmt werden (Keane et al., 2006; Keane et al., 2008).

Fiir die Expressionsanalyse von Genen innerhalb einer QTL-Region konnen zur
Untersuchung auch Tiere herangezogen werden, deren Markerinformation auf eine genetisch

bedingt unterschiedliche Abwehrfdhigkeit hinweist (Seyfert et al., 2008).

2.1.3 Identifizierung von Kandidatengenen

Das Auffinden kausaler Genvarianten ist das eigentliche Ziel der strukturellen Genomanalyse.
Um dieses Ziel zu erreichen werden Kandidatengene ausgewihlt, deren Varianten auf eine
mogliche Assoziation mit dem Merkmal untersucht werden. Kandidatengene im eigentlichen
Sinn sind Gene mit bekannter biologischer Funktion, die direkt oder indirekt den
Entwicklungsprozess des untersuchten Merkmals beeinflussen (Zhu und Zhao, 2007).

Auswahlkriterien fiir Kandidatengene konnen die Lage in einer das Merkmal beeinflussenden
Region (QTL) oder die Zugehorigkeit eines Gens zu einem merkmalbeeinflussenden
physiologischen System sein (Vink und Boomsma, 2002). Je nach Ansatz spricht man bei den
zur weiteren Analyse ausgewihlten Genen von positionellen bzw. funktionellen

Kandidatengenen.

Positionelle Kandidatengene (QTL-Studien)

Unter positionellen Kandidatengenen versteht man Gene, die in einem bereits identifizierten
QTL-Bereich liegen. Die Auswahl basiert auf der physikalischen Kopplungsinformation (Zhu
und Zhao, 2007). Uber die Funktionen des Genproduktes miissen bei diesem Ansatz keine

Erkenntnisse vorhanden sein.

Funktionelle Kandidatengene (Kandidatengenansatz)
Bei funktionellen Kandidatengenen handelt es sich um Gene, deren Funktion bekannt ist und

die im Zusammenhang mit dem untersuchten Merkmal stehen.

Um die in Kapitel 1.1.1 beschriebenen Nachteile der jeweiligen Ansédtze zu minimieren, wird
zur Klirung der den quantitativen Merkmalen zugrunde liegenden genetischen Faktoren
hiufig eine Kombination des funktionellen und positionellen Ansatzes verfolgt (Abbildung
1). Hierbei wird zur Ermittlung assoziierter Chromosomenregionen eine QTL-Kartierung mit
Mikrosatelliten durchgefiihrt, an welche sich dann die Analyse von Kandidatengenen in

diesem Bereich anschlieBt (Andersson, 2001). Die Kombination von Genexpressionsdaten
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iiber die in einem Konfidenzintervall befindlichen Gene kann hierbei die Liicke zwischen
Feinkartierung und QTN-Identifizierung schlieBen (Ron et al., 2007). Bei den ausgewihlten
Genen handelt es sich demnach sowohl um positionelle als auch funktionelle Kandidatengene.
AuBerdem steht die Moglichkeit einer vergleichenden Kartierung zur Verfiigung, bei der
identische Chromosomenregionen verschiedener Spezies unter anderem mit Hilfe der
Reihenfolge genetischer Marker verglichen werden (Andersson und Georges, 2004).
Informationen  (sowohl  positionelle als auch funktionelle) iiber Gene in
Chromosomenregionen, die mittels QTL-Kartierung in einer Spezies gefunden wurden,
stehen hierdurch von einer anderen Spezies zur Verfiigung. Dies ist vor allem dann sinnvoll,
wenn bei der untersuchten Spezies nicht alle in dem QTL-Bereich befindlichen Gene
identifiziert und charakterisiert wurden und in anderen Spezies mehr Informationen

vorhanden sind (O'Brien, 1991; Weikard et al., 2006).

Genetische Marker

- Kopplungsanalyse
(positionelles Kandidatengen)

Vergleichende Kartierung Genexpression und Funktion
(positionelles Kandidatengen) (Funktionelles Kandidatengen)

\ /

Kandidatengene
(positionell und
funktionell)

Abbildung 1: Vorgeschlagene Vorgehensweise bei der Auswahl von Kandidatengenen (modifiziert
nach Ron und Weller, 2007)

Fiir die Auswahl von Kandidatengenen in einem QTL legen Ron und Weller (2007) folgende
Kriterien zugrunde.

- Das Gen spielt eine bekannte physiologische Rolle bei der Auspriagung des untersuchten
Phénotyps,

- basierend auf Knock-Out-Tieren, Tieren mit bestimmten Mutationen oder transgenen Tieren
konnte bei anderen Spezies herausgefunden werden, dass das Gen das Merkmal beeinflusst,

- die Expression des Gens findet vor allem in mit dem Merkmal assoziierten Organen statt,

- das Gen wird in Entwicklungsstadien exprimiert, welche mit dem Merkmal in Verbindung

stehen.
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Die Mitglieder des Complex Trait Consortiums (Abiola et al., 2003) geben als zusitzliches
Kriterium das Vorhandensein von Polymorphismen in kodierenden bzw. regulatorischen

Regionen an.

2.1.3.1  Auswahl von Polymorphismen fiir Assoziationsstudien

Die Kriterien fiir die Auswahl von Polymophismen bestehen in vielen Studien alleine darin,
dass die Polymorphismen die einzigen sind, die in einem Kandidatengen gefunden wurden
bzw. sie leichter zu typisieren sind als andere Polymorphismen des Gens (Tabor et al., 2002).
Um die Chance zu erhohen, biologisch wichtige Assoziationen zu finden, ist es jedoch
essentiell, bei der Auswahl der zu untersuchenden Varianten gewisse Kriterien zu beachten.
Diese sollen im Weiteren nédher beschrieben werden.

Generell sind vor allem Polymorphismen in kodierenden Bereichen interessant, die zu einer
Veridnderung der AS-Sequenz (nicht-synonyme Polymorphismen) und dadurch moglichst zu
einer verianderten Proteinfunktion fithren (Risch, 2000; Ron und Weller, 2007). Aber auch
Polymorphismen in nicht-kodierenden Bereichen konnen eine gro3e biologische Rolle spielen
(Wang et al., 2007). Anders als in kodierenden Regionen ist es hier jedoch schwieriger eine
neutrale von einer funktionell relevanten Mutation zu unterscheiden (Tabor et al., 2002;
Boffelli et al., 2004). Zur Einschidtzung der Relevanz nicht-kodierender Mutationen kann der
Sequenzvergleich zwischen Spezies dienen. Bei dieser Vorgehensweise - welche auch unter
dem Namen Comparative Genomics bekannt ist - wird festgestellt, ob eine Sequenz in zwei
oder mehr Spezies iiber die normale Erwartung hinaus konserviert ist (Ellegren, 2008). Stark
konservierte Regionen stehen auf Grund ihrer funktionellen Rolle unter einer sogenannten
Purifiying Selection, der natiirlichen Selektion gegen Basenmutationen (Thomas et al., 2003).
Aus diesem Grund sind Mutationen in Bereichen, welche sich iiber verschiedene Spezies
hinweg als hochkonserviert darstellen, von besonderem Interesse. Die Wahrscheinlichkeit,
dass diese Bereiche und damit die Polymorphismen eine funktionelle Rolle spielen, ist dabei
umso groBer je stirker der Bereich auch bei weiter entfernten Spezies konserviert ist. Im
Zusammenhang hiermit steht die Identifikation moglicher Transkriptionsfaktorbindungstellen
(TFBs) wie Promotoren, Enhancer und Locus-Kontrollregionen, in denen die Mutation liegt.
SNPs in TFBs konnen durch eine verdnderte Bindung der Transkriptionsfaktoren zu einer
differenten Genexpression fithren und so die Empfinglichkeit fiir umweltinduzierte
Krankheiten verdndern (Wang et al., 2007). Auch Flint und Mott (2001) sehen in QTN, die in
solchen regulatorischen Genbereichen liegen, eine grofe Bedeutung. Polymorphismen in

kodierenden Bereichen, die nicht zu einem AS-Austausch fithren (synonym), wurden lange
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Zeit als unwichtig angesehen. Auch sie konnen jedoch die Genfunktion durch Verdnderung
der Stabilitit, des Splicings oder Lokalisation der mRNA verdndern (Cartegni et al., 2002).
Zur Anderung der mRNA-Stabilitit konnen letztendlich auch Polymorphismen fiihren,
welche weder in kodierenden Bereichen noch in TFBS, sondern in nicht-kodierenden
Regionen liegen. Hierbei kommen vor allem solche Polymorphismen in Frage, welche in
Intron-Exon-Grenzbereichen und nicht inmitten von Introns liegen (Risch, 2000).

In Tabelle 1 sind Kriterien fiir die Auswahl von Polymorphismen fiir Assoziationsstudien,
abhédngig von der Wahrscheinlichkeit, dass sie zu einer Verdnderung des Phénotyps fiihren,
angegeben. Nonsense-Mutationen werden in dieser Tabelle die hochste Bedeutung
beigemessen. Aber auch nicht konservierende Mutationen beeinflussen mit hoher Wahr-
scheinlichkeit die Proteinfunktion. Ein Beispiel fiir eine solche Mutation ist die von Grisart et
al. (2002) gefundene und mit dem Milchfettgehalt in Verbindung gebrachte nicht
konservierende K232A Substitution in DGATI. Diese Mutation wird als direkter Marker in
der kommerziellen Zucht eingesetzt (Dekkers, 2004). In den Rassen Jersey und Holstein-
Friesian wurde jiingst ein QTN fiir die KorpergroB3e identifiziert (Karim et al., 2011).

Fiir die Auswahl von SNPs zur Erklirung der genetischen Varianz von quantitativen
Merkmalen spielt auch die Allelfrequenz eine wichtige Rolle (Risch, 2000). Statistisch
gesehen kann fiir SNPs mit einer sehr geringen Frequenz nur dann eine Assoziation gefunden
werden, wenn sie einen sehr grolen Effekt auf das Merkmal ausiiben. Da bei quantitativen
Merkmalen jedoch vermutet wird, dass viele Mutationen mit geringem Effekt das Merkmal
priagen (Abiola et al., 2003), ist ein Polymorphismus mit einer Frequenz von mindestens 5%
fir Kandidatengenstudien hochstwahrscheinlich niitzlicher als eine Mutation mit einer
niedrigeren Frequenz (Risch, 2000). Fiir die Detektion einer Assoziation mit Hilfe eines
bestimmten Tiermaterials ist es nach Tabor et al. (2002) bei Polymorphismen, denen auf
Grund ihrer Position und des Effekts beziiglich des Gens eine hohe Prioritit gegeben wurde,
sinnvoll, vor Beginn der Arbeiten die Allelfrequenz in dem untersuchten Tiermaterial zu

bestimmen.
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Tabelle 1: Auswahlkriterien fiir SNPs fiir Assoziationsanalysen (Tabor et al. 2002)

. Frequenz ~ Wahrscheinlichkeit
L Funktioneller . .
Typ Lokalisation im der Beeinflussung
Effekt N
Genom des Phénotyps
Nonsense Kodierende Seq. Vorzeitiges Ende der S.e hr . Sehr hoch
AS-Sequenz niedrig
Missense/ Verinderte Protein- Moderat bis sehr
nicht synonym Kodierende Seq. funktion durch AS- Niedrig hoch, abhéngig von
(keine Konservierung) Austausch Position
M1ssense/ . Proteinfunktion bleibt Lo Gering bl?. sehr
nicht synonym Kodierende Seq. 2 Niedrig hoch, abhédngig von
. Unverindert .
(Konservierung) Position
Insertion/ ﬁﬁ?:;;_iiiﬁgifé;er Sehr hoch,
Deletion Kodierende Seq. pRe ion Niedrig abhingig von
(Rasterverschiebung) & Position
(neg. Konsequenz)
Insertion/ ..
Deletion Kodierende oder Anderung der Niedri Gering bis sehr
(ohne Rasterver- nicht- kodierende Seq. AS-Sequenz & Hoch
schiebung)
Sense/ Keine Verdnderung in
Kodierende Seq. AS-Sequenz, aber ggf. Mittel Gering bis hoch
synonym C -
modifiziertes Splicing
Promotor/ N Keine Verdnderung in Niedrig
regulatorische g’\rlc}l}l(l){tor, > UTR, AS-Sequenz, kann aber bis Gering bis hoch
Region Genexpression verdndern  mittel
Splicing-Seite/ Tn den ersten 10 bp Kann Spliceverhalten
Intron-Exon- des Exons oder Spliceeffizienz Niedrig Gering bis hoch
Grenze der Introns veridndern
Keine bekannte Funktion,
e kann aber Expression . .
Intron Tief im Intron oder mRNA-Stabilitit Mittel Sehr gering
beeinflussen
Keine bekannte Funktion,
Intereen Nicht-kodierende kann aber Expression Hoch Sehr eerin
£ Region zw. Gene durch Enhancer oder gerng
andere Fkt.beinflussen
2.2 Mastitis Rind

Als Mastitis wird die entziindliche Reaktion des Eutergewebes auf mikrobielle, thermische,

chemische oder physikalische Verletzungen bezeichnet, die durch die Migration von

Leukozyten in das Gewebe entsteht (Hospido und Sonesson, 2005; National Mastitis Council,

1996). Beim Rind wird die Mastitis zum grof3iten Teil durch infektiose Erreger, die auf Grund

ihrer Vermehrung oder ihrer Toxine zur Schiadigung des Gewebes fiihren, hervorgerufen

(Jones und Bailey, 1998). Fiir die Entstehung von klinischen Mastitiden sind vor allem

coliforme Keime,

Streptokokken,

Staphylokokken und Arcanobacterium pyogenes
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verantwortlich, wohingegen subklinische Mastitiden durch Staphylokokken und
Streptokokken verursacht werden (Wiesner und Ribbeck, 2000).

Als Indikator fiir Mastitis wird hiufig die Anzahl der somatischen Zellen (SCC) in der Milch
genutzt. Zur Berechnung des somatischen Zellscores (SCS) werden die Daten der SCC
logarithmiert. Die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft (DVG) definierte in
Anlehnung an die Vorgaben der International Dairy Federation verschiedene Kategorien der
Eutergesundheit basierend auf der SCC und dem bakteriologischen Befund in der Milch
(2002). Diese Kategorien werden wie folgt charakterisiert (siehe auch Tabelle 2):

Normale Sekretion: Hierbei liegen keine duerlichen pathologischen Veridnderungen vor. Es
sind keine euterpathogenen Erreger nachzuweisen und der Zellgehalt liegt im Normalbereich.
Latente Infektion: Bei der latenten Infektion eines Viertels sind Keime im Gemelk
nachweisbar, der Zellgehalt ist jedoch nicht erhoht. Es kann auf Grund der Probennahme
allerdings nicht unterschieden werden, ob die Erreger wegen einer Besiedlung des
Zitzenkanals oder in Folge einer Infektion des Eutergewebes nachzuweisen sind.
Unspezifische Mastitis: Die unspezifische Mastitis ist durch eine erhohte Zellzahl (> 100.000
Zellen/ml) und subklinische oder klinische Entziindungssymptome des Euters
gekennzeichnet. Euterpathogene Erreger konnen in der Milch der betroffenen Viertel jedoch
nicht festgestellt werden.

Mastitis: Sowohl eine erhohte Zellzahl als auch euterpathogene Erreger konnen im

Viertelanfangsgemelk nachgewiesen werden.

Tabelle 2: Beurteilung zytologisch-mikrobieller Befunde (DVG, 1994)

ZELLZAHL BAKTERIOLOGISCHER BEFUND

/ml MILCH Nein Ja

< 100.000 Normale Sekretion Latente Infektion
> 100.000 Unspezifische Mastitis Mastitis

Diese Definition gilt fiir die Untersuchung von Viertelanfangsgemelkproben die zur iiblichen Melkzeit von

Kiihen in normaler Laktation entnommen werden.
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Zudem konnen Mastitiden auf Grund ihrer unterschiedlichen Verlaufsformen und ihrer
verschiedenartigen klinischen Symptome unterschieden werden. Hierbei erfolgt eine
Einteilung in subklinische, klinische und chronische Mastitis.

Leukozyten zdhlen zu den somatischen Zellen der Milch, welche auch bei gesunden Eutern in
der Milch zu finden sind und aus Makrophagen, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten
(PMN) sowie Epithelzellen bestehen. Selten sind auch eosinophile und basophile

Granulozyten zu finden.

Da die somatischen Zellen mit dem immunologischen Status des Euters in Verbindung
stehen, fiihrt ein entziindlicher Stimulus zur Erh6hung der SCC (Leitner et al., 2000).

Aus diesem Grund dient die somatische Zellzahl als ein Maf3stab fiir die Eutergesundheit des
Einzeltiers und der ganzen Herde (Dosogne et al., 2003; Sarikaya et al., 2006) und wird
routineméfBig im Rahmen der Milchleistungspriifung erfasst.

Ab einem Schwellenwert von 100.000 Zellen/ml Milch (DVG, 2002), kann davon
ausgegangen werden, dass die normale zellulire Abwehr in eine entziindliche Reaktion

iiberzugehen beginnt.

Physiologische Faktoren, die zu einer erhthten SCC fiihren konnen, sind Stress und die ersten
5 bis 14 Tage nach der Kalbung (Bodoh et al., 1976; Kay et al., 1977). Jedoch sehen Sobiraj
et al. (1988) gerade im Ausmal} der Strelexposition und der individuellen StreBanfilligkeit
sub partum eine Erkldrung fiir das Auftreten und den Schweregrad von Colimastitiden bei
Kalbinnen. Laevens et al. (1997) bewiesen, dass sowohl der Anstieg der SCC bei steigender
Laktationsnummer als auch spiterem Laktationsstadium nicht wie bislang angenommen
(Bodoh et al., 1976; Sheldrake et al., 1983; Harmon, 1994) physiologisch ist, sondern durch

eine erhohte Priavalenz fiir intramammire Infektionen zu begriinden ist.

2.3 Funktion der somatischen Zellen

Somatische Zellen in der Milch zédhlen, mit Ausnahme der Epithelzellen, zum zelluldren Teil
des Abwehrsystems der Milchdriise und iibernehmen eine schiitzende Rolle gegen Infektionen
derselben (Kehrli und Shuster, 1994; Paape et al., 2000). Beeinflusst wird die Abwehr der
Milchdriise durch einen Wechsel der Konzentration und der Funktion der somatischen Zellen
(Paape et al., 2002; Burvenich et al., 2003; Mehrzad et al., 2004; Mehrzad et al., 2005)

Makrophagen stellen den dominanten Zelltyp in der Milch gesunder Euter dar (Paape et al.,
2002; Sarikaya et al., 2006). Wihrend einer bakteriellen Infektion unterstiitzen Makrophagen

15



LITERATUR

sowohl die unspezifische als auch die spezifische Immunantwort. Bei der spezifischen
Immunantwort spielen Makrophagen eine Rolle in der Antigenprisentation (Politis et al.,
1992). Im Rahmen der unspezifischen Immunantwort zerstoren und phagozytieren
Makrophagen Bakterien. Ihre weitaus groflere Aufgabe in der Milch ist jedoch die
Unterstiitzung der Migration sowie der bakteriziden Wirkung neutrophiler Granulozyten
(Paape et al., 2002; Sordillo und Streicher, 2002). Nach erstem Kontakt mit einem Pathogen
sezernieren sie Zytokine (TNF-a und IL-18) (Hoeben et al., 2000; Wittmann et al., 2002), was
zur Migration der neutrophilen Granulozyten aus dem Blut in die Milchdriise fiihrt (Paape et
al., 2000).

Beteiligt an der Migration der neutrophilen Granulozyten sind aullerdem die von
eindringenden Mikroorganismen produzierten chemische Stoffe (Saad und Ostensson, 1990;
Zecconi et al., 1994). Aus diesem Grund bilden neutrophile Granulozyten in der frithen Phase
des Infektionsgeschehens die grofte Einheit an immunkompetenten Zellen. Thre Migration
stellt die erste immunologische Abwehrlinie gegen Bakterien dar (Paape et al., 2003a) und ist
fir die Effizenz der angeborenen Immunantwort entscheidend (Burvenich et al., 2003;
Mehrzad et al., 2004; Mehrzad et al., 2005). Um die Etablierung einer Mastitis zu verhindern
ist hierbei eine schnelle Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten in die Milchdriise
(Burvenich et al., 2003; Mehrzad et al., 2004; Mehrzad et al., 2005) und deren erhohte
Phagozytose zu Beginn der Infektion ausschlaggebend (Paape et al., 2003a).

Auf Grund ihrer Aufgabe, der Phagozytose und dem intrazelluliren Abtdten von Bakterien
sowie der Sekretion von antibakteriellen Faktoren, sind sie jedoch auch fiir die Schwellung
des Gewebes, die Verschorfung der sekretorischen Zellen und verringerte sekretorische
Aktivitdt verantwortlich (Paape et al., 2000).

Lymphozyten sind ein wichtiger Teil der erworbenen Immunantwort. Sie sind in der Lage,
Antigene durch spezifische Membranrezeptoren zu erkennen (Sordillo und Streicher, 2002).
Die Lymphozyten werden in T- und B-Lymphozyten unterteilt, welche sich in ihrer Funktion
unterscheiden (Paape et al., 2000).

B-Lymphozyten konnen aufgenommene Antigene mit Hilfe von MHC-II-Molekiilen den T-
Helferzellen prisentieren, die danach zur Zytokinausschiittung angeregt werden. Durch diese
Zytokine wandeln sich die B-Lymphozyten entweder zu Plasmazellen, die Antikorper
produzieren, oder zu Gedichtniszellen um. Natiirliche Killerzellen (NK) erkennen mit Hilfe
von Fc-Rezeptoren — unabhingig vom MHC — Zellen oder Bakterien, die mit Antikérpern

opsonisiert sind, und toten diese ab (Sordillo und Streicher, 2002).
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Aus der Gruppe der T-Zellen enthélt bovine Milch CD4+- (T-Helferzellen) und CD8+-Zellen
(Asai et al., 1998). Die Gruppe der CD8+-Zellen kann wiederum in zytotoxische T-Zellen
bzw. T-Supressorzellen unterteilt werden. Sie stellen die priddominanten Zellen in der
gesunden Milchdriise dar (Taylor et al., 1994; Harp et al., 2004).

Im Verlauf einer Mastitis dienen CD4+-T-Zellen durch die Sekretion von Zytokinen der
Aktivierung von Lymphozyten und Makrophagen.

CD8+-T-Zellen haben hingegen eine zytotoxische oder unterdriickende Funktion. Sie
eliminieren entweder Wirtszellen, die fremden Antigene exprimieren, oder verhindern die
Aktivierung anderer immunkompetenter Zellen und kontrollieren dadurch die Immunantwort.
Targoswski (1983) vermutete, dass CD8+-Zellen im Laufe einer Entziindung als so genannte
Miillménner fungieren, indem sie alte oder kaputte sekretorische Zellen eliminieren, welche
ansonsten zu einer erhohten Empfinglichkeit von Euterentziindungen fithren konnten (Taylor
et al., 1994).

Die Beteiligung von CD4+-Helferzellen ist fiir eine effektive Immunantwort essentiell
(Shafer-Weaver et al., 1999). Die Feststellung einer erhohten CD4+/CD8+-Rate innerhalb der
ersten Tage einer durch Staph. aureus induzierten Mastitis 146t die Vermutung zu, dass
CD4+-Zellen eine protektive Rolle in der frithen Phase der Staph. aureus induzierten Mastitis
spielt (Rivas et al., 2000). Auch Mehrzad et al. (2008) verzeichneten eine 2-fach hohere
CD4+/CD8+-Rate 72 Stunden nach Infektion mit E. coli. Allerdings zeigte sich auch, dass bis
zu diesem Zeitpunkt eine Erhohung der CD8+-Zellen in der Milch zu einer Abnahme der Rate
fithrte. Gleiches beobachteten Riollet et al. (2000) 12 h bzw. 96 Stunden nach Immunisierung
von Kiihen mit Staph. aureus o-Toxin. Durch Betrachtung dieser Tatsachen wird die grof3e
Bedeutung der CD8+-Zellen innerhalb der ersten Stunden bei der Entstehung von Mastitiden
deutlich (Mehrzad et al., 2008).

24 Genetische Parameter der Mastitis und der somatischen

Zellzahl

24.1 Heritabilitiat Mastitis / somatische Zellzahl

Die Tatsache, dass die Mastitis einen genetischen Hintergrund hat, ist schon lange bekannt.
Erste Veroffentlichungen hierzu finden sich Ende der 1930er Jahre (Ward, 1938). Im Laufe
der Jahre wurden verschiedene Studien zur Schitzung der Heritabilitit und genetischer

Korrelationen zwischen verschiedenen Merkmalen bei Milchkiihen durchgefiihrt.
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In den meisten Studien wird eine klinische Mastitis durch Prisenz bzw. Absenz einer Mastitis
wihrend der Laktationen charakterisiert (Rupp und Boichard, 1999). Es handelt sich um ein
so genanntes ,,Alles oder Nichts-Merkmal* (Heringstad et al., 2000).

In einem Review von Heringstadt et al. (2000) wurden die an skandinavischen Milchkiihen
geschitzten Heritabilititen fiir klinische Mastitis zwischen 0,001 und 0,06 angegeben, wobei
sich die meisten Werte in einem Intervall zwischen 0,02 und 0,03 befanden. Diese
Schitzungen konnte in einer grof3 angelegten Studie von Carlén et al. (2004) an 200.000
Schwedisch Holstein Kiithen (0,01-0,03) sowie von Bloemhof et al. (2009) bei
Niederldndischen Holstein Friesian (0,03) bestitigt werden. In einer Untersuchung, welche
auf den Daten von drei groen deutschen Milchviehbetrieben mit insgesamt 3.200 Kiihen
basierte, lagen die geschitzten Heritabilitdten fiir Eutererkrankungen bei Kiihen der Rasse Dt.
Holstein hingegen zwischen 0,06 und 0,08 (Harder et al., 2006). Abweichungen in den
Ergebnissen konnen nach Heringstad et al. (2000) bei Alles-oder-Nichts-Merkmalen durch
verschiedene Faktoren entstehen. Wirkliche Unterschiede zwischen Populationen und
Lindern, aber auch unterschiedliche Definitionen des Merkmals konnen zu unterschiedlichen
Schitzungen fithren. Aus diesem Grund sollten Heritabilititen immer in den Lindern
geschitzt werden, in welchen sie auch eingesetzt werden (Heringstad et al., 2000).

Da aufler in skandinavischen Lédndern Daten fiir klinische Mastitis nicht routinemiBig
erhoben werden, ist es schwierig, verldssliche Daten fiir die Berechnung der genetischen
Grundlage der Mastitis in anderen Landern zu erhalten. Aus diesem Grund muss von einer
gewissen Ungenauigkeit der ohnehin geringen Ergebnisse in nicht skandinavischen Lindern
ausgegangen werden (Rupp und Boichard, 1999).

Angaben iiber den Einfluss der Laktationen auf die genetische Varianz der Mastitis sind nicht
konstant. So konnten P6s6 und Mintysaari (1996) hohere Heritabilititen fiir die zweite und
dritte im Vergleich zur ersten Laktation finden, wohingegen Carlén et al. (2004) eine
Abnahme der Heritabilitdt mit zunehmender Laktationsnummer beschrieben. Andere Studien
konnten wiederum keine Unterschiede der Heritabilitit in unterschiedlichen Laktationen
feststellen (Nielsen et al., 1997; Bloemhof et al., 2009).

Eher selten sind Schitzungen der Heritabilitdt fiir das Merkmal subklinische Mastitis. In einer
von de Haas et al. (2007) durchgefiihrten Studie an 30145 Kiihen aus 272 Betrieben wurde sie
jedoch bei niederlidndischen Holstein Friesian auf 0,03 geschitzt.

Die Schitzungen der Heritabilitit fiir die SCC liegen im Durchschnitt iiber denen der

klinischen Mastitis, wobei auch bei diesem Merkmal je nach verwendetem Tiermaterial sowie
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den genutzten statistischen Modellen und Methoden, die fiir die Kombination der Testtags-
Messungen eingesetzt wurden, unterschiedliche Werte ermittelt werden konnten.

Colleau und le Bihan-Duval (1995) gaben, basierend auf 39 Literaturangaben, eine geschitzte
Heritabilitét fiir den SCS von 0,09 an. Auch in neueren Studien wurden vergleichbare Werte
geschitzt (Tabelle 3). Bei der Verwendung des LSCS wurde in 3 unabhingigen Studien und
an unterschiedlichen Populationen von Milchkiihen eine Heritabiltidt von 0,11 geschitzt
(Castillo-Juareza et al., 2002; Odegard et al., 2004; Evans und Berry, 2006). Auffillig bei der
Arbeit von Castillo-Juareza et al. (2002) ist allerdings, dass die geschétzte Korrelation fiir den
LSCS nur innerhalb einer Gruppe galt, welche aus einer Umwelt stammten, die einen
niedrigen Ertrag brachte, die geschitzte Korrelation innerhalb der Gruppe aus einer einen
hoheren Ertrag fordernden Umwelt jedoch nur bei 0,09 lag. Die Autoren schlussfolgerten,
dass Unterschiede im Management zwischen den beiden Gruppen die genetische Expression
des Merkmals und dessen genetische Assoziation beeinflussen.

Die im Vergleich zur Heritabilitit des LSCS geringer geschitzte Heritabilitdt des ,,Erster-
Tag*“ SCS ist nach Heringstad (2006) dadurch begriindet, dass es sich bei dem LSCS um
einen Laktationsdurchschnitt des SCS handelt. Desweiteren konnte Heringstad (2006) zeigen,
dass das Merkmal SCS bei Kithen mit klinischer Mastitis eine wesentlich geringere

Heritabilitit aufweist, als bei Tieren ohne Mastitis.

Tabelle 3: Geschitzte Heritabilitéiten fiir die somatische Zellzahl bei Milchkiihen

Zellzahlindex h? Material Autor/Jahr

LSCS 0,11 IFR, 1. Laktation Evans und Berry (2006)

LSCS 0,11 NFR, 1.Laktation Adegard et al. (2004)

LSCS 0,11 HF*, 1.Laktation Castillo-Juarez et al. (2002)
0,09 HF **, 1.Laktation

SCSast 0,03 NFR, 1.Laktation Heringstad et al. (2006)

SCSes 0,08

1. SCS 0,07

SCS,..t = SCS kranker Kiihe SCSqes = SCS gesunder Kiihe

* Umwelt fordert niedrigen Ertrag, ** Umwelt fordert hohen Ertrag
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Bei der Heritabilitét fiir SCC einzelner Laktationen kann kein einheitlicher Trend verzeichnet
werden. Carlén et al. (2004) registrierten eine Abnahme mit zunehmender Laktationsnummer
von 0,14 auf 0,10. Haile-Mariam et al. (2001) gaben hingegen einen Anstieg der Heritabilitit
von 0,07 auf 0,11 von der ersten zur dritten Paritét an.

Zudem beschrieben Letztere, dass Unterschiede zwischen den Heritabilititen der SCC im
Laktationsdurchschnitt und einzelnen Werten der SCC bestehen.

Ein ganz neuer Ansatz zur Schitzung der Heritabilitdt fiir SCC basiert auf dem Einbezug
verschiedener Merkmalsgruppen. De Haas et al. (2008) bildeten drei verschiedene Gruppen,
die den Laktationsdurchschnitt fiir die SCC, die SCC des Testtags als bindres Merkmal mit

1 2 >150.000 Zellen/ml Milch und 0 2 < 150.000 Zellen/ml Milch und das Muster der SCC-
Peaks umfassten. Bei den SCC-Peaks konnten wiederum zwei Kategorien unterschieden
werden: 1) Ein schneller Anstieg, gefolgt von einem direkten Abfall und 2) ein langsamerer
Anstieg, welcher innerhalb von zwei weiteren Priiftagen nicht abfiel.

Innerhalb dieser Gruppen konnten Heritabilititen zwischen 0,01 und 0,13 geschitzt werden,
wobei die geringste Heritabilitét fiir die Kurvenverldufe der SCC-Peaks und die hochste fiir
den Laktationsdurchschnitt der SCC angegeben wurden.

Die Ergebnisse der besprochenen Studien zeigen, dass der Laktationsdurschschnitt des SCS

im Vergleich zu anderen Merkmalserfassungen der SCC die hochste Heritabilitédt aufweist.

2.4.2 Genetische Korrelationen zwischen Mastitis und somatischer
Zellzahl sowie dieser mit anderen Merkmalen

In unterschiedlichen Studien (Tabelle 4 und Tabelle 5) wurden genetische Korrelationen
sowohl zwischen klinischer Mastitis und SCC als auch fiir beide Merkmale mit anderen
Nutzungsmerkmalen, Produktionsmerkmalen und Exterieurmerkmalen geschitzt.

Die genetische Korrelation zwischen klinischer Mastitis und SCC ist positiver Natur und liegt
durchschnittlich bei 0,62 (Shook und Schutz, 1994). Dies konnten, wie aus Tabelle 4 zu
entnehmen ist, auch weitere Studien belegen.

Geschitzte Korrelationen fiir den SCS mit klinischer Mastitis bei finnischen Ayrshire lagen in
der ersten Laktation bei 0,37 und mit steigender Tendenz bis zur dritten Laktation bei 0,68
(P6s6 und Mintysaari, 1996). Der SCS wurde aus dem zweimonatlich gemessenen SCC als
geometrisches Mittel berechnet. Ein dhnlicher Trend zeigte sich auch in der Studie von Carlén
et al. (2004) bei Nutzung des Laktationsdurchschnitts fiir SCS. Weller et al. (1992) fanden

eine niedrigere Korrelation von 0,30, schrieben dies jedoch der ungenauen Felddatenerhebung
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zu. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die durchschnittliche SCC in der ersten Hilfte der
Laktation eine hohere genetische Korrelation mit klinischer Mastitis hat als die

durchschnittliche Zellzahl in der zweiten Halfte der Laktation (Bloemhof et al., 2009).

Tabelle 4: Genetische Korrelationen (r,) zwischen somatischer Zellzahl (SCC) bzw. somatischem

Zellcount (SCS) und klinischer Mastitis

Zellzahlindex I, Material Autor/Jahr
SCC 0,30 k.D. Weller et al. (1992)
SCC 0,37 FA, 1. Laktation P6s6 und Mantysaari
(1996)
0,61 FA, 2. Laktation
0,68 FA, 3. Laktation
LSCS 0,68 (0,05 HF, 1. Laktation Carlén et al. (2004)

0,66 (0,09) HF, 2. Laktation

0,77 (0,15) HF, 3. Laktation

LSCS 0,53 (0.03) NREF, 1. Laktation Adegard et al. (2004)
LSCS 0,72 HF, 1. Laktation Rupp und Boichard (1999)
SCS 0,78 NREF, friith in 1. Laktation Heringstad et al. (2006)
SCS 0,65(0.11) 5-150 d 1. Laktation, NH Bloembhof et al. (2009)

0,500.15) 151-335 d 1. Laktation, NH Bloembhof et al. (2009)

In Klammern ist der Standardfehler angegeben

k.D. = keine Definition

Die genetische Korrelation der Milchmenge mit klinischer Mastitis und der SCC ist positiv
und daher aus 6konomischer Sicht ungiinstig. Allgemein liegen die geschitzten Korrelationen

zwischen Milchmenge und klinischer Mastitis hoher als die mit der SCC (Tabelle 5).

Milchleistungsmerkmale wie Proteinmenge und Fettgehalt sind im Durchschnitt positiv mit
beiden Merkmalen der Eutergesundheit korreliert. In seinem Review gab Schutz (1994) einen
durchschnittlichen Wert von 0,2 fiir die genetische Korrelation der SCC mit dem Fettgehalt

und von 0,17 mit dem Proteingehalt an. Dieser Trend konnte von Castillo-Juarez et al. (2002)
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sowohl fiir Tiere aus Herden mit einem hohen als auch mit einem niedrigen Umweltniveau
bestétigt werden.

Tabelle 5: Genetische Korrelation von Milchleistung (ML) mit klinischer Mastitis (kM) und
somatischer Zellzahl (SCC)

r, kM r, SCC Material Autor/Jahr

0,47 k.D. Simianer et al. (1991)

0,45 0,15 HF, 1. Laktation Rupp und Boichard (1999)

0,32 (0.06) 0,22 (0,04) HF, 1. Laktation Carlén et al. (2004)

0,45 ©.11 0,13 (0,06) HF, 2. Laktation

0,26 (0.20) 0,13 0,11 HF, 3. Laktation
0,22 (0,03 HF, 1. Laktation Castillo-Juarez et al. (2002)
0,34 0,03 HF, 1. — 3. Laktation S¢ndergard et al. (2002)

In Klammern ist der Standardfehler angegeben

k.D. = keine Definition

Bei der phinotypischen Korrelation der beiden Merkmale mit Milchleistungsmerkmalen
handelt es sich hingegen um eine negative Korrelation. Die Inzidenz einer klinischen bzw.
subklinischen Mastitis reduziert folglich die Milchmenge und den Proteingehalt, die erhohte
Anfilligkeit fiir Mastitis ist jedoch nicht mit einer geringeren genetischen Leistungsfahigkeit

assoziiert (Schutz, 1994).

Die genetischen Beziehungen von Exterieurmerkmalen mit der SCC sind negativer Natur
(Rogers et al., 1991; Rupp und Boichard, 1999). Rogers et al. (1991) fanden genetische
Korrelationen des LSCS (Laktationsdurchschnitt der SCC) mit der Eutertiefe, der vorderen
Euteraufhingung und der vorderen Zitzenplatzierung von —0,35, -0,32 und -0,22. Auch die
Ergebnisse von Rupp und Boichard (1999) zeigten dies, sie lagen fiir die Eutertiefe, die
Vordereuterauthdngung und die Euterausgeglichenheit bei -0,29 bis -0,49. Eine geringere
Korrelation wurde jedoch fiir die Zitzenldnge gefunden. Die Auswertung der Ergebnisse von
Seykora und McDaniel (1986) ergab, dass Kiihe mit einer geringen Eutertiefe, einem starken
Zentralband, einem geringen Zitzenzwischenabstand und einem geringen Zitzendurchmesser

eine niedrigere somatische Zellzahl hatten.
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Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die Anatomie des Euters einen deutlichen Einfluss
auf die SCC hat.

Nur wenige Studien haben sich bisher mit der Korrelation zwischen Eutermerkmalen und
klinischer Mastitis befasst. Daten hieriiber sind bei Rupp und Boichard (1999)
zusammengefasst.

Des Weiteren wurden genetische Korrelationen zwischen der SCC und der
Melkgeschwindigkeit geschitzt. Boettcher et al. (1998) gaben eine Korrelationen von 0,14 bis
0,16 in unterschiedlichen Laktationen an. Einfluss auf die Geschwindigkeit der Milchabgabe
nehmen unter anderem die Strichkanallinge und die Zitzenwanddicke (Gulyas und Ivéancsics,
2001). Aber auch ein verringerter Sphinctertonus kann eine erhohte Melkgeschwindigkeit und
damit eine geringere Restistenz des Euters gegeniiber Infektion mit Pathogenen als Resultat
haben (Boettcher et al., 1998). Dennoch konnten Rupp und Boichard (1999) zwar bestétigen,
dass die SCC ungiinstig mit der durch den Besitzer eingeschitzten Leichtigkeit des
Milchentzugs (ML) korreliert war (genetische Korrelation 0,44), sie konnten jedoch keine

genetische Beziehung dieser zu klinischer Mastitis finden (genetische Korrelation 0,06).

2.5 Somatische Zellzahl als indirektes Merkmal fiir die
Eutergesundheit

Die klinische Mastitis hat nur eine geringe Heritabilitét. Philipsson et al. (1995) sehen hierin
die Erkldrung dafiir, dass die Effizienz der indirekten Selektion mittels SCC auf eine bessere
Eutergesundheit bei Bullen mit einer geringen Tochterzahl hoher ist als die direkte Selektion
mit dem Merkmal klinische Mastitis. Ferner wird der direkte Nachweis einer Mastitis mittels
bakterieller Kultur von einigen Autoren mit einem verhdltnismdBig hohen Arbeits- und
Kostenaufwand in Verbindung gebracht (Rupp und Boichard, 2003).

Die SCC erfiillt sowohl die Anforderung einer hohen genetischen Korrelation mit Mastitis als
auch die einer einfachen und — im Vergleich zum Erregernachweis — kostengiinstigen
Datenerhebung, sofern sie routineméfig z.B. bei der Milchleistunspriifung durchgefiihrt wird.
Zusitzlich hat sie eine hohere Heritabilitdt als Mastitis und im Rahmen ihrer Erfassung
werden auch subklinische Mastitisfille detektiert. Alle diese Voraussetzungen fithren nach
Schutz (1994) offensichtlich dazu, dass eine Selektion auf eine niedrige SCC zu einer
Reduzierung klinischer und subklinischer Mastitiden fiihrt. Aus diesem Grund wird die SCC
von mehreren Wissenschaftlern fiir ein sinnvolles Merkmal bei der indirekten Selektion auf

Mastitisresistenz gehalten (Mrode und Swanson, 1996; Heringstad et al., 2000; Bloemhof et
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al., 2009). Beachten muss man jedoch, dass trotz der relativ hohen genetischen Korrelation
der beiden Merkmale Mastitis und SCC nicht als die Expression des gleichen Merkmals
angesehen werden konnen (Rupp und Boichard, 1999).

Einige Arbeiten deuten an, dass Tiere mit einer sehr geringen initialen SCC empfinglicher fiir
Infektionen sein konnten als solche mit hoher SCC (Kehrli und Shuster, 1994;
Suriyasathaporn et al., 2000; Beaudeau et al., 2002). Dies konnten Koivula et al. (2005)
jedoch nicht bestitigen. Auch die Uberpriifung der Frage, ob Kiihe mit einer initial geringeren
SCC eine erhohte Mastitisanfélligkeit besitzen als solche mit einer hohen SCC, ergab keinen
Hinweis darauf, dass eine anfanglich geringe Zellzahl ein hoheres Risiko fiir eine spitere
Euterentziindung beinhaltet (Vecht et al., 1985; Coffey et al., 1986).

Die Vermutung einer linearen genetischen Beziehung zwischen den Relativzuchtwerten fiir
SCC und denen fiir klinische Mastitis wurde durch Philipsson et al. (1995) und Rogers et al.
(1995) bestitigt (Abbildung 2: Philipsson et al., 1995). Hieraus folgerten die Autoren, dass
auf Grund der GroBe und Linearitit der genetischen Beziehung eine Selektion auf eine
niedrigere SCC erstrebenswert ist und eher die Inzidenz von Infektionen reduziert, als die
Abwehr schwicht (Philipsson et al., 1995; Rogers et al., 1995a). Eine Analyse norwegischer
Daten, bei der gezeigt wurde, dass seit 1994 sowohl die Anzahl somatischer Zellen im Tank
als auch die Inzidenz fiir klinische Mastitis abgenommen haben (Plym Forshell und Osteras,
2001), spricht fiir diese Annahme.

Durch den Aufbau der derzeitigen Zuchtwertschitzung (VIT, 2011) wiirde die Nutzung des
Merkmals jedoch auch dann kein Problem darstellen, wenn eine extrem geringe SCC mit
einer verminderten Resistenz einhergehen wiirde, da nur solche Bullen diskriminiert werden,
die eine sehr hohe somatische Zellzahl vererben (Philipsson und Lindhé, 2003). Dies wird
durch das Untersuchungsergebnis bestitigt, dass Bullen mit den niedrigsten Predicted
Transmitting Abilities fir SCC, Tochter mit der geringsten Inzidenz fiir Mastitis in allen

Pathogengruppen haben (Rogers et al., 1995b).
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Abbildung 2: Lineare Beziehung der Relativzuchtwerte fiir somatische Zellzahl (RZS) und der
Relativzuchtwerte fiir klinische Mastitis (RkM) bei Schwedisch Rotbunt (SRB) und Schwedisch
Friesian Bullen (SLB) (modifiziert nach Philipsson et al., 1995)

2.6 Zucht auf Eutergesundheit

2.6.1.1  Merkmalserfassung und Zuchtfortschritt

Generell kann davon ausgegangen werden, dass durch die Kombination der Daten
internationaler Evaluierungen von Zuchtwerten eine hohere Selektionsdifferenz in den
einzelnen Liandern erzielt werden kann (Mark et al., 2002).

Da die genetische Korrelation zwischen Mastitis und SCC unter 1 liegt und beide demnach
nicht als ein und dasselbe Merkmal aufgefasst werden konnen, stellt sich jedoch die Frage
nach der bestmoglichen Merkmalserfassung zur Nutzung in der Zuchtwertschitzung.

Viele Autoren gehen davon aus, dass die gleichzeitige Verwendung von Mastitisdaten und
Daten iiber die SCC die Effizienz der Selektion fiir Eutergesundheit erhohen wiirde (Lund et
al., 1994; Colleau und Le Bihan-Duval, 1995). Auch Mrode und Swanson (1996) nehmen an,
dass der ziichterische Fortschritt davon abhéngt, inwieweit das Merkmal SCC mit anderen
Merkmalen (Exterieurmerkmale, Melkgeschwindigkeit) in einem Index zusammengefasst
wird.

Durch die Kombination von US-amerikanischen und skandinavischen Daten fiir die

Merkmale Mastitis, SCC und Exterieur konnten Rogers et al. (1998) belegen, dass eine
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multiple Merkmalserfassung bzw. eine Kombination der Merkmalsdaten verschiedener
Linder zu einer moderaten Genauigkeit in der Zuchtwertschitzung in Léindern ohne
Merkmalserfassung Mastitis fiithren kann.

Aber auch die Kombination von Mastitisdaten und den Daten iiber SCC kann durch das
Beachten unterschiedlicher Korrelationen zwischen Mastitis und SCC-Merkmalen verbessert
werden. Bloemhof et al. (2009) zeigten bei niederlindischen Holstein, dass der groBte
Fortschritt durch die Verwendung von Daten des SCS zwischen 5. bis 150. Laktationstag und
denen iiber klinischen Mastitisfille der ersten drei Lakatationen erreicht werden kann, wobei
die Mastitiden der jeweiligen Laktation als unterschiedliche Merkmale behandeln wurden.
Letzeres erklirten sie damit, dass sich z.B. die Mastitiden bei Firsen genetisch von denen
alterer Kiihe unterscheiden.

Eine Kombination der beiden Merkmale ist nach de Haas et al. (2008) jedoch nicht unbedingt
notig, solange man bei der Auswahl unterschiedlicher Messdaten fir SCC auf solche
zuriickgreift, bei denen eine hohe Korrelation mit klinischer Mastitis nachgewiesen werden
konnte. Mit diesen Daten ist eine effektive Zucht auf Mastitisresistenz auch mit der SCC als
alleinigem Merkmal moglich. Als Beispiel hierfiir sind Peaks der SCC im Laufe der Laktation
mit einer genetischen Korrelation zur klinischen Mastitis von 0,93 zu nennen. Um hingegen
die Inzidenz subklinischer Mastitiden zu verringern, miisste laut den Autoren die
durchschnittliche Zellzahl iiber einen langen Laktationszeitraum (151. — 400. Tag in Milch)
herangezogen werden.

Koivula et al. (2005) verglichen die genetischen Korrelationen der SCC und der Milchmenge
in unterschiedlichen Laktationen und fanden heraus, dass die Beziehung in spiteren
Laktationen nahe Null geht. Hieraus schlussfolgerten sie, dass die Verwendung von Daten aus
spiateren Laktationen die Ziichtung auf Mastitisresistenz vorantreiben kann, ohne die
Milchleistung zu  beeinflussen. Die  daraus resultierende  Verzogerung  der

Selektionsentscheidung stellt den Sinn einer solchen Vorgehensweise jedoch in Frage.

2.6.1.2  Derzeit realisierte Zuchtstrategien

In den meisten Lédndern werden Eutergesundheitsdaten nur in Form der SCC als
Hilfsmerkmal bei der Zucht beriicksichtigt (Egger-Danner, 2008; Interbull, 2009). Daneben
beziehen skandinavische Lander (Schweden, Norwegen, Finnland) auch Daten iiber klinische
Mastitiden in ihre Zuchtwertschitzung mit ein. Dafiir werden zusitzlich zu den Daten der
somatischen Zellzahl aus den ersten drei Laktationen (5. - 170. Laktationstag) die Daten iiber

klinische Mastitis der 1. bis 3. Laktationsperiode aufgenommen (Interbull, 2009). In allen drei
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Liandern existieren Erfassungssysteme fiir die Tiergesundheit, in denen u.a. Informationen
iber klinische Mastitiden des einzelnen Tieres durch den Tierarzt gesammelt werden und fiir
die Schitzung des Zuchtwerts Mastitis zur Verfiigung stehen (Swedish Animal Disease
Recording System, Finnish System for Recording Health Data). In Finnland und Danemark ist
dieses Erfassungssystem freiwillig, wohingegen in Schweden die Verpflichtung besteht,

Krankheitsfille zu erfassen (Olsson et al., 2001)

Zuchtwertschdtzung in Deutschland

- Konventionelle Zuchtwertschitzung

In Deutschland wird die SCC als Hilfsmerkmal in der Zucht auf Eutergesundheit eingesetzt.
Seit 1996 werden hierfiir durch das VIT Verden fiir die Rasse Dt. Holstein bei der
Milchleistungspriifung anfallenden Daten logarithmiert und als SCS mit Hilfe eines
Testtagsmodells  verarbeitet. Als Datengrundlage dienen Einzelkontrollergebnisse
(Laktationstag 5 bis 365) der ersten 3 Laktationen ab dem Erstkalbejahr 1990. Die mittels
eines Random-Regression-Modells geschitzten Zuchtwerte auf Tagesbasis werden im
Anschluss zu  305-Tage-Laktationszuchtwerten  gemittelt. Die sich ergebenden
Laktationszuchtwerte fiir die 1. bis 3. Laktation werden mit einer Gewichtung von 0,26, 0,37
und 0,37 zum verdffentlichten Relativzuchtwert Zellzahl (RZS) kombiniert (VIT, 2011). In
den Relativzuchtwert Gesamt (RZG) flieft der RZS mit 7 % Gewichtung ein. Da
Eutergesundheitsprobleme jedoch einen groBen Einfluss auf die Nutzungsdauer ausiiben und
der Relativzuchtwert Nutzungsdauer mit derzeit 25 % im RZG gewichtet wird, ist der
effektive Einfluss des RZS bei der Selektion deutlich groBer als es sein direktes Gewicht im

Gesamtzuchtwert ausdriickt (www.holstein-dhv.de / Stand Juli 2009).

- Genomischer Zuchtwert

Seit August 2010 sind genomische Informationen von Bullen und weiblichen Tieren als
Teilinformationen in die offiziellen Zuchtwerte iiber die direkten genomischen Zuchtwerte
(dGW) integriert (Reinhardt et al., 2011; VIT, 2011). Somit 16st der dGW die seit 2005
durchgefiihrte markergestiitzte Zuchtwertschitzung ab. Der dGW wird anhand von ca 50.000
tiber das gesamte Genom verteilte SNP-Marker berechnet. Zur Schitzung welche
Markerausprigung dabei fiir welche Hohe der genetischen Leistungsausprigung
verantwortlich ist, wird fiir alle Merkmale ein Vergleich der SNP-Muster von moglichst
sicher gepriiften Tieren mit deren klassischen Zuchtwerten durchgefiihrt. Seit August 2011

beruhen die hierfiir verwendeten genomischen Schitzungen in Deutschland durch die
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Kombination der Daten mit denen aus Frankreich, den Niederlanden sowie Dénemark,
Schweden und Finnland auf 19.736 Bullen. Diese als Lernstichprobe bezeichnete Gruppe ist
nicht nur die weltweit grofte, sondern présentiert auch die gesamte europdische und
nordamerikanische Holsteingenetik (Reinhardt et al., 2011; VIT, 2011). Der gZW (genomisch
unterstiitzter Zuchtwert) setzt sich demnach aus dem klassischen Zuchtwert aufgrund Eigen-
und/oder Nachkommenleistung und dem dGW zusammen. Die Gewichtung des klassischen
Zuchtwertes und des dZW im kombinierten gZW erfolgt mit einem Indexverfahren anhand

der jeweiligen Sicherheit der beiden Informationsquellen (VIT, 2011).

2.7 QTL fiir die somatische Zellzahl und Mastitis

Auf der Basis der Studien von Gomez-Raya et al. (1998) konnte gezeigt werden, dass die
statistische Power, einen QTL (mit gegebenem Effekt) zu finden, fiir Merkmale mit geringer
Heritabilitéit hoher ist als fiir Merkmale mit hoher Heritabilitdt. Bei Studien, die Merkmale mit
geringer Heritabilitidt untersuchen, ist jedoch auch die Anzahl falsch positiver Ergebnisse
erhoht (Sahana et al., 2006). Fiir die SCC wurden bisher auf fast allen Chromosomen des
Rindes QTL detektiert. Die QTL auf BTAOI, 05, 08, 15, 18, 21, 22, 23 und 27 konnten in
voneinander unabhédngigen Studien in unterschiedlichem Tiermaterial bestitigt werden. Die
im Anhang befindliche Tabelle A 1 gibt einen groBen Teil der beim Rind fiir die SCS
gefundenen QTL, das eingesetzte Design sowie die angewandten statistischen Verfahren
wieder.

Die Anzahl der fiir klinische Mastitis gefundenen QTL ist im Vergleich zu denen fiir die SCC
wesentlich geringer. Ein Grund hierfiir ist die Tatsache, dass in den meisten Lindern die
Mastitis nicht routinemifig erfasst wird. QTL-Studien mit dem Merkmal Mastitis sind
deshalb bisher vor allem in skandinavischen Lindern durchgefiihrt worden. Detektierte QTL
liegen auf dem Chromosomen 3, 4, 5, 6, 9, 11, 14, 15, 18, 19, 26 und 27 (Elo et al., 1998;
Klungland et al., 2001; Schulman et al., 2002; Lund et al., 2008). Der QTL auf Chromosom
14 konnte in zwei voneinander unabhingigen Studien bestitigt werden (Klungland et al.,
2001; Schulman et al., 2002). Einen klaren Beitrag leistete die Veroffentlichung von Lund et
al. (2008), in welcher die QTL fiir das Merkmal Mastitis in der ersten, zweiten und dritten
Laktation einzeln bestimmt wurden. Hierbei konnten nur auf BTAOS nah beieinander liegende
QTL fiir Mastitis in der zweiten und dritten Laktation kartiert werden. Fiir alle anderen QTL
konnte nur innerhalb einer Laktation eine Signifikanz gefunden werden.

Es ist weiterhin auffillig, dass nur einige Chromosomen (BTAO03, 04, 05, 06, 09, 11, 18 und

27) QTL sowohl fiir SCC als auch klinische Mastitis aufweisen und diese meist nur in

28



LITERATUR

voneinander unabhingigen Studien und nicht im gleichen Tiermaterial gefunden werden
konnten. Im gleichen Tiermaterial mit genau der selben Lokalisation konnten nur die QTL auf
Chromosom 18 kartiert werden (Schulman et al., 2002).

Auf BTAOS und 06 konnten hingegen nur QTL fiir die SCS und Mastitis mit nah beieinander
liegenden Positionen (BTAS: SCS = 52,7 ¢cM und CM2 = 57,8 cM, BTA6: CM2 =116,9 cM
und SCS: 125,9 cM) kartiert werden (Lund et al., 2008).

Bei zwei der von Lund et al. (2008) gefundenen QTL fiir die SCC und mehreren QTL fiir
Mastitis in der 1., 2. bzw. 3. Laktation konnten pathogenspezifische Effekte nachgewiesen
werden (Sorensen et al., 2008). Die Autoren schlussfolgerten hieraus, dass vor allem QTL fiir

Mastitis mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Pathogenspezifitit aufweisen.

2.8 Mit der Eutergesundheit zusammenhingende QTL auf
BTA02

Der QTL fiir den SCS auf BTAO2 wurde 2003 von Bennewitz et al. in einem
Gemeinschaftsprojekt der ADR und INRA detektiert. In diesem Projekt wurden die
Typisierungsdaten von insgesamt 5 Halbgeschwister-Familien in zwei Granddaugther
Designs (ADR- oder INRA-Design) einzeln und zusammen in einer Joint-Analyse untersucht.
In dem ADR-Design (Thomsen et al., 2000) konnte der QTL auf BTAO2 mit einer
chromosomweiten Signifikanz kartiert werden, wohingegen das INRA-Design nur einen
Effekt mit p = 0,1 zeigte. Mit Hilfe des Joint-Designs konnte fiir den QTL hingegen eine
genomweite Signifikanz geschitzt werden. Das von Bennewitz et al. (2003) gefundene
Konfidenzintervall fiir den QTL erfasste etwa 80 % (128 cM) des gesamten Chromosoms in
dem von Thomsen et al. (2000) angewandten Design sowie circa 96 % (151 cM) des
Chromosoms im Joint-Design. Die gesamte Kartenldnge betrug 158 cM.

Im selben Bereich konnte mit dem ADR-Design auch fiir die funktionelle Nutzungsdauer ein
QTL identifiziert werden (Kiihn et al., 2003). Er liegt zwischen den Markern ILSTS098 und
BMS778 bei 79 cM auf dem Chromosom.

Der 1997 von Ashwell et al. publizierte QTL auf BTAO2 fiir die Vordereuterauthingung
erreichte in weiterfilhrenden Analysen die Signifikanzgrenze nicht mehr (Ashwell et al.,
2005). Kolbehdari et al. (2008) sehen in dieser Region jedoch weiterhin Potential fiir weitere
QTL-Studien beziiglich des Zentralbands und der Vordereuterauthingung, da sie fiir einen

SNP innerhalb dieser Region eine chromosomweite Signifikanz nachweisen konnten.
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2.9 Kandidatengene fiir die SCC auf BTA(2

Die im Weiteren beschriebenen Kandidatengene liegen in dem von Bennewitz et al. (2003)
auf BTAO2 detektierten QTL fiir SCS. Es handelt sich dementsprechend um positionelle
Kandidatengene. Durch ihre Funktion, auf die weiter unten niher eingegangen werden soll,

stellen sie auBerdem funktionelle Kandidatengene fiir die Eutergesundheit beim Rind dar.

29.1 Signal Transducer and Activator of Transcription 1

STATI kodiert fiir den Signal Transducer and Activator of Transcription 1. Dieser ist ein
Mitglied des Janus Kinase-Signal-Transducer and Activator of Transcription (JAK-STAT) —
Signalwegs, welcher die Signaliibertragung verschiedener Zytokine und Hormone von der
Zellmembran zum Nukleus ermoglicht. Die wichtige Rolle, die STAT1 in der Abwehr von
Bakterien und Viren spielt, konnte bei Miusen gezeigt werden, welche einen Defekt im
STATI1-Signalweg aufwiesen. Diese Tiere hatten eine extreme Empfinglichkeit gegeniiber
bakteriellen und viralen Infektionen (Durbin et al., 1996; Meraz et al., 1996). Die Liganden,
welche STAT1 aktivieren, sind alle Typen von Interferonen sowie Interleukin 6 (IL-6)
(Darnell et al., 1994; Yuan et al., 1994; Schindler und Strehlow, 2000), welche eine wichtige
Rolle in der Regulation der Immunantwort spielen.

Es ist nachgewiesen, dass IFN-y die Diffferenzierung von T-Helferzellen sowie die
Aktivierung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten iiber STAT1 reguliert und eine
wichtige Rolle bei der angeborenen Immunantwort spielt (Nacy und Meltzer, 1991; Kovarik
et al., 1998; Shtrichman und Samuel, 2001; Decker et al., 2002; Paape et al., 2003b).

IL-6 ist ein von Makrophagen produziertes proinflammatorisches Zytokin, welches einen
wichtigen Mediator von Fieber und der Akuten-Phase-Antwort darstellt. Auch an der
Entwicklung von Mastitiden scheinen IFN-y und IL-6 beteiligt zu sein. Ein Anstieg beider
Zytokine konnte bei bakteriell bedingten Mastitiden nachgewiesen werden (Taylor et al.,
1997; Paape et al., 2003c). Hisaeda et al. (2001) wiesen ebenfalls bei infizierten Kiihen,
verglichen mit Kontrolltieren, eine wesentlich hohere Konzentration von IFN-y im Serum und
in der Milch nach. Eine weitere Studie konnte die Relevanz von IFN-y bei der
Mastitisentstehung nach Infektion mit E. coli darstellen. Tiere, die mit IFN-y behandelt
wurden, hatten weniger entziindete Euterviertel, erholten sich schneller und die

Uberlebensrate in dieser Gruppe war hoher als in der Placebogruppe (Sordillo und Babiuk,
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1991). IL-6, welches von Makrophagen sezerniert wird und ein Mediator der Akute-Phase—
Antwort ist, kommt in der Milch natiirlich infizierter Kiihe in einer bis zu 20fach hoheren
Konzentration als in der Milch gesunder Tiere vor (Nakajima et al., 1997). Auch die
Expression dieses Gens in somatischen Zellen der Milch zeigte Unterschiede. In Zellen von
Tieren mit Infektion konnte ein hoheres Expressionslevel nachgewiesen werden als in solchen
ohne Infektion (Taylor et al., 1997). Die Funktion von II-6 besteht darin, den Influx von
Monozyten in das Euter zu begiinstigen und somit den Austausch von neutrophilen
Granulozyten zu Monozyten zu unterstiitzten (Oviedo-Boyso et al., 2007). Dieser Schritt ist

wichtig, um den zerstorerischen Effekt der neutrophilen Granulozyten zu reduzieren.

2.9.2 Interleukin-8-Rezeptor A

Die Gene CXCRI (Interleukin-8-Rezeptor A) und CXCR?2 (Interleukin-8-Rezeptor B) wurden
von Grosse et al. (1999) anhand der fiir den Interleukin-8-Rezeptor B (ILSRB/CXCR?2)
veroffentlichten Sequenz bei 90,3 cM auf dem bovinen Chromosom 2 (BTAO02) kartiert. Das
zunidchst beim Rind als CXCR?2 publizierte Gen (Grosse et al.,, 1999; Youngerman et al.,
2004a; Youngerman et al., 2004b) konnte 2007 (Rambeaud und Pighetti) durch den Vergleich
von offentlich verfiigbaren Sequenzen des Menschen als Gen fiir CXCRI1 identifiziert werden.
Bei beiden Genen handelt es sich um Gene fiir G-Protein-gekoppelte
Transmembranrezeptoren, die auf neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Mastzellen
sowie auf manchen T-Zellen und natiirlichen Killerzellen beim Menschen nachgewiesen
wurden (Murdoch und Finn, 2000). Die Rezeptoren sind strukturell gleich und unterscheiden
sich lediglich in ihrer Bindungseigenschaft. Wihrend CXCRI1 eine hohe Spezifitit zeigt und
nur IL-8 sowie GCP-2 bindet (Lee et al., 1992), hat CXCR2 neben IL-8 verschiedene
Liganden. Hierzu zédhlen unter anderem ENA-78, GCP-2, GROa sowie GROfB und GROy
(Lee et al., 1992; Ahuja und Murphy, 1996). In einer Studie von Li et al. (2002) konnte
gezeigt werden, dass bovine neutrophile Granulozyten sowohl humane CXCRI- als auch
humane CXCR2-Antikorper binden, was zu der Vermutung fiihrt, dass beide Rezeptoren auch
auf bovinen neutrophilen Granulozyten exprimiert werden. I1-8 und seine Rezeptoren CXCR1
und CXCR2 spielen eine wichtige Rolle in der Immunantwort. Murphy (1997) konnte
nachweisen, dass die Bindung von IL-8 an seine Rezeptoren die Chemotaxis und Migration
neutrophiler Granulozyten induziert. Auch in diesen Vorgang sind beide Rezeptoren

involviert. So 16st eine unabhédngige Aktivierung sowohl von CXCRI1 als auch von CXCR2
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die Chemotaxis aus und eine simultane Aktivierung fiihrt zu einer additiven Antwort (Gordon
et al., 2005).

Grosse et al. (1999) fanden in der Sequenz von CXCRI (urspriinglich CXCR?2) fiinf SNPs. Bei
einem dieser Polymorphismen handelt es sich um einen nicht-synonymen Polymorphismus
(G>C) an Stelle +777 im 3. Exon des Gens. Durch diesen Polymorphismus kommt es zu
einem Aminosdure (AS)-Austausch an Position 245 im 3. intrazelluldren Loop des Rezeptors
(Youngerman et al., 2004a). AS-Austausche in dieser Region spielen in der G-Proteinbindung
und in der intrazelluliren Ca**-Mobilisierung eine wesentliche Rolle (Damaj et al., 1996).
Dies wird durch eine Studie bestitigt, in welcher zwischen der Stirke der Ca2+—M0bilisierung
und dem Genotyp des oben beschriebenen Polymorphismus eine Beziehung festgestellt
werden konnte (Rambeaud und Pighetti, 2007).

Es wurden verschiedene Studien durchgefiihrt, um eine mogliche Assoziation dieses SNPs
mit Mastitis bzw. mit der SCC als Indikator fiir Mastitis beim Rind nachzuweisen
(Youngerman et al., 2004a; Leyva-Baca et al., 2007; Leyva-Baca et al., 2008b).

Die Analyse von Youngerman et al. (2004a) an amerikanischen Holstein Friesian ergab eine
signifikante Assoziation (p < 0,05) zwischen dem Genotyp an Position +777 in CXCRI und
subklinischer Mastitis. Tiere, die den Genotyp CC besallen, hatten in dieser Studie eine
hohere Mastitisinzidenz als Tiere mit dem Genotyp GG. Die Autoren fanden auflerdem eine
signifikante Assoziation zwischen dem SNP und dem SCS in demselben Tiermaterial (p<
0,001). Kiihe mit den Genotypen GG und GC hatten einen hoheren SCS als solche mit dem
Genotyp CC, wobei jedoch nur der Unterschied zwischen den Genotypen CC und GC
signifikant war. Im Gegensatz hierzu konnten Leyva-Baca et al. (2007; 2008b) keine
Assoziation zwischen demselben SNP und dem SCS in kanadischen Holstein Friesian finden.
Trotzdem kann eine funktionelle Korrelation zwischen dem SNP an Position +777 und der
Immunantwort nicht missachtet werden. So konnte gezeigt werden, dass der Genotyp CC zu
einer beschrinkten Migration neutrophiler Granulozyten, einer verminderten Hochregulierung
von Adhisionsmolekiilen und durch die Suppression der Apoptose zu einer erhohten
Uberlebensrate der Granulozyten fiihrt (Rambeaud und Pighetti, 2005; Rambeaud et al.,
2006). Die Hypothese, dass je nach Genotyp eine unterschiedliche Ligandenbindungsaffinitét
besteht, konnte jedoch nicht verifiziert werden. Vielmehr wurde eine um die Hilfte
verringerte Rezeptorendichte auf neutrophilen Granulozyten fiir den Genotyp CC im
Vergleich zum Genotyp GG festgestellt.

Fiir einen SNP an Position -1768 in der 5UTR in CXCRI konnte in der kanadischen Holstein

Friesian Population eine signifikante Assoziation mit den DYDs fiir SCC gefunden werden
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(Leyva-Baca et al., 2008b). Die gleiche Arbeitsgruppe wies fiir diesen SNP auflerdem eine
Genotyp-spezifische Genexpression neutrophiler Granulozyten als Reaktion auf eine E. coli-

Exposition nach (Leyva-Baca et al., 2008a).

293 Insulin-Like-Grow-Factor -Bindungsprotein-2

Insulin-Like-Grow-Factor-Bindungsproteine (IGFBP) gehoren zu dem komplexen System
insulinartiger Wachstumsfaktoren (IGF-System). Das IGF-System spielt eine wichtige Rolle
bei der Regulierung von somatischem Wachstum. Sowohl in vitro als auch in vivo konnte eine
Beteiligung dieses Systems an der Proliferation von Zellen nachgewiesen werden. Es besteht
aus zwei dem Insulin dhnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und IGF-II, sechs verschiedenen
IGFBP sowie den zwei IGF-Rezeptoren IGF-R1 und IGF-R2. Durch die Bindung des
Wachstumshormons GH an Rezeptoren in der Leber oder in Zielorganen selbst wird IGF-I
freigesetzt. Sowohl fiir GH als auch fiir IGF-I wurden spezifische Interaktionen mit dem
Immunsystem beschrieben (Auernhammer und Strasburger, 1995; Kooijman et al., 1996).
Beide Faktoren modulieren humorale und zelluldire Immunfunktionen und werden unter
anderem auch durch immunkompetente Zellen produziert, deren Proliferation sie stimulieren.
Auch fiir IGF-II wurden Immunzellen-betreffende Funktionen nachgewiesen. Neben der
Expression von IGF-II in T-Lymphozyten (Van der Ven et al., 1997) wurden auch Hinweise
auf seine Funktion in der Entwicklung dieser Zellen gefunden. Van Buul-Offers und
Kooijman (1998) postulierten, dass GH und IGF-II bei diesem Prozess eine synergistische
Wirkung ausiiben.

Durch die Bindung der IGF beeinflussen die IGFBP die Bioverfiigbarkeit und die Verteilung
dieser in der extrazelluldiren Matrix und greifen infolgedessen indirekt in Mitose,
Zelldifferenzierung und Zellregulation ein. Aulerdem haben IGFBP auch IGF-unabhingige
Zellfunktionen (Jones und Clemmons, 1995). Beim Huhn konnten Polymorphismen in
unkodierenden  Bereichen des Gens mit dem  GroBenwachstum und der
Korperzusammensetzung sowie dem Anteil des abdominalen Fetts assoziiert werden (Li et
al., 2006; Leng et al., 2009).

Die Funktion des IGF-Systems in der Milch ist noch nicht intensiv erforscht. Untersuchungen
beziehen sich auf die Entwicklung der Milchdriise und des Neugeborenen (Blum und
Baumrucker, 2008; Milsom et al., 2008). In der Milch des Rinds kommen vier der sechs
Bindungsproteine (IGFBP2, -3, -4 und -5) vor (Gibson et al., 1999). Es wird vermutet, dass
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die IGFBP in der Milch dem Abbau des IGF-I entgegenwirken, bzw. dass sie lokale mitogene
Aktivitdten der IGF modulieren (Rajaram et al., 1997).

IGFBP2 bindet mit wesentlich hoherer Affinitat IGF-II als IGF-1. Dennoch reguliert es auch
die Bioverfiigbarkeit des Wachstumsfaktors IGF-I (Jones und Clemmons, 1995). Uber die
genaue Funktion von IGFBP2 ist noch relativ wenig bekannt. Diverse Effekte auf die
Proliferation, die Adhision, Migration und Invasion humaner Zellen wurden in vitro belegt
(Hoeflich et al., 2001b). Fiir die Wirkung von IGFBP2 auf IGF-I konnten sowohl steigernde
als auch hemmende Effekte nachgewiesen werden (Bar et al., 1989; Ross et al., 1989;
Bourner et al., 1992). Neben diesen wurde auch eine Wirkung von IGFBP2 auf das GH-
stimulierte Wachstum aufgezeigt werden (Hoeflich et al., 2001a). Da IGFBP2 wie angefiihrt
in der so genannten GH-IGF-Achse eine Rolle spielt, liegt die Vermutung nahe, dass es auch
bei immunologischen Vorgidngen in Aktion tritt. Um die Relevanz von IGFBP2 auf die
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen zu untersuchen, wurde der Effekt auf mit
Antikorpern aktivierten mononukleidren Blutzellen getestet. Nach Aktivierung der Zellen
konnte eine erhohte IGFBP2-Sekretion beobachtet werden, was die Annahme zulédsst, dass
IGFBP2 als lokaler Wachstumsfaktor bei der Proliferation und Aktivierung mononukleérer
Zellen fungiert (Foll et al., 1998; Hettmer et al., 2005).

Einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung von IGFBP2 im Immungeschehen gibt die Arbeit
von Lang et al. (1997). In dieser konnte ein Anstieg der IGFBP2-Konzentration nach der
Injektion von Lipopolysaccharid des Bakteriums E. coli gemessen werden.

Bei der Untersuchung von Zusammenhingen zwischen IGFBP2 und Mastitiden konnte ein
eindeutiger Einfluss von IGFBP2 festgestellt werden (Meyer, 2006). So war bei erhohter
Zellzahl gleichzeitig die IGFBP2-Konzentration vor allem bei solchen Tieren signifikant
erhoht, bei welchen auf Grund der Hohe der SCC von einer Euterenziindung ausgegangen
werden konnte. Auch Burvenich et al. (1999) und Shuster et al. (1995) konnten einen Anstieg
von Bindungsproteinen in infizierten Milchdriisen nachweisen. Erstere definierten die
Bindungsproteine nicht genauer, Shuster et al. (1995) wiesen hingegen unter anderem

IGFBP2 nach.

294 Phosphatidylinositol-3-Phosphate /Phosphatidylinositol 5-Kinase,
Type I1I

Uber die Funktion der Phosphatidylinositol-3-Phosphate /Phosphatidylinositol 5-Kinase,
Type III (PIP5K3) ist bei Sdugetieren bisher noch wenig bekannt. Beim Menschen konnte sie
jedoch mit einigen Krankheiten in Verbindung gebracht werden (Li et al., 2005; Nicot und

34



LITERATUR

Laporte, 2008). Untersuchungen beziiglich der Rolle von PIP5K3 in der GroBenregulation
von Vakuolen, der Proteinsortierung am Multivesicular Body und der Vakuolenansduerung
wurde mit Hilfe von FABI, einem PIPSK3 Ortholog in der Hefe, untersucht. Die Vakuole
von Hefen hat viele Gemeinsamkeiten mit den Lysosomen von Sdugetieren und es konnten
analoge Funktionen von PIPSK3 und FAB1 gefunden werden (Nicot und Laporte, 2008). Bei
Expressionsstudien konnte PIPSK3 mit einem 10fach iiber dem Median liegenden
Expressionswert in T- und B-Lymphozyten nachgewiesen werden (Su et al., 2004).
Ausgehend von diesen Kenntnissen lassen die im Folgenden besprochenen Aspekte einen
Zusammenhang zwischen PIPSK3 und der Funktion bzw. dem Uberleben von CDS-T-
Lymphozyten vermuten.

Durch die Phosphorylierung des Phosphatidyl-Inositol-(3)-Phosphats mittels PIPSK3 entsteht
Phosphatidyl-Inositol-(3,5)-Bisphosphat  (PtdIns-(3,5)-P2) (Toker und Cantley, 1997),
welches — vermutlich iiber die Aktivierung der V-ATPase-Protonenpumpe — fiir die Sduerung
von Vakuolen zustindig ist (Efe et al., 2005). Auch bei Sidugetieren unterstiitzt die V-ATPase
durch die Ansduerung von Lysosomen und dem Golgi-Apparat viele fiir die Zelle wichtigen
Funktionen (Mellman et al., 1986; Forgac, 1998). In vitro Experimente weisen darauf hin,
dass die V-ATPase-Aktivitit fiir das Uberleben von aktivierten zytotoxischen CD8+-T-Zellen
essentiell ist (Togashi et al., 1997). Auch in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
konnte die V-ATPase-Aktivitit mit der Aktivierung der Zellen wihrend Infektion und
Entziindungsgeschehnissen bzw. der Ansduerung des Phagosoms nach der Ingestion von
Staph. aureus in Verbindung gebracht werden (Lukacs et al., 1990; Swallow et al., 1990a;
Swallow et al., 1990b; Nanda et al., 1992). Eine weitere Funktion auf Lymphozyten scheint
PIP5K3 iiber die Regulation des Chloridkanals CLC-2 auszuiiben. CLC-2 konnte auf T- und
B-Lymphozyten sowie auf neturophilen Granulozyten nachgewiesen werden (Jiang et al.,
2002). Klaus et al. (2009) zeigten, dass PIPSK3 als potenter Stimulator dieses Chloridkanals
agiert. Die Relevanz von Chloridkanélen fiir die Funktion von Leukozyten wurde im Rahmen
der Volumenregulation (Cahalan und Lewis, 1988), der Zellproliferation (Phipps et al., 1996),
der Zytokinproduktion (Ikejima et al., 1997), der Apoptose (Maeno et al., 2000) und dem
Oxidative Burst (Menegazzi et al., 1999) dieser Zellen bestitigt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Tiermaterial, Familienstruktur und Datenmaterial

3.1.1.1  QTL-Studie

Fiir die Untersuchung standen zehn paternale Halbgeschwisterfamilien der Rasse Dt. Holstein
mit 1121 Tieren im Granddaugther-Design (Geldermann, 1975; Weller et al., 1990) zur
Verfiigung.

Drei dieser Familien (Familien BC, BD, DA) wurden basierend auf den Ergebnissen einer
Joint-Analyse zweier Granddaughter-Designs fiir finf Milchproduktionsmerkmale inklusive
des SCS ausgewihlt (Bennewitz et al., 2003), da sich diese Familien fiir den innerhalb dieser
Analyse gefundenen genomweit-signifikanten QTL fiir SCS auf BTAO2 als informativ
erwiesen. Das erste Granddaughter-Modell war Teil des nationalen QTL-Kartierungsprojekts
,Genomanalyse Rind“ des Forderverein Biotechnologieforschung e.V. (FBF) mit der
Beteiligung der Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter (ADR) (Thomsen et al., 2000).
Zusitzlich flossen in die Joint-Analyse die Daten des Genome-Mapping-Projekts des Institut
National de la Recherche Agronomique (INRA) und mehrerer franzosischer Ziichter-
organisationen ein (Boichard et al., 2003). Die weiteren sieben Familien wurden bereits im
Rahmen des deutschen MAS-Zuchtprogramms (ADR-MAS) genutzt.

Die Anzahl der Sohne pro Familie reichte von 45 Tieren bis zu 351 Tieren, mit einem
Durchschnitt von 121,1 Tieren pro Familie. Die Grof3e der einzelnen Familien ist Tabelle 6 zu

entnehmen.

DNA stand von allen S6hnen sowie von sieben der zehn Viter in der DNA-Bank des Instituts
fir Tierzucht und Haustiergenetik der Justus-Liebig-Universitit GieBen zur Verfiigung
(Tabelle 6). Von den untersuchten Bullen der 7 Familien des ADR-MAS-Projekts existierte

zusitzlich tiefgefrorenes Sperma als Reserve.

Das gesamte Pedigree, welches auf bis zu drei Generationen nicht-typisierter Vorfahren der

genotypisierten Bullen basierte, bestand aus insgesamt 8073 Tieren.
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Als Merkmal wurde der SCS verwendet, welcher mittels der SCC berechnet wurde (SCS =
log base 2 (SCC / 100.000) + 3).

Fiir die im Anschluss an die Genotypisierung stattfindenden statistischen Analysen wurden
die Daughter Yield Deviations (DYD) fiir den SCS der genotypisierten Bullen aus der
Zuchtwertschitzung von Januar 2008 durch das VIT Verden bereitgestellt. Diese DYDs
basierten auf den Daten von 833.336 Tochtern in der 1. Laktation, 616.303 T6chtern in der 2.
Laktation und 404.832 Tochtern in der 3. Laktation. Vorldufige Berechnungen des QTLs
fanden mit den DYDs aus dem Jahr 2007 statt.

Tabelle 6: Anzahl der Sohne in den einzelnen Familien und Verfiigbarkeit der DNA der Viter

Familie Fugato DNA-Vater Sohne
ADRII - BC X 125
ADRII - BD X 274
ADRII - DA X 351
ADR-MAS 1 X 64
ADR-MAS 2 X 52
ADR-MAS 3 X 53
ADR-MAS 4 X 45
ADR-MAS § - 59
ADR-MAS 6 - 53
ADR-MAS 7 - 45
alle Familien 1121

X = DNA vorhanden
- = keine DNA vorhanden

3.1.1.2  Kandidatengenansatz

In Tabelle 7 sind die fiir die einzelnen Methoden verwendeten DNA und deren Ursprung

zusammengefasst wiedergegeben.

Polymorphismensuche
Fiir die Polymorphismensuche in dem Gen PIP5K3 wurden 17 unverwandte Tiere der Rasse

Dt. Holstein der Lehr- und Forschungsstation ,,Oberer Hardthof* der JLU Gielen ausgewéhlt.

Die DNA von Dt. Holstein Kiihen fiir die Suche nach Polymorphismen in den Genen CXCR/
und /IGFBP2 sowie des Exon XIX von PIP5K3 und die Untersuchung der Allelfrequenz (je

40 Tiere) in der Rasse Dt. Holstein bei allen Genen stammten aus der DNA-Bank des Instituts
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fir Tierzucht und Haustiergenetik der JLU GieBen. Ausgewdhlt wurden moglichst
unverwandte Tiere. (Tabelle A 2)

Die Exons des Gens IGFBP2 wurden zusitzlich mit je 4 Tieren der Rassen Dt. Fleckvieh, Dt.
Angus sowie Bos indicus Rinder (2 Tiere White Fulani/Cameroon und 2 Tiere Bunaji/White
Fulani/Nigeria) sequenziert, deren DNA in der DNA-Bank des Instituts fiir Tierzucht und
Haustiergenetik zur Verfiigung stand.(Tabelle A 2)

Assoziationsanalyse
Fiir die Assoziationsanalyse der Polymorphismen mit dem SCS wurden die in Kapitel 3.1.1.1
beschriebenen ADR-MAS-Familien sowie je 25 Tiere mit hohem, mittlerem und niedrigem

RZS fiir den SCS aus den 3 ADR II-Familien eingesetzt.

Tabelle 7: Methoden zur Untersuchung der Kandidatengene und die hierfiir verwendete DNA sowie

deren Ursprung

Methode CXCRI IGFBP2 PIP5K3 PIP5K3
(excl. Ex XIX) Ex XIX
Sequenzierung DNA DNA cDNA DNA
(unverwandte (unverwandte (unverwandte (unverwandte
Dt. Holstein) Dt. Holstein, Dt. Holstein) Dt. Holstein)
Fleckvieh,
Dt. Angus,
White Fulani)
Allelfrequenz  DNA DNA DNA DNA
(unverwandte (unverwandte (unverwandte (unverwandte
Dt. Holstein) Dt. Holstein) Dt. Holstein) Dt. Holstein)
Assoziations- DNA DNA DNA nicht
analyse (ADR-Familien) (ADR-Familien) (ADR-Familien) untersucht
3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Biosphere® Filter Tips 100 ul Sarstedt AG&Co., Niimbrecht
Combitips 0,05 ml Eppendorf AG, Hamburg
Distritips Micro, Mini, Maxi Gilson International B.V., Bad Camberg
EDTA Monovetten 9 ml Sarstedt AG&Co., Niimbrecht
Filter Tips 10 pl, 1000 pl nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Filter Tips 20 pl, 200 pl Peqlab, Erlangen
Kimwipes® Kimberly-Clark, Roswell, Georgia, USA
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Latexhandschuhe

Multiply®-u Strips 0,2 ml 8er Kette mit
Multiply® Deckelkette 8er Kette
Nitrilhandschuhe latexfrei

PCR-Cups Soft Tubes® mit Deckel Soft
Strips®

PCR-Gefdle in Streifen mit 0,2 ml Kappen
streifen

PCR-Platte PP 96well mit Kappenstreifen
Photopapier Type V UPP-110HG

Reagiergefile 1,5 ml und 2 ml
Reaktionsgefile fiir PCR 0,2 ml
Quali PCR-Platten 96well

mit Quali PCR- Tube-Cups
96well Thermowellplatten

3.13 Chemikalien

G. Kisker GbR, Steinfurt
Sarstedt AG&Co., Numbrecht

MAGYV, Rabenau-Londorf

Biozym Scientific GmbH, Hess. Olden-
dorf

VWR International GmbH, Darmstadt

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

Sony, Tokyo, Japan, Vertrieb in Deutsch-
land iiber MS Laborgerite Schroder,
Wiesloch

Sarstedt AG&Co., Numbrecht

Biostep GmbH, Jahnsdorf

G. Kisker GbR, Steinfurt

Corning Inc., Corning, New York, USA

Alle verwendeten Chemikalien wiesen den Reinheitsgrad p.a. (zur Analyse) auf.

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30 %ig w/v)
Agarose NEEO Ultra Qualitit, Rotiphorese®
Ammoniumchlorid

Ammoniumpersulfat (APS)

Bind-Silane

BlueDextran 2000
Borsdure

Bromphenolblau

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Amresco, Ohio, USA

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg (jetzt GE Healthcare
Europe GmbH, Freiburg)

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
AppliChem, Darmstadt

United States Biomedical Corp., Solon,
Ohio, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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dNTP Mix 100 mM

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Formamid

Glycerol Rotipuran®

Harnstoff

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid-Hexahydrat reinst
Magnesiumchlorid 25 mM
Natriumazetat 3M (pH 4,6-5,2)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

NuSieve® GTG® Agarose

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

TEMED (N,N,N”,N"-Tetramethylendiamin)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Wasser fiir die Molekularbiologie

HPLC-Wasser

Xylencyanol FF

10x Taq Buffer advanced (selbstregulierend,

maximale Magnesium-Konzentration: 2 mM

Mg2+)
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ABgene Advanced Biotechnologies Ltd.,
Hamburg

AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Feinbiochemica GmbH & Co.,
Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Promega GmbH, Mannheim

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Cambrex Bio Science Rockland, Inc.,
Rockland, Maine, USA (Vertrieb iiber
Biozym Scientific GmbH, Hess. Olden-
dorf)

Serva Feinbiochemica GmbH & Co.,
Heidelberg

Amresco, Solon, Ohio, USA und
AppliChem, Darmstadt

MP Biomedicals, LLC, Eschwege

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

KMF  Laborchemie Handels GmbH,
Sankt Augustin

United States Biomedical Corp., Solon,
Ohio, USA

Eppendorf AG, Hamburg
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10x PCR Reaction Buffer mit 20 mM MgCl,

5x colorless GoTaq® Flexi Buffer
5x GC rich Solution

10x TBE Puffer (1 M TRIS-Borat (pH 8,3), 20
mM EDTA, destilliertes deionisiertes Wasser)

3.14 Reaktionskits

ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

ABsolute™ QPCR Mix

Invisorb® Spin Blood RNA Mini Kit
NucleoSpin® Blood Kit

Verso ™ ¢DNA Kit

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

3.1.5 GroBenstandards

3.1.5.1
PRISM® 377 DNA Sequencer

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim

Promega GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Applied Biosystems Applera Dtl GmbH,
Darmstadt

ABgene House, Surrey, UK

Invitek, Berlin

Macherey-Nagel, Diiren

Thermo Scientific ABgene, Hamburg
Promega GmbH, Mannheim

GroBenstandards fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese mit dem ABI

Fiir die GroBenbestimmung der Mikrosatelliten bei Typisierung am ABI PRISM® 377 DNA

Sequencer wurden mittels PCR neun Fragmente aus dem Cytochrom b-Gen der ovinen

mitochondrialen DNA amplifiziert (Hiendleder et al., 1998). Die PCR-Fragmente hatten die
GroBe 74bp, 105bp, 124bp, 156bp, 170bp, 202bp, 233bp, 266bp und 315bp.

3.1.5.2

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus
FastRuler™ DNA Ladder, Low Range
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23

3.1.6 Enzyme

Proteinase K

GroBenstandards zur Agarosegelelektrophorese

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Invitek, Berlin

41



MATERIAL UND METHODEN

Restriktionsendonukleasen:
Bsp12861

Bful, Bvel, Mnll, Pagl, Taal, Taql
FastStart Tag DNA-Polymerase

GoTaq® Flexi DNA-Polymerase
Tag DNA-Polymerase

3.1.7 Oligonukleotide

Oligonukleotide, NED- und VIC-markiert

Oligonukleotide, unmarkiert

Oligonukleotide, 6FAM-markiert

3.1.8 Gerite

Abdeckmatte fiir Thermoblock

ABI PRISM ® 377 DNA Sequencer

mit Borosilikat-Glasplatten (36 cm und 12 cm
Linge), mylaren Spacern (0,2 mm stark),
36-well und 48-well Haifischzahnkamm
(mylar, 0,2 mm stark)

Analysewaage AC211S

Autoklav Webeco Modell C

Bidestanlage Bi-Dest 2302

Centrifuge 5804 mit Rotor A-2-DWP
Centrifuge 5810R mit Rotor A-4-62
Centrifuge/Vortex Combi-spin FVL 2400

Digital Graphic Printer UP-D895

Distriman
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New England Biolabs GmbH, Fankfurt
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim

Promega GmbH, Mannheim

SPrime GmbH, Hamburg

Applied Biosystems Applera Dtl GmbH,
Darmstadt

biomers.net GmbH, Ulm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt
Applied Biosystem Applera Dtl GmbH,
Darmstadt

Satorius AG, Gottingen

Webeco, Bad Schwartau

Gesellschaft  fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Peglab, Erlangen

Sony, Tokyo, Japan, Vertrieb in Deutsch-
land iiber Biometra, Gottingen

Gilson International B.V., Bad Camberg
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Eisflockenbereiter SPR80OAS
Eismaschine Scotsman AF10

Elektrophoresekammer Modell HRH

Elektrophoresekammer

Gelkdmme und Gelschlitten diverser Grofien

Gradientencycler iCycler 96well

HLC Blockthermostat BT 1301
Horizontalelektrophoresekammern mini und
midi, ungekiihlt

Magnetrithrer MR2002

Microprocessor pH-Meter pH 537

Mikrowelle

Multipette

Netzgerit ConsortE425 fiir die Elektrophorese
Netzgerite Power Pac 1000 und 3000 fiir die
Elektrophorese

pH-Meter pH 537

Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200,
P1000

Pipetten Research pro 0,5-10 ul, 50-1200 ul
Pipettier-Roboter CAS-1200"

Repro Set (UV-Licht)

NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer

Thermocycler PE 9600

Transferpette®—8 von 2,5 bis 25 ml

Transilluminator Biometra Ti5

Nordcap, Bremen

Kiilte Mack, Maintal

International Biotechnologies Inc., New
Haven, Conneticut, USA

Peglab, Erlangen
Von  Keutz  Labortechnik  GmbH,
Reiskirchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
MAGYV, Rabenau-Londorf

Von  Keutz  Labortechnik  GmbH,
Reiskirchen

Heidolph, Kelkheim

Wissenschaftlich technische Werkstditten,
Weilheim

Siemens, Miinchen

Eppendorf AG, Hamburg

MAGYV, Rabenau-Londorf

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Wissenschaftlich technische Werkstditten,
Weilheim
Gilson International B.V., Bad Camberg

Eppendorf AG, Hamburg

Corbett Life Science, Sydney, Australia
Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg (jetzt GE Healthcare
Europe GmbH, Freiburg)

Thermo Scientific, Hamburg

Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt

Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Biometra, Gottingen
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Vortex Reax 2000
Waage E1B120

Waage KERN EW2200
Wasserbad

Wasserbad GFL
Wasserbad Julabo 22A
Zentrifuge Biofuge 13R

Heidolph, Kelkheim

OHAUS, Greifensee, Schweiz
Kern & Sohn, Balingen
Kottermann Labortechnik, Uetze-
Hénigsen

MAGYV, Rabenau-Londorf

Julabo Labortechnik, Saalbach

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

3.1.9 Referenzsequenzen

Die in Tabelle 8 aufgefiihrten Referenzsequenzen sind in der Datenbank des National Center

for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 6ffentlich zuginglich.

Tabelle 8: Referenzsequenzen der untersuchten Genregionen aus der GenBank

Gen GenBank-Nummer DNA-Art
ILSRA (CXCRI) | NC_007300. (Position: 110.616.093 — 110.617.795) Genomisch
ILSRA (CXCRI) | NW_001494678 (Position: 885.517 — 886.596) Genomisch
ILSRB (CXCRI1) | NM_001101285 Kodierend
IGFBP2 NC_007300. (Position: 108.810.787 — 108.839.273) Genomisch
IGFBP2 NW_174555 Kodierend
PIP5K3 NC_007300. (Position: 101.698.976 — 101.773.063) Genomisch
PIP5K3 XM_001257235 Kodierend
STATI AW?289395 Genomisch
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3.1.10 Computerprogramme

Die Angaben beziiglich der Internetseiten entsprechen dem Stand Juni 2009

ABI PRISM® DNA Sequencing

Analysis

BLAST

CERVUS Version 3.0.3
ChromasPro 1.34

Cri-Map

GeneScore

Genotyper V3.7
MapViewer

MOTTF Search

Mutation Surveyor® V 2.60
NEBcutter 2.0

Primer3 0.4.0

SPSS Version 15
Tetra-primer ARMS-PCR

TFSEARCH 1.3

Vista Browser

3.1.11 Datenbanken

Applied Biosystem, Foster City, Californien,
USA

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Field Genetics Ltd., T. Marshall

Technelysium Pty Ltd, Tewantin, Queensland,
Australia

Washington University School of Medicine, P.
Green, St. Louis, Missouri, USA

Technische Universitdit Miinchen, Miinchen
Applied Biosystems, Darmstadt
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/
http://motif.genome.jp/

SoftGenetics LLC., State College, Pennsylvania,
USA

New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
USA

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
primer3_www.cgi

SPSS Inc., Chicago, USA
http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/
primer1.html
http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.
Html

http://pipeline.lbl.gov/cgi-bin/gateway?2

Die Angaben beziiglich der Internetseiten entsprechen dem Stand Juni 2009

AnimalQTLdatabase
ArkDB

http://www.animalgenome.org/QTLdb/
http://www.thearkdb.org/
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MARC_USDA (Cattle
mapping project / table of contents)
CGD (Cattle Genome Database)

Entrez SNP (dbSNP Build 129)

genome

Entrez Gene (GenBank)
GeneCards®

Genetic Association Database

Human Genome Sequencing Center,
Baylor College of Medicine

NAGRP (National Animal Genome
Research Programme)

OXGRID (The Oxford Grid Project)
PubMed
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http://www.marc.usda.gov/genome/cattle/cattle.
html

http://www.cgd.csiro.au/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=sn
p&cmd=search&term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
http://www.genecards.org/index.shtml

http://geneticassociationdb.nih.gov/

http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/bovine/

http://www.animalgenome.org

http://oxgrid.angis.org.au/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
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3.2 Molekulargenetische Methoden

3.2.1 Kandidatengenauswahl

Die Kandidatengene wurden in einem kombinierten Ansatz auf Grund ihrer Position im QTL
und ihrer Funktion in der immunologischen Abwehr ausgewihlt. Zur Eingrenzung der in
Frage kommenden Gene wurde hierfiir das Intervall 15 der in Abbildung 3 dargestellten
Kurve fiir die Suche nach Kandidatengenen ausgewihlt. Die Kurve basierte auf den
Berechnungen mit insgesamt 22 Markern zum Zeitpunkt 6/2007 (Reinsch, personliche
Mitteilung). Die Markerpositionen entsprachen den Werten der Karte von MARC_USDA.
Intervall 15 wurde durch die Marker DIK4880 und DIK4726 gebildet. Die weiteren Marker

sowie die von ihnen eingegrenzten Intervalle sind im Anhang in Tabelle A 3 angegeben.

N —
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Abbildung 3: Vorldufiges Profil des QTL fiir SCS auf BTA02 berechnet mit insgesamt 22 Markern. Je
2 Marker bilden ein Intervall. Die putative QTL-Position innerhalb eines Markerintervalls ist jeweils
mit einem (*) angegeben Die X-Achse gibt die Position in cM bezogen auf den QTL-Bereich an,
wobei die Lage des 1. Markers 50,87 cM entspricht. Unterhalb der X-Achse sind die einzelnen
Marker, sowie schematisch ihre Position auf BTAO2 angegeben. Stand Juni 2007

Bei der Suche der das Intervall 15 eingrenzenden Marker im MapViewer
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) wurde die Mikrosatelliten TGLA226 und MMS8D3
als Begrenzung des QTL-Peaks eingesetzt, da den Markern DIK4880 und DIK4726 keine
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Position zugeordnet werden konnte und ein Konfidenzintervall von 6 cM beriicksichtigt
werden musste.

Um iiber die Daten aller in diesem Bereich bereits bekannten Gene fiir die Auswahl der
Kandidatengene verfiigen zu konnen, wurde die Synteniebeziehung zwischen dem bovinen
und humanen Chromosom genutzt und der beim Menschen identische Bereich identifiziert.
Fiir eine stirkere Eingrenzung der in Frage kommenden Gene wurde anschlieBend eine
Rangliste von Kandidatengenen eines Projektpartners herangezogen. Die Rangliste wurde
basierend auf dem funktionellen Hintergrund der Gene und den Ergebnissen einer im Projekt
FUGATO durchgefiihrten Expressionsstudie an Tieren mit genetisch differenten
Préadispositionen fiir Mastitisanfilligkeit (Hartmann, personliche Mitteilung) erstellt. Zur
Auswahl der Tiere wurde der RZS der Tiere herangezogen. Tiere, deren hoher RZS auf eine
genetisch bedingte hohere Abwehrfdhigkeit hinwies, wurden der Gruppe Q zugeteilt, Tiere
mit geringerer Abwehrfihigkeit (niedriger RZS) der Gruppe q.

Fiir Informationen iiber den funktionellen Hintergrund wurde die manuell gepflegte
Datenbank ,,gene2pubmed herangezogen und die erhaltenen MeSH-Terme fiir die im
Intervall 15 befindlichen Gene mit einer angefertigten Stichwortliste verglichen. Aus den
gesammelten Informationen wurde anschlieBend ein Quotient berechnet, der mit der Summe
der fold changes des betreffenden Gens aus der Expressionsanalyse multipliziert wurde. Die
so erhaltenen Werte der einzelnen Gene bildeten die Reihenfolge in der Rangliste (Ernst,
personliche Mitteilung).

Des Weiteren war ein Bioinformationsprogramm (GeneScore) der Technischen Universitit
Miinchen verfiigbar, welches mit Hilfe einer Stichworterliste aus der PubMed-Datenbank

relevante Gene identifiziert und fiir diese je nach Relevanz einen Score angibt.

3.2.2 Auswahl der SNPs fiir Assoziationsanalysen

Bei der Auswahl der SNPs fiir eine Assoziationsstudie wurden verschiedene Kriterien
herangezogen. Bereits publizierte und im Zusammenhang mit der somatischen Zellzahl
untersuchte SNPs (CXCR1+777, CXCR1/5°UTR/-1768 und STAT1/3’UTR) wurden ohne
weitere Auswahlkriterien untersucht. Fiir im Rahmen dieser Arbeit gefundene SNPs wurde -
mit Ausnahme der SNPs IGFBP2/Int3/+167, IGFBP2/Int3/+193, IGFBP2/Int3/+146insG
und PIP5K3Ex19/+792 - die Allelfrequenz in der Population Dt. Holstein und im
vorhandenen Datenmaterial (10 Familien) geschitzt. Weitere Auswahlkriterien wurden
abhédngig von der Lokalisation des SNPs im Gen gewihlt. Fiir SNPs in den Exons der Gene

wurde gepriift, ob sie die Proteinfunktion des Gens beeinflussen. Hierfiir wurde die
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Translationsfunktion des Computerprogramms ChromasPro 1.34 (Technelysium Pty Ltd,
Tewantin, Queensland, Australia) genutzt und die AS-Sequenz fiir beide Allelvarianten
verglichen. Fiihrte der Austausch zu einer Verdnderung in der AS-Sequenz, wurde mittels der
Blossum62 Substitutionsmatrix der Score fiir diesen Austausch ermittelt und anhand dieses
die Bedeutung des AS-Austauschs fiir die Proteinfunktion geschitzt.

Fiir SNPs, die in der nicht kodierenden Sequenz des Gens lagen, wurde mit dem Programm
TFSEARCH 1.3 (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) iiberpriift, ob sie
Bestandteil der Sequenz von Transkriptionsfaktoren waren. Durch den angegebenen Score
wurde anschlieBend beurteilt, inwieweit der Basenaustausch zu einer Funktionsbeeintrich-
tigung des Transkriptionsfaktors fithren konnte. Weiterhin wurde mit dem Vista Browser
durch Speziesvergleiche der Sequenzregion gepriift, ob es sich bei der Region in welcher der

SNP lag um eine hochkonservierte Region handelte.

3.2.3 Gewinnung von Leukozyten aus Vollblut

Die mit ca. 9 ml — aus der Vena jugularis gewonnenem — Blut gefiillten EDTA-Monovetten
wurden bei 2500 rpm 20 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde der Buffy Coat,
welcher hauptsédchlich aus Blutleukozyten besteht und sich als weille Schicht zwischen dem
Plasma und den Erythro- und Thrombozyten befindet (Lohner, 1939), in ein 1,5 ml
Reagiergefid3 iberfithrt. 50 pl hiervon wurden direkt fiir die Extraktion von mRNA

entnommen, der Rest bei -70 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.24 Extraktion genomischer DNA aus Leukozyten

Fiir die Isolierung der genomischen DNA wurde das NucleoSpin® Blood Kit (Macherey-
Nagel, Diiren) verwendet. Anstelle von 200 pl Vollblut wurden 40 pl Buffy Coat mit 160 ul
Ix TE [10 mM Tris (pH = 7,6), | mM EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat] verdiinnt und nach
Hersteller-Protokoll vorgegangen. Die Inkubationszeit bei 70 °C wurde auf 30 Minuten und

die Zentrifugationszeiten bei allen Schritten auf 2 Minuten erhoht.

3.2.5 Extraktion genomischer DNA aus Tiefgefriersperma

Aus den bei —70°C tiefgefrorenen Spermareserven der ADR-MAS Tiere wurde DNA
extrahiert. Hierfiir wurde die Methode nach Lien et al. (1990) modifiziert angewendet. Das
tiefgefrorene Sperma war nach der Gewinnung bereits mit 1 ml PBS mit 2% SDS ca. 10

Minuten auf dem Schiittler gemischt und anschlieBend bei 13000 rpm abzentrifugiert worden.
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Der Uberstand wurde verworfen, der Waschvorgang 2x wiederholt und im Anschluss das
Pellet mit 500 pl PBS resuspendiert. Die Probe wurde geteilt und 250 pl eingefroren.
Zur Extraktion der DNA wurden die Proben aufgetaut und — wie bei Prinzenberg (1998)

beschrieben — beginnend mit dem Schritt der Sstiindigen Inkubation weiterverfahren.

3.2.6 Extraktion von mRNA aus Leukozyten

Die Isolation der mRNA aus Leukozyten wurde mit Hilfe des Invisorb® Spin Blood RNA
Mini Kit (Invitek, Berlin) durchgefiihrt. Das vorgegebene Protokoll wurde insofern variiert,
als dass an Stelle von 1-1,5 ml Vollblut fiir die Isolation jeweils 50 ul Buffy Coat verwendet
wurden. Im Anschluss an die Isolation wurde die Konzentration der gewonnenen mRNA auf
dem NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer (Thermo Scientific, Hamburg) gemessen und die

Probe bei —70°C aufbewahrt.

3.2.7 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Fiir die Reverse Transkription der mRNA in cDNA wurde das Verso '™ ¢cDNA Kit (Thermo
Scientific ABgene, Hamburg) verwendet.

Hierfiir wurde ein 12ul Reaktionsansatz aus 3,5 pul der mRNA (zwischen 2 und 10 ng/ul) und
1ul Random Primer sowie 7,5 pul H,O angesetzt. Um die Sekundirstruktur zu zerstoren,
wurde dieser Ansatz bei 70°C fiir 5 Minuten inkubiert und danach auf Eiswasser abgekiihlt.
Im Anschluss daran wurden dem Reaktionsansatz 4 pl 1x First Strand Synthesis Buffer, 0,2
uM je dNTP, 1ul RT Enhancer und 1 pl Verso Enzym Mix hinzugefiigt. Im Thermocycler
(iCycler, BioRad, Miinchen) wurde dann die cDNA-Synthese bei 50°C fiir 60 Minuten und
die anschlieBende Inaktivierung der Reversen Transkriptase bei 95 °C fiir 2 Minuten

durchgefiihrt.

3.2.8 Amplifizierung ausgewihlter Genbereiche mittels
Polymerasekettenreaktion

Fiir die Sequenzierung von Genbereichen und die Typisierung von SNPs mittels RFLP
wurden Einzel-PCRs etabliert (Mullis und Faloona, 1987). Eine dieser PCRs (PIP5K3_Ex28-
33) stellt eine Touch-down-PCR dar (Don et al., 1991). Des Weiteren wurden 2 Tetra-Primer
Amplification Refractory Mutation System (ARMS) -PCRs entwickelt (Shu et al., 2001).

Fiir die Untersuchung der Mikrosatelliten wurden Multiplex-PCRs etabliert (Chamberlain et
al., 1988; Ziegle et al., 1992), welche sich neben den Primerkonzentrationen auch in ihrer

Annealingtemperatur unterschieden.
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In den weiteren Kapiteln wird auf die jeweiligen PCR-Bedingungen niher eingegangen.

3.2.8.1 Einzel-PCR

Zur Untersuchung der Kandidiatengene und die im Anschluss daran stattfindende Typisierung
von Polymorphismen mittels RFLP sowie zur Untersuchung des Mikrosatelliten MNB48
wurden Einzel-PCRs etabliert.

3.2.8.1.1 Primerauswahl

Die Primer fiir die Kandidatengene wurden mit Hilfe der Internetsoftware Primer3 (Rozen
und Skaletsky, 2000) ausgewidhlt. Um die Amplifizierung eines Pseudogens zum gréften Teil
ausschlieen zu konnen, wurden die Primer — wenn moglich — in den Intronbereich der Gene
gelegt, da diese bei einem Teil der Pseudogene fehlen (Gerstein und Zheng, 2006).

Bei der Primerauswahl fiir das Gen CXCRI wurde dessen hohe Homologie mit dem Gen
CXCR?2 beriicksichtigt. Aus diesem Grund wurde fiir das PCR-Produkt CXCR1_Exon I der
Vorwiértsprimer zum Teil in die 5'UTR und der Riickwértsprimer in einen Bereich im Exon I
gelegt, welcher in der Sequenz eine moglichst geringe Homologie zu der von CXCR?2
aufwies. Auch bei der Auswahl der RFLP-Primer fiir das Produkt CXCRI_ExI_+199 wurde
hierauf geachtet und der Riickwirtsprimer so ausgewihlt, dass die Sequenz an 4 Positionen
nicht mit der von CXCR?2 iibereinstimmte.

Die Primer fiir das Produkt PIP5K3_Ex26 wurden nach Sequenzierung des Produktes
PIP5K3_Ex23-28 und der Identifizierung eines Polymorphismus im Exon XXVI des
Sequenzierproduktes ausgewdhlt.

Die Primer fiir das Produkt STATI_3 UTR wurden in Anlehnung an das Paper von Cobanoglu
et al. (2006) ausgewdhlt, der Vorwirtsprimer zur Optimierung der Schmelztemperatur jedoch
um zwei bp in 5°-Richtung verschoben.

Die Auswahl der PCR-Primer fiir das Gen PIP5K3 wurde in Anlehnung an hochpolymorphe
Bereiche und  Splicingvarianten der mRNA  beim  Mensch  durchgefiihrt
(http://www.genecards.org, Stand Juni 2009). Es wurde darauf geachtet die Primer so zu
legen, dass sie keine Exons umschlossen, die beim Menschen im Laufe der Transkription
herausgeschnitten werden. Um die Splicingvarianten anndhrend auf das Rind {ibertragen zu
konnen, wurden die Exonsequenzen des Menschen mit denen des Rindes verglichen. Die
ausgewdhlten Primer und Produktgrofen sind aufgefiihrt.

Primersequenzen und Produktgrofen der Amplifikate der Gene CXCRI, STATI, IGFBP2,
sowie des Exon XIX und XXVI des Gens PIP5K3 sind in Tabelle 9 zusammengefasst.
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Kreation einer kiinstlichen Schnittstelle

Fir die Typisierung des SNPs CXCRI1/5°UTR/-69 und fiir die Etablierung -eines
Doppelverdaus der SNPs PIP5K3/Intl18/-112 und PIP5K3/Ex19/+58 wurde durch die
Auswahl der Vorwirtsprimers eine kiinstliche Schnittstelle (amplification created restriction
site, ACRS) kreiert (Haliassos et al., 1989; Lien et al., 1992). Hierfiir wurde bei beiden SNPs
zwei Basenpaare 5 aufwirts des SNPs in der Vorwirts-Primersequenz ein Basenaustausch
vorgenommen (bei CXCRI/5°UTR/-69 wurde die Base T durch die Base C, bei
PIP5K3/Int18/-112 die Base A durch die Base C ausgetauscht; Abbildung 4). Die Sequenzen

der Vorwirts- und Riickwirtsprimer sind in Tabelle 9 zu finden.

CXCRI1/5°UTR/-96

Ausgangssequenz TGGGAGGGGTTTGAGGATGAGTTTGRAAATTACAGCGGCACG
Primersequenz TGGGAGGGGTTTGAGGATGAGTTC

PIP5K3/Int18/-112

Ausgangssequenz GTAGGAAATGGCTATTAGCATACAAARTAGTCTTACTTAAGAG
Primersequenz GTAGGAAATGGCTATTAGCATACAC

Abbildung 4: Erzeugung einer kiinstlichen Schnittstelle an den Polymorphismen CXCR1/5 UTR/-96
und PIP5K3/Int18/-112 durch Basenaustausch im Vorwirtsprimer. Die zur Erzeugung einer kiinst-
lichen Schnittstelle ausgetauschten Basen sind unterstrichen. Die Stelle des Polymorphismus ist
jeweils fett gedruckt. R = G/A

Primerauswabhl fiir Tetra Primer ARMS-PCR

Die Primerauswahl zur Entwicklung einer Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation
System (ARMS)-PCR fiir das Amplifikat IGFBP2_Int1_+55 fand mit Hilfe eines Programms
(http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primerl.html) basierend auf der Publikation
von Shu et al. (2001) statt. Fiir das Produkt CXCRI_-1768 wurden die Primer aus der
Publikation von Leyva-Baca et al. (2008b) ausgewihlt. Die Sequenzen der Primer sind in

Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9 : PCR-Primer fiir die Gene CXCRI, IGFBP2, PIP5K3 und STATI sowie die PCR-
Produktgr6Ben in bp

Produktname Primersequenz fwd./rev. (5" 2 3°) Produktgrofie bp

CXCRI1_Ex1_1P CACCATGACAATCATCCTGAAAG 479

GTAGCAGACTAGGTCGGAGTACG

CXCRI1_Ex1_+199 CCATGACCTTGCCTATCTGG 264
CCTCACGGAAGATGAAGATG

CXCR1_+777 GAGGCCTATCAACCACCGTA 266
GCGATCAGGACCAGGTTGTA

CXCRI1_-1768_IN GCCCTGCGGCTTAGTCTTTTGTGAAGAT *

CACCTTTTAATATCTCTGCCAGGACTACT

CXCRI1_-1768_0OUT CTTAGTAGCTGCAGCTTGCAGGCTCTAG *

AGCTATGTGACCTTGAGTGGGTCCTTTT

CXCRI1_5°'UTR_-96 TGGGAGGGGTTTGAGGATGAGTTC 159
GGAGTTTCCCAGGAGGCTTA
IGFBP2_Prom?2 GAATTGCAATGGTCCCTAAGAG 406

ATGTAACGTGGGTCCCCTACAC

IGFBP2_Ex1 GTGGAGAAAGAAGCGGAGGAG 769

TATTCCCCAGCAAATTAGTAGCC

IGFBP2_Intl_+55_IN GTTGGGAGAAACTTAGTGGGCGGGGTGG *

CTGCAGAAGGGCCGCTAGCCGGGATT

IGFBP2_Intl_+55_0OUT ACTTGCGAAAAGCACGGCGATGCTGAGT *

CCTCTCCCGGGACCTGACTTTCGGGTTT

IGFBP2_Ex2 TTAAACACACCCTTCTTATTTCGAG 327

ACACATTTCTCAGGTCCAGACTTC

IGFBP2_Ex3 ACTTGGAAAAGCTTGACCTTCTG 301

TTTCTTTCTGCCTAGGAGAGTTTG

IGFBP2_Ex4 CTTTCTTGTCATTGTCAGGGTCAG 465

GTTAGCAGCGGAATCAGAAAGAAC

IGFBP2_Ex5 ACTCTGAGTGTCCTCTCTGTGTGC 186

CTCACTCACCTGTTTGAGGTTGTA

IGFBP2_Ex6 ATACACATGTCAGAACTCCTGGAAG 451

TAATAACCAGAGCGCAGTTCCTG

*Die Produktgrofen der Tetra-Primer-ARMS-PCR sind im Ergebnisteil in den Kapiteln 3.2.2.3 bzw. 3.2.3.2 zu
finden.
Die im Vergleich zur Ausgangssequenz ausgetauschten Basen sind unterstrichen.
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Tabelle 9 (Fortsetzung)
Produktname Primersequenz fwd./rev. (5" 2 3°) Produktgrofie bp
PIP5K3_Ex5-9 CACAGACAGTAATTCCATTGGTG 717
GAGTGTCCTTCCACAGAGTTCAC
PIP5K3_Ex12-18 GCTGACCAAAAAGAGTATTTGATTTC 859
AAAACATCAGTGTCTTGGTTTGTTC
PIP5K3_Int18-Ex19 GTAGGAAATGGCTATTAGCATACAC 280
GAGAATGATAAGCTACACAGATCATAA
PIP5K3_Ex19_1 AGGAAATGAAACTCATGAGAACG 884
GGATCACATCTTTCAACTCTTGC
PIP5K3_Ex19_2 ATGACACTGGCCTGTATGTTACC 862
TTACACCCAAGTCATCATGTCAG
PIP5K3_Ex19_2N CATCAGTACCAGAGTCATTGCTTC 740
ATCTTAAATGTGCACAAGCACAAAG
PIP5K3_Ex23-28 ACTCCATCCACCACGATTATCAC 552
GAGATGCATCCACTGCACTTATC
PIP5K3_Ex26 GCGTCTCAGATTGCTGGAGT 211
CCTGACTGCAGAGTCACACC
PIP5K3_Ex28-33 CAAGTCCTGGAAGACTGAGACAAG 514
AGGTAGTCTAATTGGGCTGCTACTC
STATI_3'UTR TAGCCTCAAGTTTGCCAGTG 316
GGCTCCCTTGATAGAACTGT

3.2.8.1.2 PCR-Bedingungen

Fiir die meisten PCRs wurde genomische DNA verwendet. Die Amplifizierung eines Teils

der Exons von PIP5K3 wurde auf Grund der Grof3e des Gens jedoch mit cDNA durchgefiihrt.

Als Ansatzvolumen der PCR wurden je nach Zielsetzung 15 bzw. 25 ul (PCR-RFLP) sowie
50 ul (Sequenzierung) eingesetzt. Diesen wurde mit Ausnahme des Ansatzes der PCR fiir
IGFBP2_ExI je 1 ul bzw. 2 ul bzw. 3ul DNA (20ng/ul) beigefiigt. Fiir den 50 ul Ansatz der
PCR IGFBP2_ExI wurde 1 ul DNA (20ng/ul) verwendet. Fiir die Amplifizierung der cDNA
wurden Ansitze von je 50 ul verwendet. Die cDNA Konzentration schwankte von ca. 320

ng/ul bis 550 ng/ul. Von dieser wurden fiir die PCR des Produktes PIP5K3_Ex5-9 je 6 ul
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cDNA und fiir die des Produktes PIP5K3_ExI2-18 je 2ul eingesetzt. Fiir die PCR der
Produkte PIP5K3_Ex23-28 und PIP5K3_Ex28-33 wurden je 3 ul.

CXCRI

Die Ansitze fiir die Primerpaare der Produkte CXCRI_ExI_IP, CXCRI_+777 und
CXCRI_ExI_+199 sind der Tabelle 10 zu entnehmen. Bei Produkt CXCRI_ExI_IP wurde
eine Optimierung der PCR durch die Erhohung des Magnesiumgehaltes auf 3 mM erzielt
(Tabelle 18). Der Ansatz fiir die Primerpaare von CXCRI_5'UTR_-96 ist in Tabelle 11
angegeben. Bei diesem wurde eine MgCl,-Konzentration von 1,5 mM verwendet (Tabelle

18). Der Ansatz fiir das Produkt CXCRI_5"UTR_-1768 ist in Tabelle 12 zu finden.

IGFBP2

Tabelle 10 gibt die Ansitze fiir die Primerpaare der Produkte IGFBP2_Proml/2, und
IGFBP2_Ex6 an. Die PCR fiir das Produkt IGFBP2_Ex] wurde mit dem Ansatz in Tabelle 12
durchgefiihrt. Alle weiteren Produkte (IGFBP2_Ex2-5) wurden mit dem Ansatz in Tabelle 11
amplifiziert, wobei fiir die Produkte /IGFBP2_Ex 4 und IGFBP2_EXx5 eine Konzentration von
1,5 mM MgCl, eingesetzt wurde. Bei der Amplifizierung des Produkt /IGFBP2_Ex2 wurde
2mM MgCl, eingesetzt und bei IGFBP2_Ex3 2,5 mM MgCl,. Der Ansatz fiir das Produkt
IGFBP2 Intl_+55 ist in Tabelle 15 zu finden.

PIP5K3 und STATI

Die Ansitze fir die Primerpaare der Produkte PIP5K3_ExI19 _1/2, PIP5K3_Ex19 2N und
STAT_3°UTR sind der Tabelle 10 zu entnehmen, hier wurde eine Optimierung der jeweiligen
PCR durch die Variation des MgCl, Gehaltes (2 mM bis 3 mM) und den Einsatz von DMSO
(4%) als Adjuvanz erzielt (Tabelle 18). Der Ansatz fiir das Produkt PIP5SK3_Ex26 ist in
Tabelle 11 angegeben. Fiir diesen wurde eine MgCl,-Konzentration von 1,5mM ermittelt

(Tabelle 18).
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Tabelle 10: Ansidtze der PCR fir CXCRI_ExI_IP, CXCRI_+777, CXCRI_ExI_+199,
IGFBP2_Proml/2, IGFBP2_Ex6, PIP5K3 ExI19 _1/2, PIP5SK3 Ex19 2N und STAT 3°UTR, sowie

den Mikrosatelliten MNB48

Tabelle 11: Ansidtze der PCR fir IGFBP2_Ex2/3/4/5, CXCRI_5"UT_-96 und PIP5K3_Ex26 mit

Ansatz Konz. in 15 pl Konz. in 20ul Konz. in 50 pl
10x Taq Buffer advanced 1x konzentriert 1x konzentriert 1x konzentiert
dNTPs (20 mM) 2 mM 2 mM 2 mM
Primer fwd (10 uM) 0,7 uM 0,8 uM 0,8 uM
Primer rev (10 pM) 0,7 uM 0,8 uM 0,8 uM
Taq DNA-Polymerase 05U 1U 2U
MgCl, (25 mM) s. Tabelle 18 s. Tabelle 18 sTabelle 18

1,5 mM MgCl,

Ansatz

Konz. in 15 pl

Konz. in 20 pl

Konz. in 50 pl

5x colorless GoTaq® Flexi Buffer

2x konzentriert

2x konzentriert

2x konzentriert

dNTPs (20 mM) 2 mM 2 mM 2 mM
Primer fwd (10 uM) 0,7 uM 0,8 uM 0,8 uM
Primer rev (10 pM) 0,7 uM 0,8 uM 0,8 uM
GoTaq® Flexi DNA-Polymerase 0,5U 1U 2U

MgCl, (25 mM)

s. Tabelle 18

s. Tabelle 18

s.Tabelle 18

Tabelle 12: Ansatz der PCR fiir IGFBP2_Ex]
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Ansatz Konz. in 50 pl
10x PCR Reaction Buffer 1x konzentriert
mit 20 mM MgCl,

dNTPs (20 mM) 2 mM
Primer fwd (10 pM) 0,2 uM
Primer rev (10 pM) 0,2 uM
5xGC rich Solution 2x konzentriert
Fast-Start Taq 2U
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Tabelle 13: PCR-Ansatz fiir PIP5K3_Ex5-9, PIP5K3_Ex12-18, PIP5K3_Ex23-28 und PIP5K3_Ex28-
33

Ansatz Konz. in 50 pl

ABsolute™ QPCR Mix 1x konzentriert
Primer fwd. 0,4 uM
Primer rev. 0,4 uM

Tetra-Primer ARMS-PCR-Bedingungen

Die Typisierung der SNPs CXCR1/5°UTR/-1768 und IGFBP2/Int1/+55 fand mit Hilfe einer
Tetra-Primer ARMS-PCR (Shu et al.,, 2001) im Gradientencycler (iCycler, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen) statt. Die Ansitze hierfiir sind in Tabelle 15 bzw. Tabelle 16

zu ersehen.

Tabelle 14: PCR-Ansatz fiir CXCRI_5UTR _-1768

Ansatz Konz. in 15 pl
ABsolute™ QPCR Mix 1x konzentiert
Primer fwd in 0,3 uM
Primer rev in 0,3 uM
Primer fwd out 0,7 uM
Primer rev out 0,7 uM

Tabelle 15: PCR-Ansatz fiir IGFBP2_Intl _+55

Ansatz

Konz. in 15 pl

5x colorless GoTaq® Flexi Buffer

1x konzentiert

dNTPs (20 mM) 2 mM
Primer fwd in 0,3 uM
Primer rev in 0,3 uM
Primer fwd out 0,7 uM
Primer rev out 0,7 uM
MgCl, 25 mM 2mM
GoTaq® Flexi DNA-Polymerase 05U
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PCR-Protokolle

Fiir die PCRs wurde mit Ausnahme der PCRs mit cDNA und der Tetra-Primer-ARMS-PCR
ein Standard-PCR-Protokoll genutzt (Tabelle 16). Zur Bestimmung der Annealing-
Temperatur wurde ein Temperaturgradient mit Hilfe eines Gradientencyclers (iCycler, Bio-
Rad Laboratories GmbH, Miinchen) durchgefiihrt.

Variationen des Standard-PCR-Protokolls sind der Tabelle 18 zu entnehmen

Tabelle 16: Standard-PCR-Protokoll zur Amplifikation von PCR-Produkten

Zyklus Temperatur (°C) Dauer in min Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 1:30 1

Denaturierung 95 °C 0:15

Annealing s. Tabelle 18 0:20 30-35 Zyklen
Elongation 72 °C s. Tabelle 18

Abschlieende Elongation 72 °C 5:00 1

Kiihlung 6°C o0

Als Protokoll fiir die PCR mit cDNA diente das in Tabelle 17 dargestellte modifizierte
Protokoll des Verso "™ ¢DNA Kit (Thermo Scientific AB gene, Hamburg).

Tabelle 17: PCR-Protokoll zur Amplifikation von PCR-Produkten aus cDNA

Zyklus Temperatur (°C) Dauer in min Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 15:00 1

Denaturierung 95 °C 0:30

Annealing s. Tabelle 18 1:30 s. Tabelle 18
Elongation 72 °C 1:30

Abschlieende Elongation 72 °C 10:00 1

Kiihlung 6 °C o0

Als PCR-Protokoll der Tetra-Primer-ARMS-PCRs diente das in Tabelle 15
(IGFBP2_Intl_+55) bzw. Tabelle 13 (CXCR1_5 "UTR_-1768) abgebildete Protokoll.
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Tabelle 18: PCR-Produkte mit Annealingtemperatur, MgCl,-Konzentration (in Puffer von ABgene
und Roche enthalten), Elongationszeit und Zyklenanzahl sowie Verwendung der PCR-Produkte.

Produktname AT MgCl, EZ | Zyklen Verwendung des Amplifikats
6 | (mM) (©)

CXCRI1_Ex1_1P 60 3 30 35 Sequenzierung

CXCRI1_Ex1_+199 58 - 30 |35 RFLP

CXCR1_+777 62 - 40 35 Sequenzierung, RFLP

CXCRI1_5"UTR_-1768 60 ABgene 30 35 Tetra-Primer ARMS-PCR

CXCR1_5"UTR_-96* 65 1,5 30 |35 RFLP

IGFBP2_Proml 60 - 30 |35 Sequenzierung

IGFBP2_Prom?2 62 - 30 35 Sequenzierung

IGFBP2_ExI* 60 Roche 45 | 40 Sequenzierung

IGFBP2 _Intl_+55 69 2 30 40 Tetra-Primer ARMS-PCR

IGFBP2_Ex2 62 2 30 35 Sequenzierung

IGFBP2_Ex3 62 2,5 30 35 Sequenzierung

IGFBP2_Ex4 65 1,5 30 |35 Sequenzierung

IGFBP2_Ex5 55 1,5 30 |35 Sequenzierung

IGFBP2_Ex6 62 - 30 35 Sequenzierung

PIP5K3_Ex5-9 62 ABgene 90 |35 Sequenzierung

PIP5K3_Ex12-18 65 ABgene 90 | 40 Sequenzierung

PIP5K3_Int18-Ex19 62 2,5 30 |35 Doppel-RFLP

PIP5K3 Ex19 1 60 3 60 35 Sequenzierung, RFLP

PIP5K3 Ex19 IN 60 - 50 35 Sequenzierung

PIP5K3 Ex19 2 60 3 60 35 Sequenzierung, RFLP

PIP5K3_Ex19 2N**4+%% | 60 - 50 35 Sequenzierung

PIP5K3_Ex23-28 62 ABgene 90 | 40 Sequenzierung

PIP5K3_Ex26 65 1,5 30 |35 RFLP

PIP5K3 Ex28-33%%% 65/60 ABgene 90 10 (10,5°C); 30 Sequenzierung

STA1_3°UTR 61 - 30 30 Sequenzierung, RFLP

* Reamplifizierung des PCR-Produkts mit demselben PCR-Protokoll

wok 4% DMSO im Ansatz

wokk Touchdown-PCR
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3.2.9 Amplifizierung von Mikrosatelliten

3.2.9.1 Mikrosatelliten- und Primerauswahl

Im Rahmen der QTL-Studie wurden insgesamt 25 Mikrosatellitenmarker typisiert (Tabelle
19).

Die  Mikrosatelliten wurden aus der MARC_USDA bovine linkage map
(http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html) im Bereich des von Bennewitz et al.
(2003) detektierten QTLs fiir SCS auf BTAO02 ausgewéhlt. Dieser QTL befindet sich
zwischen ca. 60 und 120 cM auf dem Chromosom und umspannt mit einem
hinzugenommenen Konfidenzintervall ca. 128 cM. In diesem Bereich wurden fiir eine erste
Phase der Genotypisierung 16 Mikrosatelliten (Multiplex 1-3; Tabelle 19) so ausgewdhlt, dass
im Durchschnitt alle 5 cM ein Marker untersucht werden konnte. Sechs dieser Marker waren
bereits Teil der Analysen des QTL-Kartierungsprojektes ,,Genomanalyse Rind* (Bennewitz et
al., 2003).

Im Anschluss an die statistische Auswertung wurden vier weitere Mikrosatelliten (Multiplex
4; Tabelle 19) im distalen QTL-Bereich ausgewihlt, so dass die Marker in diesem Bereich
einen durchschnittlichen Abstand von 2,534 ¢cM aufwiesen.

Die Marker der Multiplex 5 (Tabelle 19) wurden anschlieBend zur QTL-Kartierung des
vorderen QTL-Abschnitts ausgewéhlt. Neben der Position wurde fiir alle Mikrosatelliten als
Auswahlkriterium die Anzahl der publizierten Allele herangezogen.

Fiir den Mikrosatelliten ILSTS098 wurden im Laufe der Untersuchungen neue Primer

(ILSTS98_n F+R) mit der Internetsoftware Primer3 (Rozen und Skaletsky, 2000) ausgewihlt.

Tabelle 19: Auflistung der in der jeweiligen Multiplex-PCR enthaltenen Mikrosatelliten

Multiplex Nr. Mikrosatelliten

Multiplex 1 BMS353, DIK4726, MMS8D3, B1223

Multiplex 2 TGLA226, DIK4025, DIK2729, ILSTS82, BMS778, BMS1987, DIK5023
Multiplex 3 TGLA110, ILSTS98, DIK1155, CSSM53, BMS1837

Multiplex 4 DIK4880, DIK4676, DIK5133, DIK2862, DIK4972

Multiplex 5 DIK4369, BMS1264, DIK4673

Die Detektion der Fragmente auf dem ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Applied

Biosystems, Darmstadt) wurde durch die Markierung der 5 -Enden der Primer mit den
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Farbstoffen VIC, NED und 6-FAM gewihrleistet. In Tabelle 20 sind die Primersequenzen

und Allelgrofen sowie die Label der untersuchten Mikrosatelliten dargestellt.

Tabelle 20: AllelgroBe, Primersequenzen und Label der Riickwirtsrimer der 24 untersuchten
Mikrosatelliten

Name GroBe (bp) Primersequenz (5”2 3°) Label
BM1223 163-177 AGGCAAATTGTGTTTCCAGC
TCATAAGGGTTTGGAGGCTG 6-FAM
BMS353 108-122 TATCATTCTCTCTCTTTCACATCCA
CTGATTTATCTTGAAATGCAGGG VIC
BMS778% 135-163 CTTGGGGAGGCAGAATTTA
CCTCTCCACATACTCTTCTCCA VIC
BMS1264 135-145 TGCACACAAACAAGCATTTT
GCGAGCCATGAACATGTAAT NED
BMS1837 83-109 ACGATCTAGCAATAGTTGTTCACA
TTCATTATTCCTTCCTTTGTCTTC 6-FAM
BMS1987% 108-124 TGATGCAGAGAACGTTTTAATTT
CTTGGGGTAGGCAGAGATTT 6-FAM
CSSM53 97-107 AGTGGAATCCAGATAAGATGTATCA
TTACTTAACCATTAAAACAGAGGG VIC
DIK1155 199-205 GCCAAGTGACCACATATTTCCT
CTTTAGCCTCTGAAGCCACCT VIC
DIK2729 255-263 CTCCCACTGTGGTTCTGACA
GTCCTGGGCCTGGTAAAATA NED
DIK2862 149-169 GGGGCTTTATCATTTTGCAT
TGAAAGCACAGTAGGTTTGCAC VIC
DIK4025 171-209 AGCTCCACATTTTCAGTGATTG
CTGTAGCCCTCCAGGAACAC NED
DIK4369 175-203 TGTAAGGATTTTGTCTATTCTGCCTA
GTGAGGAACTGTGGGACTGG NED
DIK4673 221-239 GTACTTGGGGAAGCCCTCTC
ACTGCGCTTGAGGGAAAATA VIC
DIK4676 108-208 GTTCTTGGGACGCTTCTCTG
AGTGGCACACCCAAAAAGAG 6-FAM

* = Marker, die Teil des QTL-Kartierungsprojektes ,,Genomanalyse Rind* waren (Bennewitz et al., 2003)
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Tabelle 20 (Fortsetzung)

Name GroBe (bp) Primersequenz (5”2 3°) Label
DIK4726 176-188 TGTGTCCTTGTAGCTGTGTGTG
TGTTGTGATGCCCTCTTTGA VIC
DIK4880 138-146 ACCGATGGTTATTTGCTTCG
TAGAAGCACCCAGCTGTTGA NED
DIK4972 222-252 GCCTCCCAGAATCCTGACTA
GAATTTCCTGGCAGTTCCTG 6-FAM
DIK5023 172-178 GAGAGGGTGGGCCATACATT
AGGGTCAGAGAGGTCAAGCA 6-FAM
DIK5133 200-214 AGGAGACATCAGTGGACATGG
CCTTTCCCATCACCTCAAGA VIC
ILSTS82* 104-116 TTCGTTCCTCATAGTGCTGG
AGAGGATTACACCAATCACC VIC
ILSTS98* 97-123 AGGAATCACTGGATAGATGC
AGTGTATACTGCTTTCTCCC NED
ILSTS98 n 157-193 GCCAGTAGCATCAAAAATGC
CCCTGGCATTCAACAAGTG 6-FAM
MMS8D3* 137-147 CCCAAGGACAGAAAAGACT
CTCAAGATAAGACCACACC 6-FAM
MNB48 158-194 AGAGCTTGTATTGCTCACGTAGG
TCCACCAGAGACTTGGGTCC 6-FAM
TGLA110* 156-170 GTATTTTCAGACAGCCCGCTGGTGTC
CAGCATTTACTTATACACACTCACCTGC NED
TGLA226 129-153 AGTGGAATCCAGATAAGATGTATCA
ACATGAAAAGAAGCAATATCGTAAC NED

* = Marker, die Teil des QTL-Kartierungsprojektes ,,Genomanalyse Rind* waren (Bennewitz et al., 2003)

3.2.9.2  Bedingungen Multiplex-PCR

Die Multiplex-PCRs wurden mit dem ABsolute™ QPCR Mix (Abgene House, Surrey, UK)
durchgefiihrt. Das angegebene Ansatzvolumen von 25ul wurde auf ein Gesamtvolumen von
12 ul reduziert, in welchem 24 ng Template enthalten waren.

Fiir die Austestung der Primerkonzentration wurde in einem ersten Schritt fiir jede Multiplex-

PCR ein 10x Primermix mit je 1 pmol/ul Primer angesetzt. Nach einer im Anschluss an die
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PCR stattfindenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf dem ABI PRISM® 377 DNA
Sequencer (Applied Biosystems Applera Dtl GmbH, Darmstadt) wurde die Konzentration des
jeweiligen Primers je nach Intensitét der Peaks angepasst.

Gleichzeitig wurde ein Temperatur-Gradient zur Optimierung der Annealing-Temperatur
durchgefiihrt.

Die endgiiltigen Konzentrationen der Primer sind in den Tabelle 21 bis Tabelle 25 vermerkt.
In der Tabelle 26 sind der Reaktionsansatz und anschlieBend das Cyclerprogramm der
einzelnen Multiplex-PCRs angegeben. Alle PCRs wurden im Gradientencycler iCycler 96well
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) mit dem in Tabelle 27 aufgefiihrten Programm
durchgefiihrt.

Tabelle 21: Multiplex Nr. 1, 10x Primermix der Mikrosatelliten (BMS353, DIK4726, MMS8D3,
BM1223)

Primer Volumen (ul) Konzentration im 10x
(Konz.: 20 uM) Primermix (uM)
BMS353 fwd / rev 10/10 0,5
DIK4726 fwd / rev 30/30 1,5
MMS8D3 fwd / rev 50/50 2,5
BM1223 fwd / rev 20/20 1,0

H,O fiir Mol.-Biol. 180 -

Gesamt 400 -

Tabelle 22: Multiplex Nr. 2, 10x Primermix der Mikrosatelliten TGLA226, DIK4025, DIK2729,
ILSTS82, BMS778, BMS1987, DIK5023)

Primer Volumen (ul) | Konzentration im 10x
(Konz.: 20 uM) Primermix (uM)
TGLA226 fwd / rev 30/30 1,5
DIK4025 fwd / rev 30/30 1,5
DIK2729 fwd / rev 10/20 0,5
ILSTS82 fwd / rev 10/20 0,5
BMS778 fwd / rev 50750 2,5
BMS1987 fwd / rev 15/15 0,75
DIK5023 fwd / rev 10/10 0,5
H,O fiir Mol.-Biol. 70 -
Gesamt 400
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Tabelle 23: Multiplex Nr. 3, 10x Primermix der Mikrosatelliten TGLA110, ILSTS98 bzw.
ILSTS98_neu, DIK1155, CSSM53, BMS1837

Primer Volumen (ul) | Konzentration im 10x
(Konz.: 20 uM) Primermix (uM)
TGLA110 fwd / rev 10/10 0,5
ILSTS98_ fwd / rev* 20/20 1,0
DIK1155_ fwd / rev 20/20 1,0
CSSM53_ fwd / rev 40 /40 3,5
BMS1837_ fwd / rev 30/30 1,0

H,O fiir Mol.-Biol. 160 -

Gesamt 400

*ILSTS98 bzw. ILSTS98_neu

Tabelle 24: Multiplex Nr. 4, 10x Primermix der Mikrosatelliten DIK4880, DIK4676, DIK5133,
DIK?2862, DIK4972

Primer Volumen (ul) | Konzentration im 10x
(Konz.: 20 uM) Primermix (uM)
DIK4880_ fwd / rev 40/40 2,0
DIK4676_fwd / rev 10/ 10 0,5
DIK5133_ fwd / rev 20/20 1,0
DIK2862_ fwd / rev 20/20 1,0
DIK4972_ fwd / rev 10/10 0,5

H,O fiir Mol.-Biol. 200

Gesamt 400

Tabelle 25: Multiplex Nr. 5, 10x Primermix DIK4369, BMS1264, DIK4673

Primer Volumen (ul) Konzentration im 10x
(Konz.: 20 uM) Primermix (uM)
DIK4369_ fwd / rev 10/10 0,5
BMS1264_ fwd / rev 10/10 0,5
DIK4673_ fwd / rev 10/10 0,5

H,O fiir Mol.-Biol. 270

Gesamt 400

Tabelle 26: Reaktionsansatz fiir die Multiplex-PCR 1-5

Ansatz Konzentration in 12 pl
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Tabelle 27: PCR-Programm zur Durchfithrung der Multiplex-PCR

Zyklus Temperatur (°C) Dauer in min Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 15:00 1
Denaturierung 95 °C 0:30
~

Annealing Multiplex Nr.1: 54 °C

Multiplex Nr.2: 60 °C

Multiplex Nr.3: 60 °C 1:30 > 30

Multiplex Nr.4: 62 °C

Multiplex Nr.5: 56 °C Y,
Elongation 72 °C 1:00
Abschlieende Elongation 72 °C 10:00 1
Kiihlung 6 °C 0

Fiir die Einzel-PCR zur Analyse des Markers MNB48 wurde der in Tabelle 10 beschriebene
Ansatz verwendet. Als PCR-Protokoll diente das in Tabelle 16 aufgefiihrte Protokoll mit einer

Annealingtemperatur von 67 °C und einer Elongationszeit von 30 Sekunden.

3.2.10 Sequenzanalyse

3.2.10.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die zur Sequenzierung eingesetzten PCR-Produkte wurden mit dem Wizard® SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega GmbH, Mannheim) nach Herstellerprotokoll aufgereinigt.

3.2.10.2 Sequenzierung spezifischer Genbereiche

Fiir die Suche nach Polymorphismen in den ausgewihlten Genen wurden Sequenzierungen
durchgefiihrt. Als Verfahren wurde das Didesoxynukleotidverfahren (Sanger et al., 1977) mit
fluoreszensmarkierten Didesoxynukleosidtriphospahten gewihlt und in Form einer Zyklus-
Sequenzierung durchgefiihrt (Slatko, 1994).

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems Applera Dtl GmbH, Darmstadt) realisiert, wobei der im Protokoll
vorgeschlagene reduzierte Reaktionsansatz mit 2 pul BigDye Sequencing Buffer, 4 pul Premix
und 5 pmol des jeweiligen Primers auf ein Gesamtvolumen von 20 ul angesetzt wurde. Als

Template wurden die aufgereinigten PCR-Produkte der Reaktionen aus Tabelle 18 verwendet,
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wobei die Menge (in ng) nach Herstellerempfehlung durch Division der Léinge des zu
sequenzierenden Produktes (in bp) durch den Faktor 20 ermittelt wurde. Die
Sequenzierreaktion fand in dem Gradientencycler iCycler 96well (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen) mit dem fiir das Kit angegebenen Protokoll statt. Die Annealingtemperatur
bei allen Reaktionen betrug 55 °C.

Direkt im Anschluss an die Sequenzierreaktion wurde diese gefillt. Hierfiir wurde 1/10 des
PCR Volumens an 3M Natriumacetat (pH 4,6-5,2) und das 2%fache an EtOH (absolut,
unvergillt) zugegeben, der Ansatz gemischt und bei 11000 rpm fiir 20 Minuten zentrifugiert
(Sambrook et al., 1989). Der Uberstand wurde daraufhin mittels einer Wasserstrahlpumpe
quantitativ abgezogen und das Pellet 2x mit 150 pl 70%igem EtOH gewaschen, bei 11.000
rpm fiir acht Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit einer Wasserstrahlpumpe
abgezogen. Die Trocknung des Pellets wurde in einem Gradientencyclers (iCycler, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen) bei 50 °C fiir 15 Minuten durchgefiihrt und die Proben
lichtgeschiitzt bei —20 °C bis zur Analyse auf dem ABI PRISM® 377 DNA Sequencer
(Applied Biosystems Applera Dtl GmbH, Darmstadt) aufbewahrt.

3.2.11 Restriktionsspaltung

Der Nachweis der in Tabelle 28 aufgefiihrten Polymorphismen fand in Form eines
Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus (RFLP) statt (Saiki et al., 1985). Fiir die
Produkte CXCR1/4777 und STAT1/3°UTR wurden die Enzyme aus den Veroffentlichungen
von Leyva-Baca et al. (2007) bzw Cobanoglu et al. (2006) eingesetzt. Alle weiteren
eingesetzten Restriktionsenzyme wurden mit Hilfe der Internetsoftware NEBcutter 2.0 (New
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA) ausgewdhlt (Vincze et al., 2003). Wenn
moglich, wurden die Enzyme bzw. die Primer fiir die PCR-Produkte so ausgewdhlt, dass im
Produkt eine weitere nicht variable Schnittstelle fiir das Enzym vorhanden war, durch welche
eine Kontrolle des Restriktionsverdaus ermoglicht wurde (Newton und Graham, 1994). Die
PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen hydrolisiert, wobei je 8
ul PCR-Produkt mit je 0,5 pul Enzym und aq. bidest, sowie mit 1 pl Puffer angesetzt wurden

und mit den in Tabelle 28 aufgefiihrten Bedingungen inkubiert.
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Tabelle 28: Mittels RFLP untersuchte SNPs sowie verwendete PCR-Produkte und RFLP-Bedingungen

SNP PCR-Produkt Restriktions- Puffer °C Inkubations-
enzym zeit
CXCRI1/Ex1/+777 CXCRI1_+777 Bsp12861 NEBuffer 4 37 16 h
CXCRI1/Ex1/+199 CXCRI_ExI_+199 Mnll Puffer G 37 16 h
CXCRI1/5°UTR/-96 CXCRI_5"UTR_-96 Taql Puffer Taql 65 16 h
PIP5K3/Int18/-112 PIP5K3 _Intl18-ExI9 Taal Puffer Tango 65 16 h
PIP5K3/Ex19/+58
PIP5KI3/Ex19/+792 PIP5K3_ExI19 2N Bvel Puffer 0* 37 16 h
PIP5K3/Ex26/+69 PIP5K3_Ex26 Bful Puffer Bful 37 16 h
STATI1/3'UTR STATI_3°UTR Pagl Puffer 0 37 16 h

* =Zugabe von 0,2 pl 50x Oligonukleotide

3.2.12  Gelelektrophorese

3.2.12.1 Agarosegelelektrophorese

Kontrolle der PCR-Bedingungen und Mengenschdtzung der PCR-Produkte

Zur Kontrolle der PCR Bedingungen wurden 5 pl des PCR-Produkts zusammen mit 2 pl eines
Ladepuffers [0,25% (v/v) Bromphenolblau, 0,25% (v/v) Xylencyanol FF, 30% (v/v) Glycerol,
69,5% (v/v) Wasser] auf ein 1,5%iges Agrarosegel geladen und die Produkte anschlieBend
durch eine Elektrophorese bei 150 bis 200 V fiir 60 bis 90 min aufgetrennt. Als Marker diente
hierbei die FastRuler™ DNA Ladder, Low Range (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Im
Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Gel in Ethidiumbromid geférbt, die
angefidrbten Banden unter UV-Licht bei 254 nm sichtbar gemacht (Sambrook et al., 1989) und
auf ihre Qualitidt und Quantitét hin beurteilt.

Ebenso wurde auch zur Schitzung der Produktmenge fiir die Sequenzierung verfahren.
Hierfiir wurde — anschlieBend an die Farbung — die Intensitdt der Bande des PCR-Produkts
und die der Bande mit bekannter Konzentration der DNA-Leiter verglichen und so die

Konzentration der DNA im PCR-Produkt geschitzt.
RFLP und Tetra Primer-ARMS PCR

Im Anschluss an die Restriktionsspaltung und die allelspezifische PCR wurden die Fragmente

auf einem Agarosegel mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Hierfiir wurde der gesamte
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Ansatz der Restriktionsspaltung mit 2 ul eines Ladepuffers [0,25% (v/v) Bromphenolblau,
0,25% (v/v) Xylencyanol FF, 30% (v/v) Glycerol, 69,5% (v/v) Wasser] versetzt. Der Ansatz
der Tetra Primer-ARMS PCR wurde mit je 3ul des oben genannten Ladepuffers gemischt. Im
Anschluss daran wurde die gesamte Menge des RFLP-Ansatzes und die Hilfte der Tetra
Primer-ARMS PCR auf ein Agarosegel geladen und eine Gelelektrophorese mit
anschliefender Ethidiumbromidfiarbung durchgefiihrt. Die angefdrbten Banden wurden unter

UV-Licht bei 254 nm sichtbar gemacht (Sambrook et al., 1989).

3.2.12.2 Polyacrylamidgelelektrophorese

Fragmentlingenanalyse

Die Fragmentlingenanalyse der Mikrosatelliten wurde an einem halbautomatischen
Sequenziergerit, dem ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems Applera Dtl
GmbH, Darmstadt) mittels lasergestiitzter Polyacrylamidgelelektrophorese (PAA-
Gelelektrophorese) durchgefiihrt. Durch die Auswahl verschiedener Filter, die nur eine
bestimmte Wellenldnge passieren lassen, war es mittels unterschiedlicher Markierung (VIC,
NED, 6-FAM) der Riickwértsprimer moglich, die jeweiligen Multiplex-Ansétze mit mehreren
Mikrosatelliten gleichzeitig in einem Slot laufen zu lassen. Die PAA-Gelelektrophorese

wurde wie bei Peter (2005) beschrieben durchgefiihrt.

Sequenzierung

Nach Geriteherstellerangaben wurde ein 0,2 mm diinnes, 5%iges Polyacrylamidgel mit einem
Acrylamid:Bisacrylamidverhéltnis von 29:1 und 7 M Harnstoff gegossen.

Fiir die ca. sechs bis acht Stunden andauernde Gelelektrophorese bei 2500 V, 50 mA, 48 W
und 51 °C wurden 1,5 bis 2 pl der zuvor mit 4 pl Ladepuffer gelosten Sequenzierprobe auf
das Gel geladen. Der Ladepuffer bestand aus 50 mg Blue Dextran 2000, welches durch
Ultraschall in 1 ml EDTA (25mM) gelost und im Verhiltnis 5:1 mit Dimethylformamid
verdiinnt wurde.

Die detektierten Fluoreszenzsignale wurden durch das Programm ABI PRISM® DNA
Sequencing Analysis (Applied Biosystem, Foster City, Californien, USA) in Sequenzsignale

umgeschrieben.
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3.2.13  Statistische Methoden

3.2.13.1 Genotypen

Die Genotypen der Bullenviter der Familien ADR-MAS 5-7 wurden durch den manuellen

Verlgeich der Typisierungsergebnisse ihrer Nachkommen bestimmt.

3.2.13.2  Allel- und Genotypfrequenz

Die Allelfrequenz wurde mit dem Computerprogramm CERVUS Version 3.0.3 (Field
Genetics Ltd., T. Marshall) berechnet. Die Genotypfrequenz wurde nach Auszdhlung der

Genotypen manuell berechnet.

3.2.13.3 Markerkarte

Die Markerreihenfolge und —positionen bei MARC_USDA (http://www.marc.usda.gov/
genome/cattle/cattle.html) basieren auf einer Kopplungsanalyse. Zur Festlegung der genauen
populationsspezifischen Markerpositionen wurde in einem ersten Schritt die bei
MARC_USDA angegebene Markerreihenfolge iiberpriift. Hierfiir wurde die Sequenz der
Mikrosatelliten in der bovinen Genomsequenz Build 3.1 geblastet. AnschlieBend wurden die
Markerabstinde basierend auf dieser Reihenfolge mit der Cri-Map-Software (Washington
University School of Medicine, St. Louis, P. Green St. Louis, Missouri, USA) mit der
/BUILD/-Option berechnet.

3.2.13.4 QTL-Analyse

Die QTL-Analyse wurde wie bei Baes et al. (2010) beschrieben durchgefiihrt.

Die “Linkage Phase” von allen Vitern und ihren S6hnen wurde mit Hilfe des Programmes
BIGMAP (Reinsch, 1999), basierend auf den Markergenotypen, geschitzt.

Der Mittelpunkt zwischen zwei Markern wurde als putative QTL-Position konstruiert,

wodurch insgesamt 25 putative QTL-Positionen in die Berechnungen mit einflossen.

3.2.13.4.1 Kopplungsgleichgewicht

Das Modell zur Berechnung des Kopplungsgleichgewichts beinhaltete als Zufallsfaktoren
sowohl einen polygenetischen Rand-Effekt als auch einen additiven QTL-Effekt. Die
eingeschrinkte ,log likelihood ratio test statistic* wurde fiir jede putative QTL-Position

berechnet.
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3.2.13.4.2 Kopplungsungleichgewicht

Das Kopplungsungleichgewicht wurde mittels zwei verschiedener Modelle mit in die

Berechnung des QTL-Bereichs einbezogen. Diese werden im Folgenden beschrieben.

- Aufnahme der Kopplungsungleichgewichtsanalyse mittels Varianzkomponentenanalyse

Fiir die Berechnung des kombinierten Kopplungsgleich- und -ungleichgewichts wurde eine
Varianzkomponentenanalyse nach dem Ansatz von Meuwissen et al. (2002) durchgefiihrt.
Hierfiir wurde eine IBD-Submatrix angefertigt, durch welche die Wahrscheinlichkeit der

Marker, ,,identical by descent® zu sein, mit in die Berechnungen integriert wurde.

- Aufnahme der Kopplungsungleichgewichtsanalyse mittels ,,Regression on Marker Alleles*

In diesem Ansatz wurde die Signifikanz jedes einzelnen Markers auf die QTL-Kurve getestet.
Marker, die ein nominales Signifikanzlevel von 5% aufwiesen, wurden in einem weiteren
Modell mit dem Marker (QTL) als fixem Effekt iiber alle 25 putativen QTL-Positionen
untersucht, um so zu bestimmen, wie viel QTL-Varianz durch den Einbezug des einzelnen

Markers erkliart werden konnte.

3.2.13.5 Assoziationsanalyse

Im Folgenden sind die unterschiedlichen Modelle fiir die Durchfithrung der

Assoziationsanalyse erldutert.

3.2.13.5.1 Assoziationsanalyse in einem 20 cM groflen, den SNP umschlieBenden, Fenster

Zur Schitzung des polygenen Effekts aller Gene (auBler des QTLs/SNPs), der Effekte des
putativen QTLs und des Residualeffekts der Umweltvarianz auf die somatische Zellzahl
wurde eine Varianzkomponentenanalyse mit den Genotypen des jeweiligem SNPs als fixem
Effekt iiber alle 3 Laktationen hinweg durchgefiihrt (Gortz et al., 2009). Die polygenetische
Varianz wurde durch den Einbezug eines erweiterten Pedigrees, der die nicht-genotypisierten
Vorfahren (n=8073) der genotypisierten Tiere beinhaltete, beriicksichtigt. Die kondensierte
genetische Verwandtschaftsmatrix wurde fiir jeden ¢cM eines 20 cM groen, den SNP
umschlieBenden Fensters mit der Fortran 90 software COBRA (Baes und Reinsch, 2007)
berechnet.

Das folgende gemischte lineare Modell wurde fiir die Schitzung der
Varianzkomponentenanalyse genutzt und mit Hilfe von ASReml (Gilmour et al., 2006)

gerechnet.
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YVijk = M + Genotyp; + aj + gk + €jjk

Yijk =DYD inder 1., 2. bzw. 3. Laktation

1l = Mittelwert der Population

Genotyp; = fixer Effekt des Genotyps 1

a; = polygenetischer Randeffekt des Tieres j
fun = gametischer Randeffekt der Gamete k
€ijk = zufilliger Resteffekt

Untersucht wurden — mit Ausnahme des SNPs PIP5SK3/Ex26/+69 — die SNPs, deren

Typisierungsergebnisse nicht in die QTL-Kartierung einflossen.

3.2.13.5.2 Einfluss des Genotyps nach Laktationen getrennt

Mit einem weiteren Modell wurde die Beziehung zwischen dem Genotyp und der DYDs in
der 1., 2. und 3. Laktation mit der Prozedur ALM-univariat von SPSS Version 15 (SPSS Inc.,
Chicago, USA) aller untersuchten SNPs berechnet.

yi = 4 + Genotyp;+ ¢;

Yi =DYD inder 1., 2. bzw. 3. Laktation
1l = Mittelwert der Population
Genotyp; = fixer Effekt des Genotyps 1

e; = zufilliger Resteffekt

3.2.13.5.3 Interaktion zwischen Genotyp und Familie in den heterozygoten Familien

Die Signifikanz der Interaktion zwischen Genotyp und Familie wurde mit der Prozedur ALM-
univariat von SPSS Version 15 (SPSS Inc.,, Chicago, USA) untersucht. Das
Auswertungsmodell beriicksichtigte die fixen Effekte von Genotyp, Familie und der

Interaktion zwischen Genotyp und Familie.

¥ij = 1 + Genotyp; + Familie; + Genotyp*Familie j; + e;;

1l = Mittelwert der Population

Yij =DYD in der 1., 2. bzw. 3. Laktation

Genotyp; = fixer Effekt des Genotyps

Familie; = fixer Effekt der Familie

Genotyp*Familie = fixer Effekt der Interaktion zwischen Genotyp und Familie
€jj = zufilliger Resteffekt
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4 Ergebnisse
4.1 Mikrosatellitenanalyse

4.1.1 Typisierbarkeit der Mikrosatelliten

Insgesamt wurden 25 Mikrosatelliten fiir die Eingrenzung des QTL-Bereichs auf BTA02
typisiert. Alle Mikrosatelliten, mit Ausnahme von MNB48 und BMS1264, lieen sich mit
vereinzelten Ausfillen zuverldssig typisieren (Tabelle 29). Trotz einzelner Amplifizierung des
Mikrosatelliten MNB48 und Austestung der PCR mit unterschiedlichen Adjuvanzien zeigte
dieser Marker insgesamt 46 Typisierungsausfille. Am Genort BMS1264 lieB3en sich insgesamt
39 Proben nicht zuverléssig typisieren. Bei der Typisierung des Mikrosatelliten /LSTS098 mit
den Primern ILSTS098_F/R wurden insgesamt sechs verschiedene homozygote Genotypen
innerhalb einer Familie gefunden. Durch die Auswahl neuer Primer (ILSTS098_n_F/R)
konnte jedoch auch dieser Marker korrekt typisiert werden, welcher Anstelle des

urspriinglichen Primers in die spiteren Berechnungen einfloss.

Tabelle 29: Typisierungsergebnisse der untersuchten Mikrosatelliten

Marker égﬁglere;ﬁ(;eg;e(fg Fehlende Typisierungen (n=) Ausfallrate in %
BM1223 1117 4 0,36
BMS1264 1082 39 3,48
BMS1837 1115 6 0,54
BMS1987 1109 12 1,07
BMS353 1117 4 0,36
BMS778 1112 9 0,80
CSSM53 1114 7 0,62
DIK1155 1118 3 0,27
DIK2729 1117 4 0,36
DIK2862 1109 12 1,07
DIK4025 1116 5 0,45
DIK4369 1108 13 1,16
DIK4673 1103 18 1,61
DIK4676 1112 9 0,80
DIK4726 1116 5 0,45
DIK4880 1107 14 1,25
DIK4972 1109 12 1,07
DIK5023 1120 1 0,09
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Tabelle 29 (Fortsetzung)

Marker ?;;?gizflogleg;e(ﬁ: Fehlende Typisierungen (n=) Ausfallrate in %
DIK5133 1110 11 0,98
ILSTS098 1118 3 0,27
ILSTSS2 1117 4 0,36
MMS8D3 1116 5 0,45
MNB48 1075 46 4,10
TGLAI10 1119 2 0,18
TGLA226 1119 2 0,18

4.1.2 Allelfrequenz der Mikrosatelliten

Tabelle A 4 gibt die fiir die untersuchten Mikrosatelliten identifizierten Allele sowie deren

Frequenz im untersuchten Tiermaterial wieder.

4.1.3 Genotypen der Viiter

Die Genotypen der Bullenviiter sind der Tabelle A 5 im Anhang zu entnehmen.

4.1.4 Karten- und Markerinformation

Fiir die Kartierung des QTLs fiir SCS auf BTA0O2 wurden zusétzlich zu den 25 beschriebenen
Mikrosatellitenmarkern die Typisierungsdaten der SNPs STATI1/3'UTR und CXCRI/+777
verwendet. Die Mikrosatellitenmarker hatten durchschnittlich 6,04 Allele mit einem
Maximum von 11 Allelen fiir den Marker MNB48 und einem Minimum von 3 Allelen fiir den
Marker BMS1264. Nach der Positionsberechnung ergab sich inklusive der beiden SNP ein
durchschnittlicher Markerabstand von 3,14 ¢cM mit einem Maximum von 9,6 cM zwischen
den Markern BM1223 und BMSI987 und einem Minimum von 0,01 cM zwischen den
Markern DIK4673 und ILSTS098.Fiir die Marker DIK2862 und BMS778 wurde im Vergleich
zu der Reihenfolge der MARC_USDA-Karte eine umgekehrte Reihenfolge festgestellt. Fiir
den Marker DIK4676 konnte keine Position in der Markerkarte festgelegt werden, weshalb
die Typisierungsdaten dieses Markers nicht mit in die QTL-Berechnungen einfloss. Der PIC-
Wert des Markers betrug 0,082 und die Heterozygotierate (HZ) 8,6 %. Die
Markerreihenfolge, die Markerposition im QTL-Bereich, die Anzahl der Allele pro Marker,
die Anzahl der informativen Meiosen, der polymorphe Informationsgehalt sowie die

Heterozygotierate sind in Tabelle 30 zu sehen.
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Tabelle 30: Markerinformation der untersuchten Mikrosatelliten sowie der SNPs STAT1/3°UTR und
CXCR1/+777. Die Marker sind in ihrer berechneten Reihenfolge angegeben. Die Markerposition ist
im Bezug auf die Position im untersuchten QTL-Bereich angegeben.

Marker Position Anzahl Informative PIC HZ  Intervall*

(cM) Allele Meiosen (%) (Nr.)

DIK2729 0,00 4 279 0375 60

DIK4025 2,00 8 60 0.217 20 :
DIK4673 7,30 6 206 0.619 40 ’
ILSTS098 7,31 9 230 0.580 60 ’
STATI1/3°UTR 10,40 2 38 0.357 40 )
ILSTS82 11,50 7 770 0.651 90 :
BMS1264 13,10 3 710 0.584 90 °
DIK4369 15,60 6 318 0.629 70 !
BMS353 16,00 5 679 0.582 80 °
DIK4972 16,90 5 474 0.526 80 190
MNB48 18,80 11 531 0.611 80 1
BMS1837 22,70 6 487 0.522 80 »
DIK2862 28,50 10 498 0.541 80 13
BMS778 31,10 8 803 0.672 90 14
CSSM53 35,00 5 471 0.532 70 5
DIK5133 37,00 7 714 0.624 90 16
TGLA226 40,60 5 485 0.599 70 17
DIK4880 41,60 5 476 0.561 70 13
DIK4726 48,60 7 95 0.307 30 19
TGLAIIO 50,80 5 267 0.340 30 20
CXCRI1/+777 51,80 2 473 0.374 90 51
MMS8D3 52,70 7 408 0552 50 2
BM1223 56,80 6 231 0.306 30 3
BMS1987 66,40 4 284 0.358 40 24
DIK5023 74,70 4 496 0.547 80 55
DIK1155 81,60 4 330 0.434 50

* = Zwischen zwei Markern befindliches Intervall, PIC = Polymorphism Information Content,
HZ = Heterozygotierate
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4.1.5 QTL-Analyse

Wie in Kapitel 3.2.13.4 beschrieben wurden sowohl eine Kopplungsanalyse als auch eine
kombinierte Analyse mit Kopplungsgleich- und -ungleichgewicht sowie eine
Regressionsanalyse mit einzelnen Markern durchgefiihrt. Durch die Anwendung des
Kopplungsgleichgewichts konnte das Konfidenzintervall des QTL fiir SCS auf BTA02 von
128 cM auf 38 cM reduziert werden.

4.1.5.1 Kopplungsgleichgewicht mittels Varianzkomponentenschitzung

Die Ergebnisse des RLRTs (Restricted Likelihood Ratio Test) sind in Abbildung S5a
dargestellt. Das RLRT-Profil zeigt die Ergebnisse der Analyse eines Modells, welches einen
QTL fiir den SCS und einen polygenetischen Randeffekt beinhaltete, gegeniiber einem
Modell mit nur einem polygenetischen Randeffekt.

Die Likelihood-Kurve erreichte ein Maximum von 20,29 im Markerintervall 13 zwischen den
Markern DIK2862 und BMS778. 22 Positionen waren auf einem chromosomweiten Level
signifikant, 15 Positionen erreichten auf einem genomweiten Level eine Signifikanz und 12

Positionen lagen in einem 1-LOD drop Konfidenzintervall mit globalem Maximum.

4.1.5.2 Kopplungsungleichgewicht mittels Varianzkomponentenschitzung

Abbildung 5b) stellt das Likelihood-Profil der LD-Analyse dar. Die gesamten Werte lagen auf
einem sehr geringen Level. Die Analyse zeigte, dass zwischen den einzelnen Markern kein

LD vorhanden ist.

4.1.5.3 Kombinierte LDLA-Varianzanalyse

Die kombinierte LDLA-Analyse (Abbildung 6) ergab zwei Hauptpeaks zwischen den
Markern MNB48 und TGLA226 sowie den Markern DIK4880 und DIK4726. Der Peak
zwischen den Markern MNB48 und TGLA226 war sowohl chromosomweit als auch
genomweit signifikant. Auflerdem erreichten zwei weitere Peaks die chromosomweite
Signifikanzgrenze (zwischen ILSTS098 und SNP STATI/3°UTR sowie BMI1223 und
BMS1987).

Die beschriebenen Hauptpeaks befanden sich in der durch die LA-Analyse erhaltenen
signifikanten Region. Das RLRT der kombinierten LDLA-Varianzanalyse war an allen

Positionen jedoch geringer als das der LA-Analyse.
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Abbildung 5 a) und b): Restricted log-likelihood ratio der Kopplungsanalyse mit Kopplungsgleich-
gewicht (a) und Kopplungsungleichgewicht (b). Die putative QTL-Position innerhalb eines
Markerintervalls ist jeweils mit einem (#) angegeben. Die obere gestrichelte horizontale Linie gibt den
genomweit-signifikanten, die untere den chromosomweit-signifikanten Schwellenwert an.
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Abbildung 6: Restricted log-likelihood ratio der Kopplungsanalyse mit kombiniertem
Kopplungsgleich- und -ungleichsgewicht. Die putative QTL-Position innerhalb eines Markerintervalls
ist jeweils mit einem (#) angegeben. Die obere gestrichelte horizontale Line gibt den genomweit-
signifikanten, die untere den chromosomweit-signifikanten Schwellenwert an.

4.1.5.4 Kombinierte LDLA-Regressionsanalyse

Zwei der Marker (ILSTS098 p < 0,05 und BMS778 p < 0,01) erreichten bei der Regressions-
analyse ein nominales Signifikanz-Level von mindestens 5%, woraufhin fiir jeden der beiden
Marker eine Regressionsanalyse iiber alle 26 QTL-Positionen durchgefiihrt wurde.

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 7 a und b dargestellt. Zu sehen ist die
verringerte Likelihood-Ratio der QTL-Varianz nach Einbezug des jeweiligen Markers im
Vergleich zur QTL-Varianz durch LA-Analyse. Durch den Marker ILSTS098 kam es zu
keiner signifikanten Verdnderung der Likelihood-Ratio, wohingegen der Marker BMS778 zu

einer deutlichen, signifikanten Abnahme der QTL-Varianz fiihrte.
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Abbildung 7: Restricted log-likelihood Profile der Kopplungsanalyse mit Regression des additiven
Markereffektes in den Familien: ILSTS098 (a) and BMS778 (b). Die grauen Kurven zeigen die
Kopplungsanalyse ohne Markerregression zur Verdeutlichung der Auswirkung des jeweiligen Markers
auf die QTL-Varianz. Die putative QTL-Position innerhalb eines Markerintervalls ist jeweils mit
einem (4) angegeben. Die obere gestrichelte horizontale Line gibt den genomweit-signifikanten, die
untere den chromosomweit-signifikanten Schwellenwert an.
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4.2 Kandidatengene

Tabelle 31 gibt alle durch Sequenzierung nachgewiesenen SNPs wieder. Die bereits in
anderem Tiermaterial untersuchten und publizierten SNPs CXCRI1/5°UTR/-1768,
CXCRI1/+777 und STAT1/3°UTR wurden nicht in die Tabelle aufgenommen.

Tabelle 31: In den untersuchten Genen CXCRI1, IGFBP2 und PIP5SK3 durch Sequenzierung
nachgewiesene SNPs

Gen Lokalisation im Gen Nukleotidaustausch
CXCR1 5"UTR, Position -96 A/G

Exonl, Position +199 T/C
IGFBP2 Intron 1, Position +55 A/G

Intron 3, Position+167 C/G

Intron 3, Position+193 C/G

Intron 3, Position+146 G Insertion
PIP5K3 Intron18, Position —112 A/G

Exon XIX, Position+58 A/G

Exon XIX, Position+792 A/G

Exon XXVI, Position+69 T/C

4.2.1 STAT1

4.2.1.1 PCR und Sequenzierung

Die Sequenzierung des Amplifikats STATI_3"UTR zeigte, dass es sich bei dem Produkt um
die zu amplifizierende Sequenz handelte. Der innerhalb dieses Produktes an Position 204
beschriebene Polymorphismus STAT1/3 UTR konnte mittels der Sequenzierung innerhalb der

Rasse Dt. Holstein bestitigt werden.

4.2.1.2 Darstellung des SNPs STAT1/3"UTR mittels RFLP

Der SNP STAT1/3°UTR wurde mit dem Enzym Pagl dargestellt. An Position 262 des PCR-
Produktes befand sich eine Kontrollschnittstelle. Neben dieser schnitt das Restriktionsenzym
bei Vorhandensein der Base C an Position 203, bei Vorhandensein der Base T hingegen nicht.
Beide Schnittstellen sind in Abbildung 8 in der Sequenz des PCR-Produkts STATI_3 UTR

markiert.
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1 TAGCCTCAAGTTTGCCAGTGGCTTGCCTIGTGAAATAGTGCAAAGCTGTCCTGTATCTGGGCA
63 GAGGATAAAAGTTATGTGTGTTATTATATTTTCCACACTGGCCATTGAAAACTAAAGATTICT

125 CTTTCTTGGGAGAATTAGCTTTTGGTATGGCTTTATGATGCTGGCTAATATCAATAGAAGGA
Position 203

187 AGTAAACTTTACAAAT?EATGAGTAGTATCTTCCATTTCAGCTTTAATACCAAAGTTGAATA
Position 262

249 TATTCTGCCTTCATCATGAAATTGAAGTTAGTAAATGAAACTGICTTCACAGTTCTATCAAG

311 GGAGCC

Abbildung 8: Sequenz des PCR-Produktes S7TATI_3'UTR mit der Base C an Stelle des
Polymorphismus STATI/3 UTR. Die Position des Polymorphismus ist grau hinterlegt. Die Primer-
sequenzen sind fettgedruckt. Die Erkennungssequenzen des Enzyms Pagl sind unterstrichen und die
Schnittstellen des Enzyms mit einem Pfeil markiert.

Die Fragmente von 262 bp fiir Allel T und 203 bp fiir Allel C wurden auf einem 3,5 %igen
Agarosegel bei 350 V fiir ca. 1,5 h aufgetrennt. Die Darstellung der Fragmente ist in
Abbildung 9 zu sehen. Die fiir die Typisierung irrelevanten Fragmente von 59 und 54 bp sind
auf Grund ihrer geringen Grofe und der daraus resultierenden geringen Fluoreszenz nicht

demonstriert.

bp bp
500 —
400 —
300 — — 316
— 262
200 — — 203

M wuwuv. TT CC TC TC

Abbildung 9: Darstellung der Genotypen TT, CC und TC des SNPs STAT1/3"UTR mittels PCR-RFLP-
Analyse mit dem Enzym Pagl und anschliefender Agarosegelelektrophorese

M = Marker

u.v. = unverdautes PCR-Produkt
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4.2.2 CXCR1

4.22.1 PCR und Sequenzierung

CXCRI_ExI

Fiir die Sequenzierung des Produktes CXCRI_ExI konnte sowohl fiir den Vorwirts- als auch
fiir den Riickwirtsprimer eine Sequenzierreaktion etabliert werden. An Stelle -96 innerhalb
der 5SSUTR konnte ein Polymorphismus der Basen A und G festgestellt werden (Abbildung
10). AuBBerdem wurde an Position 199 des Exons I ein weiterer Polymorphismus detektiert,

bei welchem es zu einem Austausch der Base T durch die Base C kommt (Abbildung 11).

a) CXCR1/5'UTR/-96 Position -96
3663_01 TTGTGGGAGGGGTTTGAGGATGAGTTTGGAAATTACAGCGGCACGCCACCCACAGAAGAC
3437 _01 e N

Abbildung 10: Darstellung des Polymorphismus CXCRI1/5"UTR/-96 mittels eines Seqeunzausschnitts
des PCR-Produkts CXCRI_Ex1

Tier 3663_01: homozygot G
Tier 3437_01: homozygot A

CXCR1/Ex1/+199 + Position 199

3437_01 TTCGGCACACCCCTGTGCAAGGTGGYCTCACTCCTGAAGGAAGTGAACTTCTACAGCGGT
3663_01 e Coveeemneeeeeeeeennnneeeeeeeennnns
325601 0 e T oo oeeeaeee e e eeaeeeeeeeeeeanaeen

Abbildung 11: Ansicht des Polymorphismus CXCRI/Ex1/+199 mittels eines Sequenzausschnitts des
PCR-Produkts CXCRI_ExI

Tier 3437_01: heterozygot T und C (Y)
Tier 3663_01: homozygot C
Tier 3256_01: homozygot T

CXCRI1_+777

Die Sequenzierung des Amplifikats CXCRI_+777 zeigte, dass es sich bei dem Produkt um
die zu amplifizierende Sequenz handelte. Der innerhalb dieses Produktes beschriebene
Polymorphismus konnte mittels Sequenzierung innerhalb der Rasse Dt. Holstein bestitigt

werden.
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4.2.2.2 Darstellung des SNPs CXCR1/5"UTR/-96 mittels RFLP

Der SNP CXCR1/5°UTR/-96 wurde durch einen RFLP mit dem Enzym Tagl dargestellt. Das
mittels der Primer (CXCRI_5 UTR_-96_F+R) amplifizierte 159 bp grofle Produkt wurde durch
den Einbau der kiinstlichen Schnittstelle an Position 23 bei Vorhandensein der Base A am

Polymorphismus geschnitten. Die Schnittstelle des Enzyms innerhalb des PCR-Produkts ist in
Abbildung 12 gezeigt. Bei einem fiir Allel G homozygoten Tier entstand durch den Verdau

somit das Fragment 159, bei einem fiir A homozygoten Tier die Fragmente 136 und 23.

Position 23

v
1 TGGGAGGGGTTTGAGGATGAGTTCGAAAATTACAGCGGCACGCCACCCACAGAAGACTATGA
63 TTATAGTCCCTGTGAGATAAGCACTGAGACACTCAACAAGTATGCTGTGGTCGTCATCTATG

125 CCCTGGTCTTCTTGCTAAGCCTCCTGGGAAACTCC

Abbildung 12: Sequenz des PCR-Produktes CXCRI_5'UTR_-96 mit der Base A an Stelle des
Polymorphismus CXCRI1/5°UTR/-96. Die Position des Polymorphismus ist grau hinterlegt. Die
Erkennungssequenz des Enzyms Tagl ist unterstrichen, die Schnittstelle des Enzyms ist mit einem
Pfeil markiert. Die Primersequenzen sind fettgedruckt. Letzte Base des Vorwdrtsprimers ist die mit
Hilfe des Primers eingebaute Base zur Erschaffung der kiinstlichen Schnittstelle (Kapitel 2.2.8.1.1).

Die Fragmente wurden auf einem 3,5%igen Agarosegel bei 250 V fiir ca. 2 h aufgetrennt
(Abbildung 13). Das fiir die Typisierung irrelevante 23 bp grofe Produkt ist auf Grund seiner

geringen GroBe und der daraus resultierenden geringen Fluoreszenz nicht dargestellt.

bp bp

159

146 — 136

M AA GA neg GA GA AA GG AA AA GG GA

Abbildung 13: Nachweis der Genotypen AA, GG und GA des SNPs CXCR1/5 UTR/-96 durch PCR-
RFLP-Analyse mit dem Enzym Tagl und anschlieender Agarosegelelektrophorese

M = Marker

neg = Negativprobe
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4.2.2.3 Darstellung des SNPs CXCRI/5°UTR/-1768 mittels Tetra-Primer ARMS
PCR

Der Nachweis des SNPs CXCRI1/5°UTR/-1768 erfolgte mittels Tetra-Primer ARMS-PCR.
Abbildung 14 zeigt die durch die Auswahl der allelspezifischen Primer entstehenden
ProduktgroBen. Bei Vorhandensein der Base A an Stelle -1768 in der SSUTR bindet der
innere Riickwértsprimer und bildet zusammen mit dem dufleren Vorwirtsprimer ein 280 bp
groBes Produkt. Beim Vorkommen der Base T bindet hingegen der innere Vorwértsprimer
und bildet ein 187 bp groes Produkt mit dem &duBeren Riickwirtsprimer. Durch die beiden

dufBeren Primer wird ein 410 bp grofles Produkt amplifiziert.

AuBerer Vorwidrtsprimer (5' - 3')

CTTAGTAGCTGCAGCTTGCAGGCTCTAG T<Q::::

Innerer Rickwartsprimer (A- All?i///// 280 bp
CACCTTTTAATATCTCTGCCAGGACTACT

Innerer Vorwdrtsprimer (T-Allel) ////////////

410 bp

AuBerer Riickwartsprimer ‘441::; 187 bp

AGCTATGTGACCTTGAGTGGGTCCTTTT

Abbildung 14: Primer der Tetra-Primer ARMS-PCR zur Darstellung des SNPs CXCR1/5"UTR/-1768,
sowie Produktgrofen der PCR-Produkte. Unterstrichen sind die beiden Mismatchstellen der inneren
Primer, fettgedruckt die beiden allelspezifischen Basen am 3°-Ende der inneren Primer. Alle Primer
sind vom 5°- zum 3"-Ende angegeben.

Die ausgewihlten Primer sind zur Verdeutlichung in Abbildung 15 ober- bzw. unterhalb der
Sequenz des Kontrollfragments aus den dufleren Primern dargestellt. Der Polymorphismus
CXCRI1/5°UTR/-1768 wurde in der Sequenz grau hinterlegt. Um die allelspezifische Bindung
des jeweiligen Primers zu verdeutlichen, wurde an der allelspezifischen Primerbindungsstelle

die jeweilige, dem Primer entsprechende, Base grau hinterlegt.
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1) CTTAGTAGCTGCAGCTTGCAGGCTCTAG
iTTAGTAGCTGCAGCTTGCAGGCTCTAGAGCACGGGCTCAGTGGTAGTTGCGGCTCACGGGCTTAA

Position 1

TTGCTTCGTGGTATGTGGGCTCTTCCTGGAGCAGGGATCAAGCCTGTGTCTCCTACACTGGCAGACAGATTCT
TAACCACTGTGCCACCAGGGAAATTCCACATCTCCCCTITTTTTAGGGAAGAGGATGACTTITTTCTGATTTGAC

GTTTATTGCTTTGCCCTGAGGCTTAGTCTTTTGTGAAAANGCAGTCCTGGCAGAGATATTAAAAGGTGTGGGT
3)AGTAGTCCTGGCAGAGATATTAAAAGGTG

TTGAATGAACTCATAGAACCTCAGATTTGGAAACATCTCAGGGGTTATTTACTCTGCCTCCCTCAATTTGGAT
osition 410

GAGGAAATGGAAATCTGGAGAGGTAAAAGGACCCACTCAAGGTCACATAGCT
4) AAAAGGACCCACTCAAGGTCACATAGCT

Abbildung 15: Sequenz des Kontrollfragments der duBeren Primer von CXCR1/5 UTR/-1768. Die iiber
bzw. unter der Sequenz angegebenen Oligonukleotidesequenzen stellen die fiir die allelspezifische
PCR ausgewihlten Primer dar (siehe auch Abbildung 14). Die Stelle des Polymorphismus ist in der
Sequenz grau hinterlegt. In den Oligonukleotiden ist die jeweilige Base, durch die es an der Position
des Polymorphismus zu einer allelspezifischen Bindung des entsprechenden Primers kommt, grau
hinterlegt. Unterstrichen sind die fiir eine Verbesserung der Bindungsspezifitit sorgenden
Mismatchstellen drei Basen vor dem 3" bzw. 5°-Ende der Primer. 1) = dulerer Vorwirtsprimer, 2) =
innerer Vorwirtsprimer, 3) = innerer Riickwértsprimer reverse und complement und 4) = dullerer
Riickwértsprimer reverse und complement

Die PCR-Produkte konnten auf einem 2%igen Agarosegel bei 250 V fiir ca. 2 h aufgetrennt
werden (Abbildung 16).

bp bp
500 —
400 — — 410
300 — — 280
200 — — 187
100 —

M AA AT AT AA AT TT AT AA

Abbildung 16: Darstellung der Genotypen AA, TT und AT des SNPs CXCR1/5 UTR/-1768 mittels
Tetra-Primer ARMS-PCR und anschlieBender Agarosegelelektrophorese
M = Marker
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4.2.2.4 Darstellung des SNPs CXCRI/Ex1/+ 199 mittels RFLP

Der SNP CXCR1/Ex1/+199 wurde durch einen PCR-RFLP mit dem Enzym Mnll dargestellt.
Die hierfiir ausgewihlten Primer (CXCR1_Ex1_+199_F+R) amplifizierten ein 264 bp groBes
Produkt, in dem sich neben der durch die Base C hervorgerufenen Schnittstelle an Position 83
eine weitere Schnittstelle an Position 35 als Kontrollschnittstelle befand (Abbildung 17). Fiir
die Darstellung der Base T an Position +199 im Exon I resultierten somit Fragmente der
GroBe 35 und 229 bp. Bei Vorhandensein der Base C an eben dieser Stelle schnitt das Enzym
zusitzlich an Stelle 83 des PCR-Produktes, wodurch Fragmente der Groflen 35, 48 und 181

entstanden.

Position 35

v
1 CCATGACCTTGCCTATCTGGGCCGCCTCCAAGGCAAAGGGTTGGGTCTTCGGCACACCCCTG

Position 83
63 TGCAAGGTGGCCTCACTCCTGAAGGAAGTGAACTTCTACAGCGGTATTCTACTGCTGGCCTG

125 CATCAGCATGGACCGCTACCTGGCCATTIGTICCATGCCACACGCACGCTGACCCAGAAGCGGC

187 ACTGGGTCAAGTTCATATGTTTAGGCATCIGGGCCCTGTCCGTGATCCTGGCCCTGCCCATC

249 TTCATCTTCCGTGAGG

Abbildung 17: Sequenz des PCR-Produkts CXCRI_ExI_+199. Die Position des Polymorphismus
CXCRI/Ex1/+199 ist grau hinterlegt. Erkennungssequenzen des Enzyms Mnll sind unterstrichen,
Schnittstellen des Enzyms sind mit einem Pfeil markiert. Die Primersequenzen sind fettgedruckt.

Die Produkte der PCR-RFLP-Analyse konnten auf einem 3,5 %igen Agarosegel bei 250 V fiir
ca. 3 h mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden (Abbildung 18). Die fiir die Typisierung
irrelevanten Fragmentgroen 35 und 48 bp wurden auf Grund ihrer geringen Fluoreszenz

nicht dargestellt.
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501

498 —
404 —
331 —

— 230
— 181

242 —
190 —

147 —
111 —

M CC TT TC neg TC TC TC

Abbildung 18: Darstellung Genotypen CC, TT, TC des SNPs CXCRI/Ex1/+199 durch PCR-RFLP-
Analyse mit dem Enzym Mnll und anschlieBender Agarosegelelektrophorese

M = Marker

neg = Negativprobe

4.2.2.5 Darstellung des SNPs CXCR1/+777 mittels RFLP

Der SNP CXCR1/+777 wurde durch einen RFLP des PCR- Produkts CXCRI_+777 mit dem
Enzym Bspl2681 dargestellt. In Abbildung 19 sind die Erkennungssequenz und die
Schnittstellen des Enzyms Bspl2681 in der Sequenz des Produktes CXCRI_+777
gekennzeichnet. Das eingesetzte Restriktionsenzym schnitt an der Stelle des SNPs, wenn hier

die Base C vorlag. Zusitzlich war eine Kontrollschnittstelle an Position 221 vorhanden.

1 GAGGCCTATCAACCACCGTACTCCGACCTAGTCTGCTACGAGGACCTGGGTGCCAATACAAC
63 GAAATGGCGGATGATAATGCGTGTCCTGCCCCAGACCTTTGGCTTCCTCCTGCCCCTGCTGG
Position 182

v
125 TCATGCTGTTCTGCTACGGATTCACCCTGCGCACGCTATTTTCAGCCCAAATGGGGCACAAG
Position 221

187 CACCGGGCCATGCGGGTCATCTTTGCTGTCGTGC%%GTCTTCCTGCTCTGCTGGCTGCCCTA

249 CAACCTGGTCCTGATCGC

Abbildung 19: Sequenz des PCR-Produktes CXCRI_ExI_+199. Die Position des Polymorphismus
CXCRI/Ex1/+199 ist grau hinterlegt. Erkennungssequenzen des Enzyms Bsp1268I sind unterstrichen,
Schnittstellen des Enzyms sind mit einem Pfeil markiert. Die Primersequenzen sind fettgedruckt.

86



ERGEBNISSE

Die Fragmente der PCR-RFLP-Analyse wurden auf einem 2%igen Agarosegel bei 350 V fiir ca.
1,5 h aufgetrennt (Abbildung 20). Die Fragmente besallen eine Groe von 39, 45 und 182 bp
fiir das Allel C und 45 sowie 221 bp fiir das Allel G. Die Fragmentgroflen von 39 und 47 bp

sind in Abbildung 20 auf Grund ihrer geringen Fluoreszenz nicht dargestellt.

bp bp

500 —

400 —

300 — — 266
— 221

100 —

M uv. GC CC GG GG CC GG

Abbildung 20: PCR-RFLP-Analyse der Genotypen GG, CC und GC des SNPs CXCRI/+777 mit dem
Enzym Bsp12681 und anschlieBender Agarosegelelektrophorese

M = Marker

u.v. = ungeschnittenes PCR-Produkt

4.2.3 IGFBP2

Bei einem in silico durchgefithrten Vergleich der in der Sequenz NC_007300 angegebenen
Exons von IGFBP2 mit der Sequenz der mRNA (NW_174555) dieses Gens zeigte sich, dass
die Sequenz der Exons II und III nicht in der publizierten mRNA-Sequenz vorhanden sind.
Bei beiden Exons konnte eine potentielle Donor-Spleilistelle (AG) nachgewiesen werden.
Zusitzlich befand sich beim Exon III auch eine potentielle Akzeptor-Spleif3stelle (GT),
wohingegen bei Exon II am angegebenen Beginn des Introns 3 die Basen GC vorhanden

waren.

4.2.3.1 Sequenzierung

Alle sechs Exons und der beim Schwein beschriebene Promotorbereich des IGFBP2 konnten
sequenziert werden. Innerhalb der Untersuchung der Exons I bis VI des /IGFBP2 wurden bei
allen Produkten Intronbereiche mit amplifiziert, so dass von Intron 1 im vorderen Teil 263 bp

und im hinteren 81 bp, von Intron 2 jeweils 229 und 67 bp, im 3. Intron 224 und 91 bp, im 4.
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Intron 230 und 36 bp sowie 19bp und 121bp des 5. Intron und 165 bp der an Exon VI
angrenzenden 3'UTR in die Analyse mit einflossen. Im Weiteren sind nur die
Sequenzierergebnisse solcher PCR-Produkte aufgefiihrt, in denen Polymorphismen
nachgewiesen werden konnten. Alle anderen sequenzierten Bereiche des IGFBP2 zeigten sich
in dem untersuchten Tiermaterial monomorph und stimmten zu 100% mit der

Referenzsequenz NC_007300 (Position: 108.810.787 -108.839.273) iiberein.

IGFBP2_ExI

Die Sequenzierung des Exons I erfolgte durch den Riichwirtsprimer IGFBP2_ExI_R.
Innerhalb dieser Sequenz konnte ein in der Sequenz NC_007300 fehlender Abschnitt
identifiziert und mittels des Programms ChromasPro (Technelysium Pty Ltd, Tewantin)
dargestellt werden. Der in der Sequenz NC_007300 fehlende mit einer Grofe von 88 bp
angegebene Abschnitt wies in dem sequenzierten Produkt eine Grofe von insgesamt 270 bp
auf. Durch ein Alignment dieses unbekannten Sequenzabschnitts mit dem aus der mRNA-
Sequenz NW_174555 abgeleiteten Exon I von IGFBP2 konnte gezeigt werden, dass es sich
zum Teil um einen 147 groflen Endabschnitt des Exons I handelt, an den sich der bisher nicht
bekannte vordere 123 bp groBe Abschnitt des Introns I anschlieft (Abbildung 21). Die
vollstindige Sequenz des Exon I sowie vor dieser Arbeit unbekannte Sequenzabschnitt des
Introns 1 sind unter der Accession-Nr. GQ477184 in der GenBank Entrez Gene

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) zu finden.
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NP 219 NP 268
326_01 CGGCTGCGGCTGCTGCTCCGTGTGCGCCCGGCTGGAGGGAGAGCGGTGCGGCGTGTACAC
NC_007300 CGGCTGCGGCTGCTGCTCCGTGTGCGCCCGGCTGGAGGGAGAGCGGTGCG——————————
326_01 CCCGCGCTGCGGTCAGGGGCTGCGCTGCTATCCCAACCCGGGCTCCGAGCTGCCCCTGAG
NCc_007300 @0 ————————————
326_01 GGCGCTGGTCCACGGCGAGGGCACTTGCGAAAAGCACGGCGATGCTGAGTACAGCGCCAG
NC_007300 @ ———
326_01 CCCCGAGCAGGTTGCAGHEREEgeg0ggetgggataactagttgggagaaacttagtaos
Nc_007300 @0 ————————————
326_01 cggggggaagcceggetageggeccttetgeagggaaggagtgtgeggegggaccteaga
NCc_007300 @0 ————————————
326_01 _agcagagtccggggccggct ctgggttggggtggaggcgg
NC_007300 @ ———————————————————— agcagagtcctgggccggctctgggttggggtggaggegg
NP 355

Abbildung 21: Darstellung der Sequenzierergebnisse des in der Sequenz NC_007300 fehlenden
Sequenzabschnitts von IGFBP2. Hellgrau hinterlegt ist der dem Exon I (GroBbuchstaben)
zugeordnete, dunkelgrau der dem Intron 1 (Kleinbuchstaben) zugeteilte Sequenzabschnitt. NP =
Nukleotidposition in der Referenzsequenz NC_007300 des IGFBP2.

An Position +55 des 1. Introns konnte durch die Sequenzierung in Dt. Holstein eine
Punktmutation dargestellt werden. Es handelte sich hierbei um einen Austausch der Basen G

und A (Abbildung 22).

IGFBP2/Int1/+55 Position 55

288_01 GGGAGAAACTTAGTGGGCGGGGGGGAGCCCGGCTAGCGGCCCTTCTGCAGGGAAGGAGTC
326 01 e Reoooooosssoonnneneenssseannnneessseanes
497 01 e et T T T T

Abbildung 22: Ansicht des Polymorphismus IGFBP2/Int1/+55 mittels eines Sequenzausschnitts des
PCR-Produkts IGFBP2/Int1/+55. Identische Nukleotide werden durch Punkte dargestellt.

Tier 288_01: homozygot G
Tier 326_01: heterozygot A und G (R)
Tier 497_01: homozygot A - : Wiedergabe der Sequenziibereinstimmung

IGFBP2_Ex2

Durch die Sequenzierung des PCR-Produkts /IGFBP2_Ex2 konnten drei Polymorphismen im
angrenzenden Intron 3 nachgewiesen werden. Bei zwei dieser Polymorphismen handelte es
sich um Basenaustausche (IGFBP2/Int3/+167, IGFBP2/Int3/+193), wohingegen die dritte
Mutation eine Insertion der Base G darstellte. Da in der Sequenz im Bereich der Insertion

weitere sieben Gs vorhanden waren, konnte die genaue Position der Insertion nicht bestimmt
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werden. Im Weiteren wird die Insertion /IGFBP2/Int3/+146insG genannt, da dies der letzten
Base des G-Repeats entspricht und hier die Insertion deutlich wird. In Abbildung 23 ist die

Darstellung der Polymorphismen zu sehen.

IGFBP2/Int3 +146insG +167 +193

HF 288_01 GCGGGGGGGGTGGGGGTTGGAGTAGGTGGGCCTGGAAGAAAAATAGCAGGGGGACCGTGA
DA griin 14 - n- e ettt e e e e G et eeaeee et
FLV blau l ........................................................ S. . o

Abbildung 23: Sequenzausschnitt des Introns 3 von IGFBP2 zur Darstellung der Polymorphismen
IGFBP2/Int3/+146insG, IGFBP2/Int3/+167 und IGFBP2/Int3/+193. Die Nukleotidpositionen der
Polymorphismen sind oberhalb der Sequenzen im Bezug auf die Position im Intron 3 angegeben.
Identische Nukleotide werden durch Punkte, fehlende Nukleotide durch Striche dargestellt.

Tier 288_01: Insertion der Base G
Tier DA griin 14: heterozygot C und G (S) fiir den SNP IGFBP2/Int3/+167
Tier FLV blau 1: heterozygot G und C (S) Fiir den SNP IGFBP2/Int3/+193

Die Insertion ist in der Abbildung 24 zum besseren Verstindnis in Form von zwei
homozygoten Tieren demonstriert. Das Tier HF 288_01 war jedoch heterozygot. Hierdurch
wurden in der Kurvendarstellung des Computerprogrammes ChromasPro zwei Kurven
tibereinander projiziert. Die eine Kurve entspricht der normalerweise fortlaufenden Sequenz
und die andere Kurve stellt diese Sequenz je um ein bp nach hinten verschoben dar

(Abbildung 24).

G ¢ 6 G 6 G G 66 GG T GG GG GG 6 T T GG G A G T AG
G T 6 6 6 G G T T G G A G TA

WPecandiaalian shassna

Abbildung 24: Kurvendarstellung der Insertion im Intron 3 des /GFBP2 und der nachfolgenden
Sequenzierergebnisse. Die obere Basenabfolge gibt die Sequenz um den Insertionsbereich an, die
untere zeigt die Sequenzverschiebung durch die Insertion der Base G (grau hinterlegt). In der
Kurvendarstellung ist ab diesem Punkt die Verschiebung der Sequenz durch zwei iibereinander
liegende Kurven sichtbar.
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4.2.3.2 Darstellung des SNPs IGFBP2/Int1/+55 mittels Tetra-Primer ARMS PCR

Fiir die Typisierung der Tiere am SNP IGFBP2/Int1/+55 wurde eine Tetra-Primer ARMS-
PCR etabliert. Durch die ausgewihlten inneren Vorwirts- und Riickwértsprimer konnten
beide Genotypen dargestellt werden. In Abbildung 25 sind die ausgewéhlten Primer und die
Grofle der mit ihrer Hilfe amplifizierten PCR-Produkte gezeigt. Der innere Riickwértsprimer
bindet bei Prisenz der Base A an Stelle +55 in Intron 1 und bildet zusammen mit dem
duBeren Vorwirtsprimer ein 131 bp groBBes Produkt. Befindet sich an dieser Stelle hingegen
die Base G bindet der innere Vorwiértsprimer und es wird mit dem dufleren Riickwértsprimer
zusammen ein 188 bp grofles Produkt amplifiziert. Durch die beiden duB3eren Primer entsteht

ein 265 bp grofles Produkt.

1) AuBerer Vorwdrtsprimer (5' - 3')
ACTTGCGAAAAGCACGGCGATGCTGAGT

2) Innerer RlUckwdrtsprimer (A Alleli///// 131bD \\\\\\\\\\
CTGCAGAAGGGCCGCTAGCCGGGATT
- 265 bp
3) Innerer Vorwartsprimer (G Allel)
188 bp
4) AuBerer Riickwidrtsprimer (5' - 3'L/////

CCTCTCCCGGGACCTGACTTTCGGGTTT

Abbildung 25: Primer der Tetra-Primer ARMS-PCR zur Darstellung des SNPs IGFBP2/Intl/+55
sowie Produktgrofen der PCR-Produkte. Unterstrichen sind die beiden Mismatchstellen der inneren
Primer, fettgedruckt die beiden allelspezifischen Basen am 3°-Ende der inneren Primer. Alle Primer
sind vom 5°- zum 3" -Ende angegeben.

Zur Verdeutlichung ist die Sequenz des Kontrollfragments aus den dufleren Primern, sowie
alle vier genutzten Primer in Abbildung 26 dargestellt. An Stelle +199 wurden der
Polymorphismus sowie die fiir die allelspezifische Primerbindung verantwortliche Base im

jeweiligen Oligonukleotid grau hinterlegt.
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1) CACTTGCGAAAAGCACGGCGATGCTGAGT
CACTTGCGAAAAGCACGGCGATGCTGAGTACAGCGCCAGCCCCGAGCAGGTTGCAGGTAACGCGGGGL

Position 1

TGGGATAACTAGTTGGGAGAAACTTAGTGGGCGGGGGGNAGCCCGGCTAGCGGCCCTTCTGCAGGGAAGGAG
3)AATCCCGGCTAGCGGCCCTTICTGCAG

TGTGCGGCGGGACCTCAGAGACCGTTTTAACGGAGGAAGAGCAGAGTCCTGGGCCGGCTCTGGGTTGGGGTG

Position 265
v

GAGGCGGTGGTTGTTGGGAGGGGGGAAAACCCGAAAGTCAGGTCCCGGGAGA
4) AAACCCGAAAGTCAGGTCCCGGGAGAGG

Abbildung 26: Sequenz des Kontrollfragments der dulleren Primer von IGFBP2/Intl/+55. Die iiber
bzw. unter der Sequenz angegebenen Oligonukleotidesequenzen stellen die fiir die allelspezifische
PCR ausgewihlten Primer dar (siehe auch Abbildung 25). Die Stelle des Polymorphismus ist in der
Sequenz grau hinterlegt. In den Oligonukleotiden ist die jeweilige Base grau hinterlegt, durch welche
es an der Position des Polymorphismus zu einer allelspezifischen Bindung des entsprechenden Primers
kommt. Unterstrichen sind die fiir eine Verbesserung der Bindungsspezifitit sorgenden
Missmatchstellen 3 Basen vor dem 3°- bzw. 5°-Ende der Primer. Die Riickwértsprimer sind reverse
und complement angegeben. 1) = dullerer Vorwdrtsprimer, 2) = innerer Vorwértsprimer, 3) = innerer
Riickwértsprimer und 4) = duferer Riickwértsprimer

Die PCR-Produkte wurden auf einem 3,5%igen Gel bei 250 V fiir 2 h aufgetrennt (Abbildung
27).

bp bp
331 —
— 265
242 —
190 — — 188
147 — 13
111 —

M AA GA GA GG GG GG GG

Abbildung 27: Tetra-Primer ARMS-PCR fiir den SNP IGFBP2/Int1/+55 mit anschlieBender
Agarosegelelektrophorese zur Darstellung der Genotypen AA, GG und GA
M = Marker
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4.2.4 PIPSK3

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchung des Gens PIP5K3 dargestellt.

4.2.4.1 Sequenzierung

Mittels Sequenzierung wurden insgesamt 16 Exons auf das Vorhandensein von
Polymorphismen untersucht. Die Exons V, VI, VII, VIII, IX, XXIII, XXIV, XXV, XXVII,
XXVII, XXIX, XXX, XXXI, XXXII zeigten sich in dem untersuchten Tiermaterial
monomorph. In Exon XIX wurden an Position +58 (A>G) und +792 (A>G) Polymorphismen
gefunden. AuBlerdem wurde in Exon XXVI an Position +69 ein SNP (T>C) identifiziert.
Durch die Untersuchung des Exons XIX mittels genomischer DNA wurde auch ein Teil des
Introns 18 sequenziert. In diesem konnte an Stelle -112 ein Basenaustausch (G>A)
nachgewiesen werden. Die Polymorphismen sind in Abbildung 28 und Abbildung 29
dargestellt.

a) PIP5K3/Int18/-112

Position -90

267_01 GAAATGGCTATTAGCATACAAAGTAGTCTTACTTAAGAGTTTTTGICTGGTAGACATTAA
660_01 e R I T T

b) PIP5K3/Ex19/+58

Position +29

267_01 AAGGCTGTCCACAGCACCTGGGCTGTACAATCAAGCTTAGAGGAGGCTCTGATTATGAGC
660_01 e Reooooeeeeoeonneneeeeeeeanneeeens
c) PIPS5K3/Ex19/+792

Position +757
3256_01 GGCATGAGATGCTCTACCCGAAATTATTTTGCGGARCAGGTTTACTGGTCTCCTCTCCTCA
3437 _01 e e e e it i e e Dloeessseeeeeeeeeeenneeeenn
3663 01 e et e Gevrrmooossseennneeennneens

Abbildung 28: Darstellung der Polymorphismen a) PIP5K3/Int18/-112 und b) PIP5K3/Ex19/+58. Die
angegebenen Positionen sind im Bezug auf die Position im jeweiligen Exon bzw. Intron angegeben.
Identische Nukleotide werden durch Punkte dargestellt.

a) Tier 267_01: homozygot G b) Tier 267_01: homozygot A c) Tier 3256_01: heterozygot A/G (R)

Tier 660_01: heterozygot A/G (R) Tier 660_01: heterozygot A/G (R)  Tier 3437_01: homozygot A
Tier 3663_01: homozygot G
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PIP5K3/Ex26/+69

Position +40
OH04_2008 TCCTGTCTTCCTCCATGGATACCCCCCAGCAACTGCAGTCAGTCTTCGAGTCCCTCATCG
OHO7_2008 eeeeeetennaans Gt emmeeee s e eaeeeeeeeeeaeeeeeeeennneeens
OH14 2008 = secereeeeenenanaann o ooomomesoesaoesnesaeeenaeeneeoneeneenns

Abbildung 29: Darstellung des Polymorphismus PIP5K3/Ex26/+69. Die angegebene Position ist im
Bezug auf die Position im Exon angegeben. Identische Nukleotide werden durch Punkte dargestellt.

Tier OH04_2008: homozygot T
Tier OHO07_2008: homozygot G

Tier OH014_2008: heterozygot T/G (K)

4.2.4.2 Darstellung des SNPs PIP5K3/Int18/—112 und des SNPs
PIP5K3/Ex19/+58 mittels Doppel-RFLP

Fiir die Typisierung der beiden Polymorphismen PIP5K3/Int18/-112 und PIP5SK3/Ex19/+58
konnte ein Doppelverdau mit dem Enzym 7aal etabliert werden. Die durch den Vorwértsprimer
eingebaute Base C, zwei Positionen vor dem Polymorphismus PIP5K3/Int18/-112, erzeugte eine
kiinstliche Schnittstelle fiir das Enzym, wodurch auch bei diesem SNP die beiden Genotypen G und A

unterschieden werden konnten. Die jeweilige Schnittstelle des Enzyms an den Polymorphismen

PIP5K3/Int18/-112 und des SNPs PIP5K3/Ex19/+58 ist in Abbildung 30 zu sehen.

iy
1 gtaggaaatggctattagcatacacagtagtcttacttaagagtttttgtctggtagacatt

63 aaaataatgaactaattctgtctggacttctggattgccacctaaacctttttaaccttgtg
125 tttgtttatttgtaGAACAAACCAAGACACTGATGTTTTTTGAAGGCTGTCCACAGCACCTG
2)

125 GGCTGTACAGTCAAGCTTAGAGGAGGCTICTGATTATGAGCTGGCTCGAGTTAAGGAGATCTT

187 AATATTTATGATCTGTGTAGCTTATCATTCTC

Abbildung 30: Sequenz des PCR-Produktes PIP5K3_Int1S-Ex19. Die Position der Polymorphismen
PIP5K3/Int18/-112 (1) und PIP5K3/Ex19/+58 (2) sind grau hinterlegt. Die Seqeuenzanteile des
Introns sind in Kleinbuchstaben, die des Exons in GroBbuchstaben dargestellt. Die
Erkennungssequenzen des Enzyms 7Taal sind unterstrichen, Schnittstellen des Enzyms sind mit einem
Pfeil markiert. Die Primersequenzen sind fettgedruckt. Letzte Base des Vorwértsprimers ist die mit
Hilfe des Primers eingebaute Base zur Erzeugung der kiinstlichen Schnittstelle im Intron18 (Kapitel
3.2.8.1.1).
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Die Fragmente wurden auf einem 3,5%igen Agarosegel bei 250V fiir 2h aufgetrennt.

bp bp

501

439

J04
280 — 231
255 —

232
194 — 190

147

111
86 —

Abbildung 31: Gelbild des Doppelverdaus von PIPSK3/Int18Ex19 mit dem Enzym Taal zum
Nachweis der SNPs PIP5K3/Int18/-112 und PIPSK3/Ex19/+58.

Slot 1: A-G/AA

Slot 2: A-A/A-A

Slot 3- 6: G-A/G-A

Slot 7: G-A/A-A

Slot 8-9: G-A/G-A

Slot 10: Marker

Mit Hilfe des Doppelverdaus war es neben der Typisierung der Polymorphismen méglich, die
Haplotypen G-A, G-G, A-G und A-A (Int18-Ex19) der Tiere sowie die daraus resultierenden
Genotypen (Diplotypen) zu bestimmen. Mogliche Diplotypen sowie alle aus diesen im Zuge
eines Doppel-RFLPs resultierenden Fragmentldngen sind in Abbildung 32 dargestellt. Die
untersuchten Proben wiesen die Diplotypen G-A/G-A, A-G/A-A, A-A/A-A und G-A/A-A
auf, welche zur Verdeutlichung in der Abbildung 32 fett dargestellt sind.
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H1

H2

H1

H2

H1

H2

Abbildung 32: Mogliche Diplotypen der SNPs PIP5K3/Int18/ —112 (Int18) und PIP5K3/Ex19/+58
(Ex19) sowie die aus diesen durch einen Doppelverdau mit dem Enzym 7aal resultierenden
Fragmentlingen in Basenpaaren. Fett gedruckt sind die im Probenmaterial gefundenen Diplotypen.
Senkrechte Striche geben den Schnitt des Enzyms bei Vorhandensein der Base G an beiden
Polymorphismen an. In den Kistchen sind die jeweiligen Fragmentgrofen in Anlehnung an ihre

Int 18 Ex19
G A
25 ! 255
G A
25 ! 255
A G
194 ! 86
G G
25 ! 169 ! 86
G G
25 ! 169 ! 86
G A
25 ! 255
A G
194 ! 86
A A
280
A A
280
A A
280

H1
255
25 2

H1
194
169
86 H2
25

H1
255
169
86 H2
25

H1
280
194 H2
86

H1
280

H2

280
255
25

Int18 Ex19
G A
25 ! 255
A A
280
A G
194 ! 86
G A
25 ! 255
G G
25 ! 169 ! 86
A A
280
A G
194 ! 86
A G
194 ! 86
G G
25 ! 169 ! 86
G G
25 ! 169 ! 86

Auftrennung bei einer Agarosegelelektrophorese schematisch dargestellt. H = Haplotyp

4.2.4.3 Darstellung des SNPs PIP5K3/Ex19/ +792

Der SNP PIP5K3/Ex19/+792 konnte mittels einer PCR-RFLP-Analyse mit dem Enzym Bvel

dargestellt werden. Das Enzym schnitt bei Vorhandensein der Base G, wodurch zwei
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Fragmente mit der GroBBe von 683 und 179 bp entstanden. Lag hingegen die Base A vor,

schnitt das Enzym das 862 bp grof3e Produkt nicht.

001

029

089

149

209

269

329

389

449

509

569

629

689

749

809

ATGACACTGGCCTGTATGTTACCGAGGA
AGTTACCTCTTCTGAAGATAAACGGAAGACTGATTCTTTGACCTTTAAGCAAGAGTTGAA
AGATGTGATCCTCTGTATCTCGCCAGTCATCACATTCCGGGAGCCCTTCCTTTTAACTGA

v Position 179
CAAGGGCATGAGATGCTCTACCCGAGATTATTTTGCGGAGCAGGTTTACTGGTCTCCTCT
CCTCAATAAGGAGTTCAAGGAAATGGAGAGCAGGCGAAAGAAACAGATGCTTAGGGATCT
CTCTGGCCTTCAGGGCATGAATGGAAGTGTTCAGGCCAAGTCCATTCAAGTCCTGCCCTC
ACATGAGCTCGTGAGCACCAGAATTGCTGAGCACCTGGGGGACAGCCAGAGCTTGGGGAG
AATGCTAGCCGATTATCGGGCCAGAGGAGGAAGAATCCAGCAAAAAAACTCAGACCCTTT
TGCTTACTCAAAGGAGGCATCAAGCACCTCAAGTGGAAAATCAGGAAGCAGAACTGAAGG
TGATGAAGAAAAAGGGTTGATTACCAGTGATGCAGTGTGGTCGACAAAGGTGAGCAAGAC
TGCCTTTGTGCTTGTGCACATTTAAGATGGGTGGAAAATCTCTGCTGTGGCAAGGTAAAA
AAGTCAAATATGACAGCTTGCATGCAGATTTATTAAATATTTCATCTGTGCTTTTTTTTT
GTTTTGGTCTCTTTTGTCTTAACGTGTTGCTTTAAAATGTAAGAAATAGGAGTGTAATGT

GATGAAACTAGATTTGAAGGTTTCAGGCTAAGCTCACAGCAAACTCGGAAGAACTGTGAG

GTAGGGGGCAGTIGTGGAGCTGCTTAAAATTTCTGACATGATGACTTGGGTGTAA

Abbildung 33: Sequenz des PCR-Produktes PIP5K3_ExI9 2. Die Position des Polymorphismus
PIP5K3/Ex19/+792 ist grau hinterlegt. Die Erkennungssequenz des Enzyms Bvel ist unterstrichen, die

Schnittstelle des Enzyms mit einem Pfeil markiert. Fett gedruckt sind die Primersequenzen.

Die Fragmente der PCR-RFLP-Analyse wurden auf einem 2%igen Gel bei 250 V fiir ca. 2,5 h
aufgetrennt (Abbildung 34).
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bp bp
900 — — 862
700 — 683
500 —
200 — — 179

M GG AA AG GG AA

Abbildung 34: Darstellung der Genotypen GG, AA und GA des SNPs PIP5K3/Ex19/+792 mit dem
Enzym BciVI mittels PCR-RFLP-Analyse und anschlieBender Agarosegelelektrophorese
M = Marker

4.2.4.4  Darstellung des SNPs PIP5K3/Ex26/+69

Fiir die Typisierung des SNPs PIP5K3/Ex26/+69 wurde ein RFLP mit dem Enzym Bful
etabliert. Abbildung 35 zeigt die Schnittstelle und die Erkennungssequenz des Enzyms in der
Sequenz des PCR-Produkts. Die aus dem Verdau resultierenden Fragmente hatten eine Grof3e
von 114 und 97 bp (Allel T). Da das Enzym keine Kontrollschnittstelle in dem PCR-Produkt
hatte, wurde das Produkt bei Vorliegen der Base G am SNP an keiner Stelle geschnitten.

001 GCGTCTCAGATTGCTGGAGTGGTTTTTGTTCCCCTAGATGGAAGAAAGTGAGTTCAAGAGCT
Position 97

v

063 GGACTGAGAAGATGCAGGCGCGGCTCCTIGICTITCCTCCATGGATACCCCCCAGCAACTGCAG

125 TCAGTCTTCGAGTCCCTCATCGCCAAGAAACAAAGCCTCTGTGAGGTGCTGCAAGCTTGGAA

187 TAACAGGTGTGACTCTGCAGTCAGG

Abbildung 35: Sequenz des PCR-Produktes PIP5K3_Ex26. Die Position des Polymorphismus
PIP5K3/Ex26/+69 ist grau hinterlegt. Die Erkennungssequenz des Enzyms Bful ist unterstrichen, die
Schnittstelle des Enzyms ist mit einem Pfeil markiert. Fett gedruckt sind die Primersequenzen.

Die Fragmente der PCR-RFLP-Analyse wurden auf einem 2%igen Agarosegel bei 250V fiir
ca. 2h aufgetrennt (Abbildung 36).
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bp bp
501/489 —
404 —
331

242 —— — 211
190 —
147 —

1o/111 — :19174

M GT TT TT TT GG TT TT GT GT

Abbildung 36: Abbildung der Genotypen TT, GG und GT des SNPs PIP5K3/Ex26/+69. Dargestellt
mittels PCR-RFLP-Analyse mit dem Enzym Bvel und anschlieender Agarosegelelektrophorese.
M = Marker

4.2.5 Ergebnisse der Auswahlkriterien fiir die SNPs

4.2.5.1  Allelfrequenzen im unverwandten Material

Die Allelfrequenzen in der Population wurde fiir die in Tabelle 32 aufgefiihrten SNPs anhand
unverwandter Tiere geschitzt. Im Zuge des Doppelverdaus der SNPs PIP5K3/Int18/-112 und
PIP5K3/Ex19/+58 wurde auch die Allelverteilung des letzteren ausgewertet. Von den 40

untersuchten Tieren hatte nur ein Tier den Genotyp GA, alle anderen Tiere den Genotyp AA.

Tabelle 32: Allelfrequenzen der untersuchten SNPs in Dt. Holstein Tieren

SNP Allel 1 Allel 2
CXCR1/5°UTR/-96 A=053 G=047
CXCR1/5°UTR/-1768 T =0,71 A=0,29

CXCRI1/Ex1/+199 C=0,56 T=0,44
CXCRI1/+777 Cc=052 G=048
IGFBP2/Intl/+55 G=055 A=045
PIP5K3/Int18/-112 A=084 G=0.,16
PIP5K3/Ex19/+58 A=09 G=0,01
PIP5K3/Ex26/+69 T=08 G=0,14
STAT1/3°UTR C=0,60 T=0,40
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4.2.5.2  Lage und Scores der SNPs

4.252.1 CXCRI

SNP in kodierendem Bereich
Bei dem SNP CXCRI1/Ex1/+199 handelt es sich um einen nicht-synonymen Basenaustausch.
An Stelle der AS Valin wird an Position 67 die AS Alanin in die Aminosduresequenz

eingebaut. Die Blossum62-Matrix ergibt fiir diesen Austausch einen Score von 0.

SNP in nicht kodierendem Bereich

Fir den SNP CXCRI/5'UTR/-96 ergab die Analyse mit TFSEARCH 1.3
(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) eine potentielle Bindungsstelle des
funktionell moglichen Transkriptionsfaktors C/EBP, wobei der Score mit der Base G an Stelle
des SNPs bei 89,2 liegt und bei der Base A nur ein Score von 81,5 erreicht wurde (Abbildung
37).

Entry Score

GGTTTGAGGA TGAGTTTGGA AATTACAGCG GCACGCCACC
————————————— > C/EBP 89.2

GGTTTGAGGA TGAGTTTGAA AATTACAGCG GCACGCCACC
7777777777777 > C/EBP 81.5

Abbildung 37: Die bovine Sequenz um den Polymorphismus CXCR1/5°UTR/-96 wurde mittels des
Programms TFSEARCH 1.3 auf das Vorhandensein von Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
untersucht. In der Abbildung sind die gefundenen Bindungsstellen des funktionell plausiblen
Transkriptionsfaktors C/EBP (Entry) als Pfeile unterhalb der Sequenz dargestellt. Der Score gibt den
Grad der Ubereinstimmung der gefundenen Bindungsstelle mit der optimalen Konsensussequenz der
TRANSFAC-Datenbank fiir Transkriptionsfaktoren an und wurde fiir beide Allele des
Polymorphismus ermittelt. Die Position des Polymorphismus ist grau hinterlegt.

4.2.5.2.2 1GFBP2

SNPs in nicht kodierenden Bereichen

Die Untersuchung der Sequenz in der direkten Umgebung des SNPs IGFBP2/Int1/+55 mit
Hilfe des Programms TFSEARCH 1.3 (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html)
ergab, dass der SNP in einer potentiellen Bindungsstelle fiir den funktionell relevanten Trans-
kriptionsfaktor NF-kappaB (p50) liegt. Durch den Basenaustausch G>A kommt es zu einer
Erhohung des Bindungsscores von 80,9 auf 85,2 (Abbildung 38).
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Die Uberpriifung der Konservierung dieses Bereichs mit dem Internetprogramm Vista
Browser in verschiedenen Spezies fiihrte zu der Annahme, dass es sich bei diesem Bereich
nicht um einen hochkonservierten Bereich handelt (Abbildung 39). Es konnte jedoch auch
beim Menschen und bei der Maus im Bereich des SNPs ein potentielles Bindungselement fiir
NF-kappaB gefunden werden, bei welchem auch beim Menschen durch den Basenaustausch
G>A an der Stelle des SNPs eine Erhohung des Scores auf 87.4 angegeben wurde (Abbildung
38).

Die Priifung des Bereichs um den SNP IGFBP2/Int3/+167 und SNP IGFBP2/Int3/+193
sowie der Insertion IGFBP2/Int3/+146insG zeigte, dass es sich auch hier um einen gering
konservierten Bereich handelt. In der Umgebung des SNPs IGFBP2/Int3/+193 und der
Insertion konnten bis zu einem Score von 75 keine Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen
ermittelt werden. Fiir die Lage des SNPs IGFBP2/Int3/+167 konnten in der Rindersequenz
insgesamt 3 — auch funktionell relevante — Bindungsstellen detektiert werden. Bei keiner
dieser Bindungsstellen wurde ein Score von {iiber 85 erreicht und keiner dieser

Transkriptionsfaktoren hatte eine potentielle Bindungsstelle in der Sequenz der Maus und des

Menschen.
a)Rind
Entry score
AGAAACTTAG TGGGCGGGGG GGAGCCCGGC TAGCGGCCC
7777777777 > NF-kap 80.9
AGAAACTTAG TGGGCGGGGG GAAGCCCGGC TAGCGGCCC
—————————— > NF-kap 85.2
b)Mensch
Entry Score
TGGGAGAAAC TTGGAGGGCA GCGGAGAAGC CCGACGGGCG
&lt;, ——————— NF-kap 76.3
TGGGAGAAAC TTGGAGGGCA GCGGAAAAGC CCGACGGGCG
&lt;—————————- NF-kap 87.4

Abbildung 38: Die bovine (a) und humane (b) Sequenz um den Polymorphismus IGFBP2/Int1/+55
wurde mittels des Programms TFSEARCH 1.3 auf das Vorhandensein von Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren untersucht. In der Abbildung sind die gefundenen Bindungsstellen des
funktionell plausiblen Transkriptionsfaktors NF-kappaB als Pfeile unterhalb der Sequenz dargestellt.
Der Score gibt den Grad der Ubereinstimmung der gefundenen Bindungsstelle mit der optimalen
Konsensussequenz der TRANSFAC-Datenbank fiir Transkriptionsfaktoren an und wurde fiir beide
Allele des Polymorphismus ermittelt. Grau hinterlegt sind die Positionen des Polymorphismus.
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IGFBP2/Int1/+55
217.206.976 l 217.206.986 217.206.9%6
Human CTTGGAGG GGG CAI G LCTI GI GATIDGA AAIDBGTL CI LCEDGALCI G GIDGLE - - - - - - « « « « - =
Rhesus CTTGGAGG GG ECAGECG GI GDGIGEAAIDBE CTE CTECIDGATLG GBI BDBIE - « - « « « = « - - « -«
Dog CTTGGGLCGGGGCGGLGGGGGCGCGCECGECGDEARCTELE ECIBGG - - - - -« = « - - - -
Horse M HHNNHHNHMHBMHNNGNMNHMNRMNHBNEHMNHNHINRMHNHMNHNHRKNHIHEHMNHNHNHNHWNHN- - - - . - . . . . . .
Mouse TCocTCGTAGLCTCAGLCGSGGTTCTCLCTGGICTGGTGALCTILCTTCALCTGTG !
Rat C TCGTaAGLCTTCAGTLCI GGG GTTCTOCTCECTIGGILCTOGGLECAATTLCTLCTTCALCGT G !

Abbildung 39: Ausschnitt eines Sequenzvergleichs mit dem Programm VISTA Browser zur
Feststellung der Konservierung des Genbereiches. Dargestellt ist die Region um den SNP
IGFB2/Int1/+55 welcher mit einem Pfeil markiert ist. Verglichen wurden die Sequenzen von Mensch
(Human), Affe (Rhesus), Hund (Dog), Pferd (Horse), Maus (Mouse) und Ratte (Rat). Identische Basen
habe eine identische Hintergrundfarbe. Punkte geben an, dass in der jeweiligen Spezies Basen bzw.
Bereiche im Vergleich zu anderen Spezies nicht vorhanden sind. N gibt an, dass die Basenabfolge
nicht bekannt ist.

4.2.5.2.3 PIP5K3

SNPs in kodierenden Bereichen

Durch die SNP PIP5K3/Ex19/+58 und PIP5K3/Ex26/+69 kommt es jeweils zu einem AS-
Austausch in der Aminosduresequenz des Proteins PIPSK3. Es handelt sich bei beiden
Mutationen um einen nicht-synonymen SNP. Der SNP PIP5K3/Ex19/+58 fiihrt zu einem
Austausch von Isoleucin zu Valin an Position 20. Beide AS haben unpolare aliphatische
Seitenketten. Durch den SNP PIP5K3/Ex26/+69 wird an Position 23 die AS Glutamat an
Stelle der AS Aspartat in die AS-Sequenz eingebaut, die beide durch ihre negativ geladenen
Seitenketten charakterisiert werden. Beide AS-Austausche weisen einen Score von 2 in der
Blossum62-Matrix auf.

Der SNP PIP5K3/Ex19/+792 stellt einen synonymen SNP dar, welcher nicht weiter

untersucht wurde.

SNP in nicht kodierendem Bereich

Die Sequenz, in welcher sich der SNP PIP5K3/Int18/-112 befindet, kommt als potentielle
Bindungsstelle fiir den funktionell relevanten Transkriptionsfaktor Oct-1 in Frage (Abbildung
40). Der TFSEARCH-Score liegt fiir beide Sequenzmoglichkeiten bei 89,5. Dies zeigt an,
dass der Basenaustausch nicht =zu einer verdnderten Bindungsaffinitit des

Transkriptionsfaktors fiihrt.
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Entry Score

1 GCTATTAGCA TACAAAATAG TCTTACTTAA GAG
&lt;———————— Oct-1 89.5

1 GCTATTAGCA TACAAAGTAG TCTTACTTAA GAG
&lt; - Oct-1 89.5

Abbildung 40: Die bovine Sequenz um den Polymorphismus PIP5K3/Int18/-112 wurde mittels des
Programms TFSEARCH auf das Vorhandensein von Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
untersucht. In der Abbildung sind die gefundenen Bindungsstellen des funktionell plausiblen
Transkriptionsfaktors Oct-1 (Entry) als Pfeile unterhalb der Sequenz dargestellt. Der Score gibt den
Grad der Ubereinstimmung der gefundenen Bindungsstelle mit der optimalen Konsensussequenz der
TRANSFAC-Datenbank fiir Transkriptionsfaktoren an und wurde fiir beide Allele des
Polymorphismus ermittelt. Die Position des Polymorphismus ist grau hinterlegt.

4.3 Genotyp- und Allelfrequenzen

Genotypen Bullenvditer

Fiir die auf ihre Assoziation mit den DYDs fiir die SCC hin untersuchten SNPs sind die
Genotypen der Bullenviter in Tabelle 32 angegeben. Es zeigte sich, dass neun Bullenviter an
der Stelle der SNPs CXCRI1/5°UTR/-96, CXCRI1/Ex1/+199 und CXCRI/+777 beide Allele
besalen, wohingegen nur vier Tiere fiir den SNP IGFBP2/Int1/+55 und nur drei Tiere fiir den
SNP CXCR1/5°UTR/-1768 heterozygot waren. Am SNP PIP5K3/Ex26/+69 waren nur zwei

der insgesamt zehn Viter heterozygot.

Tabelle 32: Genotypen der Bullenviter fiir die untersuchten SNPs

CXCRI CXCRI  CXCRI CXCRl1 IGFBP2 PIP5K3  STATI
Bullenvater  s.;rp/ 1768 5°UTRI-96 Ex1/+199  +777  Intl/+55 Ex26/+69  3'UTR
ADR II-BC TT GG TT CccC A G TG C

ADR II-BD TT A G T G C GG TT cc
ADR II-DA TT A G CT G C A G TT TT
ADR-MAS 1 TT A G CT GC A A TT TC
ADR-MAS 2 AT A G CT G C A G TT T C
ADR-MAS 3 TT A G CT GC GG TT TC
ADR-MAS 4 TT A G CT G C A G TT T C
ADR-MAS 5 AT A G CT G C A G TT ccC
ADR-MAS 6 AT A G CT GC A G TG ccC
ADR-MAS 7 TT A G CT G C GG TT cc
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Allel- und Genotypfrequenz

Die berechneten Allel- und Genotypfrequenzen in den Familien sind in den Tabellen A 6 und
A 7 m Anhang zusammengefasst. Eine Ubersicht der Allel- und Genotypfrequenz des SNPs
PIP5K3/Ex26/+69 in den zwei untersuchten heterozygoten Familien gibt die im Anhang
befindliche Tabelle A 8.

4.4 Assoziationsanalyse

Assoziationsanalyse in einem 20 cM grofien den SNP umschliefsenden Fenster

Die Ergebnisse der Analyse in einem 20 cM groBlen Fenster sind im Anhang in den Tabelle A
9 dargestellt. Innerhalb dieser Analyse konnte kein signifikanter Einfluss der SNPs auf die
Hohe der somatischen Zellen gefunden werden. Zur Verdeutlichung der Ergebnisse sind die f-

und p-Werte in Tabelle 33 angegeben.

Tabelle 33: F- und p-Werte der putativen QTL-Positionen in einem 20 cM groBen den SNP
umschlieBenden Fenster

CXCRI1/5°UTR/-1768 CXCR1/5°UTR/96 CXCRI1/Ex1/-199 IGFBP2/Int1/+55

QTL f-Wert p-Wert f-Wert  p-Wert f-Wert p-Wert f-Wert p-Wert
1 0,98 0,412 0,53 0,593 0,48 0,624 0,59 0,559
2 1,02 0,402 0,54 0,588 0,48 0,624 0,56 0,574
3 1,01 0,402 0,53 0,589 0,48 0,622 0,57 0,568
4 1,01 0,400 0,53 0,593 0,48 0,622 0,57 0,572
5 1,00 0,401 0,52 0,596 0,48 0,623 0,56 0,572
6 1,01 0,408 0,50 0,611 0,45 0,640 0,57 0,568
7 1,00 0,420 0,47 0,628 0,42 0,660 0,57 0,570
8 1,00 0,413 0,44 0,644 0,39 0,681 0,57 0,570
9 1,02 0,398 0,42 0,657 0,36 0,700 0,57 0,569
10 1,05 0,379 0,40 0,670 0,34 0,717 0,56 0,572
11 1,06 0,372 0,40 0,674 0,33 0,723 0,57 0,571

* = putative QTL-Position
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Tabelle 33 (Fortsetzung)

CXCRI1/5°UTR/-1768 CXCR1/5°UTR/96 CXCRI1/Ex1/-199 IGFBP2/Intl/+55

*

QTL f-Wert p-Wert f-Wert  p-Wert f-Wert p-Wert f-Wert p-Wert
12 1,08 0,362 0,39 0,681 0,31 0,732 0,57 0,571
13 1,13 0,341 0,37 0,694 0,29 0,749 0,57 0,572
14 1,13 0,342 0,38 0,689 0,30 0,746 0,57 0,570
15 1,11 0,347 0,38 0,685 0,30 0,744 0,56 0,573
16 1,10 0,352 0,39 0,679 0,30 0,739 0,55 0,579
17 1,09 0,358 0,40 0,675 0,30 0,740 0,53 0,591
18 1,07 0,365 0,41 0,668 0,31 0,733 0,52 0,597
19 1,06 0,371 0,42 0,662 0,32 0,728 0,51 0,604
20 1,05 0,376 0,42 0,659 0,32 0,726 0,49 0,614
21 1,04 0,38 0,42 0,657 0,33 0,724 0,48 0,623

* = putative QTL-Position

Einfluss des Genotyps nach Laktationen getrennt sowie Interaktion zwischen Genotyp und
Familie in den heterozygoten Familien

Die Signifikanz des Genotyp-Einflusses auf die DYDs der typisierten Bullen und die
Signifikanz der Interaktion zwischen Genotyp und Vater in den einzelnen Laktationen ist in
Tabelle 34 aufgefiihrt. Angegeben sind jeweils die Ergebnisse der Analyse mit allen 10
Familien und die der Analyse mit den fiir den jeweiligen SNP heterozygoten Familien. Die
heterozygoten Familien sind Tabelle 32 zu entnehmen. Wie in Tabelle 34 ersichtlich, konnte
bei der gemeinsamen Berechnung mit den Typisierungsdaten aller Familien fiir keinen der
untersuchten SNPs eine signifikante Assoziation zwischen dem Genotyp und den DYDs der
1. bis 3. Laktation festgestellt werden.

Fir den SNP IGFBP2/Int1/+55 konnte bei der Analyse der heterozygoten Familien eine
signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Vater in der 1. Laktation nachgewiesen

werden.
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Ebenso war eine signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Vater in der 1., 2. und 3.

Laktation beim SNP STAT1/3 UTR vorhanden.

Tabelle 34: Signifikanzwerte der Genotypeffekte und der Interaktion zwischen Genotyp und Vater auf
die DYD fiir SCS in der 1. (DYDI1), 2. (DYD2) und 3. (DYD3) Laktation. Kursiv sind die
signifikanten Ergebnisse dargestellt.

Geno Geno x Vater

SNP Material
DYD1 DYD2 DYD3 DYD1 DYD2 DYD3

CXCR1/5°UTR/-96 Gesamt 0,707 0,600 0,661
9x Hetero 0,732 0,607 0,659 0,266 0,494 0,643

CXCRI1/5°UTR/-1768 Gesamt 0,909 0,879 0,784
3x Hetero 0,055 0,066 0,073 0,751 0,801 0,849

CXCRI/Ex1/+199 Gesamt 0,787 0,664 0,655
9x Hetero 0,786 0,649 0,642 0,237 0,298 0,318

CXCRI1/+777 Gesamt 0,940 0,956 0,941
9x Hetero 0,942 0,953 0,956 0,098 0,135 0,192

IGFBP2/Intl/+55 Gesamt 0,954 0,966 0,964
6x Hetero 0,855 0,763 0,699 0,046 0,121 0,215

STATI1/3°UTR Gesamt 0,604 0,806 0,794
4x Hetero 0,722 0,977 0,967 0,022 0011 0014

Geno = p-Werte fiir den Einfluss des Genotyps

Geno x Vater = p-Werte fiir die Interaktion zwischen Genotyp und Vater
Gesamt = Auswertung der Typisierungsergebnisse aller 10 Familien
(N)x Hetero = Anzahl der verwendeten heterozygoten Familien

Die Betrachtung der DYD-Mittelwerte beziiglich des SNPs IGFBP2/Intl/+55 in den
heterozygoten Familien zeigte, dass in der Familie ADR II-DA im Gegensatz zu allen anderen
Familien der Mittelwert des Genotypen GG weit iiber denen der Genotypen GA und AA lag
(Abbildung 41). Die Familien ADR II-BC und ADR-MAS 5 zeigten aulerdem eine einander
dhnliche Mittelwertverteilung. Bei allen anderen Familien folgte die Verteilung keinem
einheitlichen Schema.

Die Mittelwerte der DYDs der 2. Laktation in den fiir den SNP STAT1/3UTR heterozygoten
Familien zeigten das in Abbildung 42 dargestellte Verteilungsmuster. In der Familie ADR-
MAS 2 lagen die Mittelwerte fiir den Genotyp TT iiber denen des Genotyps TC und diese
wiederum iiber denen des Genotyps CC. In der Familie ADR-MAS 4 konnte eine genau
gegensitzliche Verteilung beobachtet werden. Hier waren die Werte der DYDs fiir den
Genotyp CC hoher als die fiir den Genotyp TC und diese andererseits hoher als die des
Genotyps TT. In den Familien ADR-MAS 1 und ADR-MAS 3 konnte keine derartige
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Verteilung festgestellt werden. Vielmehr hatte hier der heterozygote Genotyp (TC) einen
wesentlich hoheren (ADR-MAS 3) bzw. niedrigeren (ADR-MAS 1) Wert als beide
homozygoten Genotypen (CC, TT).

DYD SCS

0,8

0,6 n

0,4 —

mfele
0,2 ] — |mea

0__ -

04 M - - - - -

ADRII-DA  ADRII-BC ADR-MAS5 ADR-MAS2 ADR-MAS4 ADR-MAS 6 Gesamt

Abbildung 41: Mittelwerte der DYDs in der 1. Laktation fiir die Genotypen des SNPs
IGFBP2/Int1/+55 innerhalb der typisierten heterozygoten Familien
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Abbildung 42: Mittelwerte der DYDs in der 1. Laktation fiir die Genotypen des SNPs STAT1/3'UTR
innerhalb der typisierten heterozygoten Familien
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5 Diskussion

5.1 Tiermaterial

Die 10 untersuchten Rinderfamilien bestanden neben den 3 Familien, welche sich fiir den
QTL auf BTAO2 fiir SCC als informativ erwiesen (Bullenviter fiir moglichst viele Marker
heterozygot), aus Tieren des ADR-MAS-Projekts. Diese zusitzlichen Familien wurden
ausgewihlt, da viele kleine Familien bei QTL-Studien einen hoheren Informationsgehalt
bieten als wenige Familien mit vielen Nachkommen (Lee und van der Werf, 2004). Bei dem
in dieser Arbeit angewandten kombinierten Ansatz von LA und LD spielte die Heterozygotie
der Bullenviter im Vergleich zur alleinigen LA-Analyse iiberdies eine untergeordnete Rolle.
Im kombinierten Ansatz liefern heterozygote Viter zwar weiterhin Informationen fiir das
Kopplungsgleichgewicht, jedoch sind hier auch die Allele, die ein Sohn aus der Population
seiner Mutter bekommen hat, wichtig, da bei der Berechnung des LD auch Informationen
nicht typisierter Generationen genutzt werden (Meuwissen et al., 2002; Lee und van der Werf,
2005).

Auch fiir die Assoziationsanalyse zwischen den einzelnen SNPs und der SCC stellte das
angewandte Tiermaterial eine gute Datengrundlage dar. Vor allem Viter, welche fiir den SNP
heterozygot sind, liefern hierbei die beste Voraussetzung, eine mogliche Assoziation zu
detektieren, sofern es sich bei den untersuchten Tieren um Halbgeschwister handelt. Der
Vorteil besteht darin, dass das Restgenom von Vaterseite in Halbgeschwisterfamilien gleich

ist und ein eventueller Effekt dieses bei der Analyse ausgeschlossen werden kann.

5.2 Nutzung der DYDs fiir SCC als Merkmal

Die Nutzung von DYDs hatte in der vorliegenden Arbeit, vor allem fiir die Kartierung von
QTL mit geringerem Einfluss, einen Vorteil gegeniiber der Nutzung von Estimated Breeding
Values (EBVs), der sich aus den unterschiedlichen Berechnungen beider ergibt. DYDs, die
korrigierten mittleren Tochterabweichungen der Bullen, stellen den Beitrag der Tochter zum
Zuchtwert ihres Vaters dar. Sie haben eine grofere Variation als die EBVs und beinhalten
neben dem additiven genetischen Effekt auch Resteffekte. EBVs beinhalten hingegen neben
Informationen iiber Tochterleistungen auch Verwandtschaftsinformationen der Bullen jedoch
keinen Resteffekt. Die Relevanz dieses Unterschieds konnte anhand von Kartierungs-
Simulationsstudien gezeigt werden, bei denen die Rate der QTL-Entdeckungen durch die

Verwendung von DYDs hoher als bei der Verwendung von EBVs war (Thomsen et al., 2001).
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Setzt man also DYDs an Stelle der EBVs bei der Schitzung von QTL-Effekten ein, so besteht
auf Grund ihrer hoheren Variation die Moglichkeit, auch QTLs mit geringem Effekt
detektieren zu konnen. Der Vorteil von DYDs wird ferner bei der Betrachtung der Hypothese
deutlich, dass ein quantitatives Merkmal neben vielen kleinen Geneffekten auch von
Hauptgenen beeinflusst wird (Farrall, 2004). Szyda et al. (2008) konnten zeigen, dass Effekte
dieser gegebenenfalls in den Residuen des genetischen Evaluierungsmodells angesammelt

sein konnen und daher nur in den DYDs, nicht aber in den EBVs enthalten sind.

In Kapitel 2.5 wurde beschrieben, welche Vorteile die Nutzung der SCC als Merkmal
gegeniiber der Nutzung von Daten iiber klinische Mastitis hat. Fiir die Kombination beider
Merkmale bei der ziichterischen Verbesserung der Eutergesundheit spricht jedoch nicht
zuletzt die Annahme, dass bei monatlicher Messung der SCC nur 10 bis 20 % derjenigen
Fille nachgewiesen werden, bei der die SCC zwar stark aber nur kurz erhoht ist (Colleau und
Le Bihan-Duval, 1995), wie dies z.B. bei der Infektion mit Echerichia coli der Fall ist (de
Haas et al., 2008).

Bei der vorliegenden Arbeit wurden die Daten von insgesamt 833.336 Kiihen genutzt. Eine
Studie in derartigem Umfang wire mit Daten iiber Mastitiserkrankungen nicht moglich
gewesen. Grund hierfiir ist die Tatsache, dass die Voraussetzungen, Daten iiber klinische
Mastitiden in Zuchtprogrammen zu nutzen, in Deutschland bisher nicht gegeben sind. Um
auch mit solchen Daten arbeiten zu konnen, miisste nach dem Vorbild skandinavischer
Liander fiir alle in Deutschland gehaltenen Milchkiihe ein Disease Recording System
aufgebaut werden. Bis diese Anforderungen erfiillt sind, verkorpert die SCC in Deutschland
weiterhin das sinnvollste Ersatzmerkmal fiir die Zucht auf Kiihe mit einer hoheren Resistenz

gegen Mastitis.

53 QTL-Kartierung

Der Polymorphism Information Content (PIC) (Botstein et al., 1980) der eingesetzten Marker
stand in der Datenbank der MARC_USDA (http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html)
nicht zur Verfiigung. Aus diesem Grund dienten als Auswahlkriterien die Position der
Mikrosatelliten innerhalb des QTL-Bereichs und die publizierte Anzahl von Allelen fiir
diesen Genort. Es zeigte sich, dass von den untersuchten Mikrosatelliten 17 Marker im
eingesetzten Material hochinformativ waren und einen PIC von > 0,50 aufwiesen. 8 Marker
hatten nach der Einteilung von Botstein et al. (1980) einen akzeptablen PIC von > 0,25 und 1

Marker (DIK4025) hatte einen geringen Informationsgehalt von nur 0,22. Bei letzterem zeigte
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sich, dass der geringe PIC-Wert auf die hohe Frequenz des Allels 203 (203 = 0,88) im
untersuchten Material zuriickzufiihren ist. Auch der geringe Heterozygotiegrad der Viter von
nur 20 % und das Vorherrschen des Genotyps 203/203 bei diesen spiegelt die Dominanz des
Allels in der Population wieder. Es ist moglich, dass der geringe Heterozygotiegrad der Viter
auch bei den Markern DIK4726, TGLAI110 und BM1223 einen Einfluss auf den PIC im
untersuchten Material hat. Die im Anschluss an die Typisierung der Mikrosatelliten
durchgefiihrte LD-Analyse zeigte, dass zwischen den einzelnen Markern kein LD vorhanden
war. Da bei LA-Analysen nur heterozygote Familien zum Informationsgehalt beitragen (Du et
al., 2002), hitte die Auswahl von Mikrosatelliten mit einer hoheren Heterozygotie-Rate der
Viter aller Voraussicht nach zu einem hoheren Informationsgehalt bei der QTL-Analyse
gefiihrt. Dies konnte zu Beginn der Arbeit jedoch noch nicht vorhergesehen werden. Die
Wahrscheinlichkeit in diesem Bereich geeignetere Mikrosatelliten zu finden ist iiberdies sehr
gering, da die Auswahl durch das Kriterium der Allelanzahl und die Zahl der publizierten
Mikrosatelliten in dem durch die feinere Kartierung eingegrenzten Bereich begrenzt war.

Der Marker DIK4676 wurde aus den QTL-Berechnungen herausgenommen, da er sich im
gesamten Material als hochgradig monomorph darstellte und damit keinen weiteren
Informationsgewinn brachte. Da die Berechnung der Markerkarte mit der CRI-map Version 5
Software (Washington University School of Medicine, P. Green, St. Louis, Missouri, USA)
auf der Basis von Kopplungsdaten basiert und der Informationsgehalt eines Markers von der
Heterozygotie eines Markers abhingt (Lander und Green, 1987), scheint die extreme
Monomorphie des Mikrosatelliten DIK4676 (Allelfrequenz: 201 = 0,96; PIC: 0,086 und HZ:
8,6 %) dazu gefiihrt zu haben, dass auf Grund zu geringer Kopplungsinformation die exakte
Markerposition nicht berechnet werden konnte. Um Markerpaare mit zu geringem
Informationsgehalt zu verhindern wéhlten Moen et al. (2008) in ihrer Kopplungsanalyse nur
Mikrosatellitenmarker mit einer HZ von tiber 50% aus.

Das Vorhandensein eines Nullallels konnte bei allen fiir die Berechnung der QTL-Position
eingesetzten Mikrosatelliten mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Allerdings
lieBen die Typisierungsergebnisse des Markers ILSTS098 mit den anfidnglich verwendeten
Primern (ILSTS98_F+R) auf ein Nullallel durch eine Mutation in der Primersequenz
schliefen. In einem solchen Fall erscheint auf Grund der Nichtamplifikation eines Allels bei
heterozygoten Genotypen, die das Nullallel tragen, dieser Genotyp homozygot und es besteht
ein Heterozygotendefizit (Clayton et al., 2004; Dakin und Avise, 2004). Innerhalb einer
Population kann ein Nullallel durch die Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
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nachgewiesen werden (Ball und Chapman, 2003). Da diese Abweichung jedoch auch durch
andere Ursachen, wie Mutation, Selektion, Migration und Inzucht entstehen kann (Sing und
Rothmann, 1975; Ball und Chapman, 2003), ist die Verwendung von Familienmaterial bei der
Identifikation eines Nullallels aussagekréftiger. Hierbei kann die Vermutung eines Nullallels
— wie im vorliegenden Beispiel — bei homozygoten Vitern durch die Existenz von
Nachkommen, die fiir ein anderes Allel homozygot sind, bestétigt werden (Dakin und Avise,
2004). Da fiir den Marker ILSTS098 innerhalb einer Familie 6 homozygote, vom Genotyp des
Vaters abweichende, Genotypen festgestellt werden konnten, ist die Wahrscheinlichkeit, dass
ein Nullallel vorliegt, hoch. Dies bestitigte sich auch durch die Verwendung neuer Primer
(ILSTS98_n), durch deren Einsatz bei den vorher félschlicherweise homozygot typisierten
Tieren, das Allel 187 nachgewiesen werden konnte. Nach Identifizierung des Nullalels
wurden alle Tiere mit dem neuen Primern typisiert. Da dies in einer frithen Phase des Projekts
stattfand, hatten die neuen Typisierungsergebnisse keine Konsequenzen auf die Berechnung
des QTL-Bereichs. Bei dem Marker DIK4025, welcher eine extrem starke Pridsenz des
Genotyps 203/203 aufwies, konnte das Vorhandensein eines Nullallels mit Hilfe der
Hypothese von Dakin und Avise (2004) mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden. Im Gegensatz zum Marker ILSTS098 traten bei diesem Marker im Rahmen der
Typisierung keine Abstammungsfehler auf. Ginge man bei DIK4025 davon aus, dass das
Nullallel neben dem Allel 203 durch Inzucht in der gesamten Population eine extrem hohe
Frequenz aufweist, miisste es iiberdies rein statistisch eine hohe Anzahl von fiir das Nullallel
homozygoten Tieren geben. Bei diesen Tieren hitte die Nichtamplifikation beider Allele
wiederum zu einer wesentlich hoheren Ausfallrate fithren miissen, als dies bei nur 5 von

insgesamt 1121 Tieren der Fall war.

Das Konfidenzintervall fiir den von Bennewitz et al. (2003) mit dem von Thomsen et al.
(2000) beschriebenen Design gefundenen QTL fiir SCS auf BTAO2 iiberspannte zu Beginn
der Untersuchungen mit ca. 128 cM fast 80 % des gesamten Chromosoms. In der durch-
gefiihrten Joint-Analyse betrug dieser sogar 151 cM, was einer Chromosomen-Abdeckung
von 96 % entsprach. Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Typisierung von
insgesamt 26 Markern konnte dieses Intervall mittels der LA-Analyse auf 38 cM reduziert
werden. Die flache Kurve bei der LD-Analyse mittels Varianzkomponentenschitzung zeigte,
dass keine der in der LA-Analyse gefundenen putativen QTL-Positionen in der LD-Analyse
signifikant war. Die eingesetzten Haplotypen stehen auf Populationsebene demnach nicht im

LD mit dem QTL. Daher war auch das Ergebnis der kombinierten Analyse, bei welcher
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verglichen mit der LA-Analyse fiir alle Positionen geringere Werte ermittelt wurden, nicht
anders zu erwarten. Mithilfe der kombinierten Analyse wurden dementsprechend keine
weiteren Erkenntnisse beziiglich der genauen QTL-Lokalisation erreicht. Zhao et al. (2007)
konnten zeigen, dass die Nutzung von Haplotypeninformationen bei der Nutzung von Karten
mit verhdltnismiBig geringer Dichte und im Vergleich zu Einzelmarker-Regressionen nicht
unbedingt die grofite Prizision bietet. Dies wird durch die Ergebnisse der hier beschriebenen
QTL-Analyse bestitigt, bei der durch den Einsatz einer Einzelmarker-Regression fiir 2
Marker ein LD gefunden werden konnte. Es handelte sich hierbei um die Marker ILSTS098
und BMS778. Bei beiden Markern wurde ein signifikanter Effekt auf den SCS in Dt. Holstein
gefunden. Im Rahmen eines Whole Genome Scans wurde fiir einen von diesen Markern
flankierten Bereich ein QTL fiir die funktionale Nutzungsdauer beschrieben (Kiihn et al.,
2003). Da die funktionale Nutzungsdauer die Gesundheit und die Konstitution einer Kuh
beschreibt, wird in diesem Merkmal auch die Eutergesundheit beriicksichtigt (VIT, 2009).
Dies unterstreicht die Relevanz der Marker ILSTS098 und BMS778 fiir das Merkmal SCS.
Auch die Ergebnisse der Assoziationsanalyse in einem 20 cM umfassenden Fenster sprechen
fiir eine Lage des QTL in oder sehr nah zum untersuchten Bereich.

Bei der durchgefiihrten Regressionsanalyse einzelner Marker kann davon ausgegangen
werden, dass die QTL-Kurve ein flaches Profil nahe der Nullgrenze erreicht, sofern der
untersuchte Marker mit dem ursidchlichen QTL gekoppelt ist. In diesem Fall erklart der
eingesetzte Marker vollstindig die QTL-Varianz (Olsen et al., 2007). Da sich die Kurve bei
der Regressionsanalyse des Markers ILSTSO98 nur geringfiigig verdnderte, kann man
schlieen, dass dieser Locus nur eine geringe genetische Varianz erklédrt. Auch bei der
Regressionsanalyse des Markers BMS778 zeigte sich, dass sich der Marker zwar im
Kopplungsungleichgewicht mit einem ursdchlichen SNP befindet, jedoch noch weitere
Effekte auf die QTL-Kurve vorhanden sind, und demnach noch andere Loci auf BTA02 einen
Einfluss auf das untersuchte Merkmal ausiiben. Da bei der Regressionsanalyse keiner der
weiteren Marker ein Signifikanz-Level von iiber 5 % erreichte, kann davon ausgegangen
werden, dass mehrere Loci mit geringem Effekt beteiligt sind. Diese Vermutung erscheint
basierend auf der Annahme, dass ein quantitatives Merkmal von mehreren Loci mit geringem
Effekt beeinflusst wird (Farrall, 2004), als durchaus plausibel. Auch das Vorhandensein von 2
Peaks spricht dafiir, dass mehr als ein QTL existiert (Olsen et al., 2007). Da das
Konfidenzintervall mit 38 ¢cM noch relativ groB ist, kann es durch eine feinere Kartierung des
QTL-Bereiches weiter eingegrenzt werden, wodurch eine genauere Lokalisierung urséchlicher

QTL gewdbhrleistet wird (Meuwissen und Goddard, 2000).
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54 Auswahl und Untersuchung der Kandidatengene

Neben den Kiriterien der Position in dem feinkartierten QTL-Bereich und der funktionellen
Bedeutung der Kandidatengene wurde auch eine vergleichende Kartierung mit dem
menschlichen Genom durchgefiihrt. Die Kombination der genutzten Kriterien fiir die
Auswahl der Kandidatengene stellte nach Ron und Weller (2007) eine optimale Grundlage
dar solche Gene zu finden, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer
Merkmalsbeeinflussung fithren. Die vergleichende Kartierung ermoglichte es, alle
verfiigbaren Informationen auch solcher Gene aus der humanen Genomforschung zu nutzen,
welche beim Rind noch nicht identifiziert bzw. verifiziert wurden (Andersson et al., 1996;
Georges, 2001; Antoniou et al., 2002). Ein Beispiel hierfiir ist die Arbeit von Weikard et al.
(2006). Durch die komplette Sequenzierung des bovinen Genoms ist zwar die Lage aller Gene
beim Rind bekannt, bei einigen dieser Gene fehlt jedoch die genaue Annotierung, weshalb
diese nur durch eine Nummer in der Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) gekennzeichnet sind. Eine vergleichende
Analyse erwies sich in dem untersuchten QTL-Bereich daher als sinnvoll. Die eingegrenzte
Region auf BTAO2 zeigte sich ortholog zum humanen Chromosom 2 (HSA2). Diese
Feststellung stimmt mit den Ergebnissen der Arbeit von Liu et al. (2003) iiberein. Uber
vergleichende Studien publizierter immunrelvanter QTLs die Anzahl der in Frage
kommenden Gene weiter eingrenzen zu konnen (Jann et al., 2009), war in der vorliegenden
Arbeit nicht moglich, da in der Assoziations-Datenbank (Genetic Association Database,
GAD) beim Menschen keine Informationen iiber immunrelevante Assoziationen im
untersuchten Bereich gefunden werden konnten.

Die erfolgreiche Anwendung vergleichender Expressionsstudien zur Eingrenzung der Anzahl
potentieller Kandidatengene in so genannten Susceptibility Loci fiir bakterielle Krankheiten
konnte bereits bei dhnlich aufgebauten Studien gezeigt werden (Banus et al., 2006; Banus et
al., 2007; Hu et al., 2009). Tatsdchlich konnte der Informationsgehalt beziiglich der
funktionellen Relevanz der im QTL-Bereich befindlichen Gene zusitzlich durch die im
Rahmen des Projekts FUGATO ,,M.A.S.-Net* angefertigten Expressions-Studien (Hartmann,
personliche Kommunikation) erhoht und die Anzahl der in Frage kommenden Gene reduziert

werden.

Durch das Ranking der differentiell exprimierten Gene, welches auf ihren Expressions-Scores

und der publizierten Funktion der Gene basierten, konnten die FErgebnisse der
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Expressionsanalyse insoweit optimiert werden, als dass die angefertigte Rangliste die von Zhu
und Zhao (2007) thematisierte Gefahr begrenzte, Gene nach rein subjektiven Gesichtspunkten
auszuwihlen. Ein Risiko stellte hierbei jedoch die Tatsache dar, dass gegebenenfalls solche
Gene nicht erfasst wurden bzw. einen geringeren Score erhielten, deren physiologische Rolle
nicht mit der fiir die Rangliste verwendeten Stichworterliste iibereinstimmte oder deren
Einfluss sich nicht in einer differenten Genexpression widerspiegelte. Dieses wurde durch
weitere Recherchen im Internet fiir diejenigen positionellen Kandidatengene, die differentiell
exprimiert waren, und fiir alle nicht durch die Expressionsstudie erfassten Gene des QTL-
Bereichs begrenzt. Eine solche Vorgehensweise erwies sich auBerdem deshalb als sinnvoll, da
in dem ausgewihlten Bereich nur wenige Gene lagen, die eine offensichtliche Rolle im
Immungeschehen spielten. Dies spiegelte sich auch in den Ergebnissen der GeneScore-
Analyse wider. Bei der absichtlich sehr allgemein gehaltenen Suche mit Wortern wie immune
oder immunity ergaben innerhalb des ausgewihlten Bereiches nur insgesamt 5 Gene einen
Score, welcher in einem Bereich zwischen 0,14 (CXCRI) und 0,01 (LANCLI) lag,
wohingegen das laut GeneScore wahrscheinlichste Gen auf BTA02 (CD28), welches jedoch

nicht in Intervall 15 lag, einen Score von 27,02 hatte.

Bei der im Verlauf des Projektes getroffenen Auswahl der Kandidatengene wurde das
QTL-Intervall 15 herangezogen, welches im Rahmen einer vorldufigen Berechnung (vom
Juni 2007) ausgewdhlt wurde (vergleiche Kapitel 3.2.1). Dieses Intervall befand sich im
Bereich zwischen 41,6 und 48,6 cM auf BTAO2. Nach weiterentwickelten Analysen zeigte
die endgiiltige QTL-Kurve, dass sich ein QTL-Peak mit einer Likelihood Ratio von 20 weiter
proximal auf BTAO2 bei ca. 30 cM und ein weiterer mit einer Likelihood Ratio von ca. 16,5
bei ca. 45 cM befinden. Die potentielle Relevanz der Gene fiir den QTL auf BTAO2 blieb
jedoch trotz dieser Ergebnisse bestehen, da die Kandidatengene weiterhin in dem fiir den QTL
genomweit-signifikanten Bereich lagen und sich iiberdies in dem fiir den vorderen QTL-Peak
angegebenen Konfidenzintervall von 95 %, welcher sich iiber 38 cM erstreckt, befanden

(Abbildung 43).
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PIP5K3, CXCRI1, IGFBP2
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Abbildung 43: Kurve der Kopplungsanalyse auf BTAO2. Eingezeichnet sind das 38 cM grofe
Konfidenzintervall des vorderen QTL-Peaks sowie die ungefihre Lage der untersuchten
Kandidatengene. Die durchgezogene Linie gibt die Begrenzung des Konfidenzintervalls an, die
gestrichelte Linie die genomweite Signifikanzgrenze sowie die gepunktete Linie die chromosomweite
Signifikanzgrenze.

Der von Cobanoglu et al. (2006) beschriebene Polymorphismus in der 3>UTR des STATI
wurde fiir die Untersuchung ausgewdhlt, da in der Studie ein knapp iiber der
Signifikanzgrenze liegender p-Wert fiir den Einfluss des Genotyps auf die Hohe der SCC bei
Holstein Friesians gefunden wurde. Da STAT1 — wie nachgewiesen — bei der Entstehung von
Infektionen eine Rolle spielt (Durbin et al., 1996; Meraz et al., 1996) und die Funktion seiner
Liganden im Immungeschehen und der Pathogenese von Mastitiden offensichtlich ist (Taylor
et al., 1997; Paape et al., 2003c), war das Gen bereits zu Beginn der Kartierungsstudien ein
funktionelles Kandidatengen. Der SNP reprisentierte zudem auf Grund der geschitzten
Allelfrequenz fiir C von 0,6 in der Dt. Holstein Population auch fiir Kartierungsstudien einen
geeigneten Marker, weshalb alle 10 Familien typisiert und die Ergebnisse der Typisierung mit
in die Kartierung des QTLs aufgenommen wurden. Hierdurch wurde eine feinere Kartierung
zwischen den Markern ILSTS098 und ILSTS82 gewihrleistet, welche nach Einbezug
weiterer Marker (Multiplex 5, Tabelle 25) ergab, dass in dem vorderen Bereich kein QTL
vorhanden war (Abbildung 43). Dieses Ergebnis stimmt mit dem Ergebnis der

Assoziationsanalyse fiir den SNP STAT1/3°UTR iiberein.
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Das Gen CXCRI wurde primér auf Grund der funktionellen Rolle des IL-8-Rezeptors A im
Entziindungsgeschehen ausgewihlt. Die potentielle Relevanz des Rezeptors wurde durch
gefundene Assoziationen zwischen Mutationen in CXCRI und Mastitis bzw. der Hohe der
SCC bestitigt (Youngerman et al., 2004a; Leyva-Baca et al., 2008b). Da das Gen CXCRI
nicht bei den fiir diese Arbeit verwendeten Expressionstudien (Hartman, personlich
Mitteilung) untersucht wurde, konnte keine Aussage iiber eine differente Expression des Gens
in diesem Tiermaterial getroffen werden.

Bei der Auswahl der SNPs wurde die Entscheidung fiir die SNPs CXCR1/5°UTR/-1768 und
CXCR1/+777 getroffen, da fiir beide SNPs in der Literatur eine Assoziation mit Mastits bzw.
dem SCS beschrieben wurde (Youngerman et al., 2004a; Leyva-Baca et al., 2008b).

Der SNP CXCRI/Ex1/+199 wurde ausgewdhlt, da es sich um einen nicht-synonymen SNP
mit einem Blossum-Score von 0 handelte, welcher zudem eine geschitzte Allelfrequenz fiir C
von 0,56 in der Population Dt. Holstein aufwies.

Da der SNP CXCRI1/5°UTR/-96 eine Allelfrequenz fiir A von 0,53 in der Population Dt.
Holstein besal und eine potentielle Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein family of basic region/leucin zipper transcriptional
factors) darstellte, schien er im Rahmen der behandelten Fragestellung attraktiv. Die
Begriindung lag in dem Wissen, dass bei C/EBPe-defizienten Midusen die Migration
neutrophiler Granulozyten im Gegensatz zu Wild-Typ Maiusen wesentlich reduziert und
C/EBPe demnach fiir diese Funktion bedeutend ist (Lekstrom-Himes und Xanthopoulos,
1999). Ogorevc et al. (2008) gehen — basierend auf Expressionstudien und der Lage von
C/EBPS in QTL-Regionen — von einer potentiellen Rolle des Gens bei
Mastitisempfianglichkeit aus. Da die Funktion des IL-8-Rezeptors A bei der Migration eine
wichtige Voraussetzung darstellt, besteht die Moglichkeit, dass es durch die Mutation in der
potentiellen C/EBP-Bindungsstelle zu einem Defekt in der Funktionalitit des Rezeptors
kommt und eine hierdurch gestorte Migration dazu fiihrt, dass die Kiihe nicht mehr effektiv
auf eindringende Erreger reagieren konnen. Die Tatsache, dass der TFSEARCH-Score bei der
Base A an der polymorphen Position des potenziellen Bindungsmotifs unter dem
angewandten Schwellenwert lag (81,5) und die Base G einen Score von 89,1 erreichte, sprach

fiir eine solche Hypothese.

IGFBP?2 ettiillte alle angewandten Auswahlkriterien. Als funktionelles Kandidatengen kam
IGFBP?2 basierend auf der von Foll et al. (1998) sowie Hettmer et al. (2005) postulierten

Funktion des Gens als lokaler Wachstumsfaktor bei der Proliferation und Aktivierung
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mononukledrer Zellen in Frage, welche bei der Entstehung von intramamméren Infektionen
eine Rolle spielen (Sordillo und Streicher, 2002). Der Nachweis steigender IGFBP2-
Konzentrationen im Blut nach E. coli-LPS-Injektion sowie in der Milch infizierter Euter
(Shuster et al., 1995; Lang et al., 1997; Meyer, 2006) wies iiberdies auf eine Beteiligung von
IGFBP2 bei Infektionen, insbesondere solcher der Milchdriise, hin. Ferner bestitigte die
nachgewiesene differente Expression von IGFBP2 in den Expressionsstudien (Hartman,

personliche Mitteilung) die Auswahl des Gens als funktionelles Kandidatengen.

Das Fehlen der in der genomischen Sequenz von IGFBP2 (NC_007300) des Rindes
angegebenen Exons II und III in der mRNA (NW_174555) des Gens ist durch eine falsche
Angabe in der PubMed-Datenbank zu erkldren. Da auch das humane Gen nur aus vier Exons
besteht, deren Sequenz sich nicht in dem Bereich der Exons II und III des Rindes befinden,
sondern den Exons I, IV, V und VI dieses entsprechen, ist es durchaus wahrscheinlich, dass
die in der Sequenz des Rinds angegebenen Sequenzabschnitte keine Exons darstellen. Eine
weitere Erkldrung fiir das Fehlen der Exons II und III in der mRNA konnte das
Herausspleilen der Exons wihrend des Spleilens der pri-mRNA sein. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnten in der das Exon III umgebenden Sequenz am Ende des Intron II
bzw. am Anfang des Introns III die zu 99 % als Spleildonor- bzw. -akzeptorstellen
vorkommenden Basen AG bzw. GT (Baten et al., 2006) nachgewiesen werden. Auch vor dem
Exon II konnte am angegebenen Ende des Introns I eine potentielle Spleillakzeptorstelle (AG)
bestitigt werden. Am angegebenen Beginn des Intron II war jedoch die als Spleidonorstelle
vorkommende Basenabfolge GT nicht vorhanden. Es ist allerdings bekannt, dass die
Basenabfolge GC, wie sie am Beginn des Introns II gefunden wurde, die einzige Mutation in
der Spleildonorstelle ist, durch welche ein korrektes Spleilen in 20 % der Fille weiterhin
moglich ist (Chen und Chasin, 1993). In 80 % der Fille kommt es durch diese Basenabfolge
jedoch zum Exon Skipping, welches eine weitere Erklidrung fiir das Fehlen der Exons II und
IIT in der mRNA darstellt. Auch beim Exon III besteht die Moglichkeit, dass in der der
mRNA-Sequenz NW_174555 zugrunde liegenden DNA, Mutationen in der Spleilakzeptor-
bzw. -donorstelle zu einem Exon Skipping gefiihrt haben. Da bei den im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Tiere in der Nihe der Exons keine Mutationen nachgewiesen wurden, ist
diese Theorie jedoch eher unwahrscheinlich und favorisiert die Vermutung, dass die in der

Pubmed-Datenbank als Exon II und III beschriebenen Genbereiche keinen Exons entsprechen.
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Bei den innerhalb dieser Arbeit untersuchten Tieren wurden trotz der Sequenzierung aller
Exonbereiche nur im Intron 1 bzw. Intron 3 Polymorphismen nachgewiesen. Es ist daher
davon auszugehen, dass das Gen beim Rind vor allem in kodierenden Regionen einen hohen
Monomorphiegrad aufweist. Auch Untersuchungen innerhalb anderer Spezies sprechen fiir
eine geringe Variabilitit in eben diesen Genregionen. So wurden in der Literatur bisher nur
wenige Polymorphismen bekannt, bzw. lagen diese beim Huhn in nicht-kodierenden
Bereichen (Li et al., 2006; Leng et al., 2009).

Auf die Untersuchung der Bereiche inmitten der Intronstruktur von /GFBP2 wurde verzichtet.
Es wird zwar vermutet, dass Polymorphismen in solchen Gebieten gegebenenfalls eine
Wirkung auf die mRNA-Stabilitdt haben konnen, die Wahrscheinlichkeit, dass eine solche
Mutation den Phinotyp beeinflusst, wird von Tabor et al. (2002) jedoch als sehr gering
eingestuft. Die Erwartungen diesbeziiglich sind wiederum bei Polymorphismen in Intron-
Exon-Grenzbereichen hoher (Risch, 2000). Da innerhalb der vorliegenden Arbeit diese
Bereiche, inklusiv aller Exons des Gens, sequenziert wurden, kann davon ausgegangen
werden, dass alle relevanten Bereiche von IGFBP2 auf das Vorhandensein von
Polymorphismen untersucht wurden.

Die SNPs in Intron 3 wurden fiir weiterfithrende Analysen nicht ausgewihlt, da sie sich in
einem Bereich befanden, welcher sich bei der Analyse mit dem Vista Browser als gering
konserviert herausstellte. Uberdies wurde von keinem der 3 Polymorphismen das
Auswahlkriterium, die Lage in einer potentiell relevanten Transkriptionsfaktorbindungsstelle,
hinreichend erfiillt. Der an Position +55 im ersten Intron des Gens gefundene SNP wurde fiir
die Assoziationsanalyse ausgewdhlt, da er sowohl beim Rind als auch beim Menschen und der
Maus in einer potentiellen Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors NF-kappaB lag. Wie
erwihnt, birgt eine solche Mutation eine mogliche Erkldrung fiir die unterschiedliche
Expression des Gens in den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Expressionsstudien. Die
Tatsache, dass NF-kappaB bei coliformen intramammairen Infektionen in der frithen Phase der
Immunantwort essentiell ist (Notebaert et al., 2008), ldsst gerade diesem TF eine hohe
Prioritdt zukommen. Sequenzmotive fiir Transkriptionsfaktoren liegen iiblicherweise in der
Nachbarschaft des transcription starting points des Promotors, der sich in der 5SUTR der
Gene befindet (Geldermann, 2005). Fiir NF-kappaB konnte jedoch durch ein Electrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA) (Garner und Revzin, 1981) eine funktionelle Bindungsstelle im
ersten Intron des Multi Drug Resistance-Gens (MDR1) nachgewiesen werden (Bentires-Alj et
al., 2003). Diese Erkenntnis steigerte die Erwartung, dass es sich auch bei dem gefundenen

SNP im ersten Intron von IGFBP2 um eine funktionelle Bindungsstelle handelt. Die
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Uberschreitung des Schwellenwerts des TFSEARCH-Scores bei Vorhandensein der Base A
beim Rind und Mensch und die hohe Differenz der Scores zwischen den beiden Basen
sprachen ferner fiir eine potentielle Relevanz der Mutation im ersten Intron von /GFBP?2 fiir

die Bindung von NF- kappaB.

Das Gen PIP5K3 wurde als Kandidatengen ausgewihlt, da es differentiell exprimiert wurde
und in dem untersuchten QTL lag. Es kommt daher sowohl als funktionelles, als auch
positionelles Kandidatengen in Frage. Seine Funktion im S&dugetier ist bisher jedoch nicht
hinreichend untersucht worden, um einen tatsdachlichen Zusammenhang mit immunologischen
Geschehen begriinden zu konnen. Daher ist auch die Erkldrung der differenten Expression
schwierig. Die Tatsache, dass das Gen in T-Lymphozyten des Menschen stark exprimiert wird
(Su et al., 2004), und die in der Literaturiibersicht angesprochenen Funktionen von PIP5K3
im Bezug auf Vakuolen/Lysosomen bieten jedoch mégliche Anhaltspunkte.

Fiir PIP5K3 wurden Nonsense-Mutationen in Exons als Ursache fiir die Frangois-Neetens
Fleck Corneal Dystrophy (CFD) nachgewiesen (Li et al., 2005). Die Moglichkeit eines durch
Mutation bedingten Proteinabbruchs konnte bei den im bovinen PIP5K3 gefundenen SNPs
jedoch ausgeschlossen werden, da die durch die Mutation veridnderten Basentripletts keinem
der 3 bekannten Stopcodons entsprachen. Bei den in den Exons des Gens gefundenen
Polymorphismen handelte es sich um 2 nicht-synonyme Mutationen (PIP5K3/Ex19/+58 und
PIP5K3/Ex26/+69) sowie um eine synonyme Mutation (PIP5K3/Ex19/+792). Der Polymor-
phismus PIP5K3/Ex19/+792 wurde auf Grund der geringen Wahrscheinlichkeit, dass ein
synonymer SNP mit Krankheiten assoziiert ist (Tabor et al., 2002), von der weiteren
Untersuchung ausgeschlossen. Der SNP PIP5K3/Ex19/+58 wurde infolge seiner geringen
Allelfrequenz nicht weiter untersucht, da ein Polymorphismus fiir Kandidatengenstudien eine
Frequenz von mindestens 5 % aufweisen sollte (Risch, 2000). Da die Mutation
PIP5K3/Ex26/+69 eine Allelfrequenz von 14 % fiir das Allel G aufwies, wurden die
Nachkommen der fiir diesen SNP heterozygoten Bullen untersucht. Der SNP PIP5K3/Int18/-

112 wurde nicht weiter analysiert, da es keinen Hinweis auf eine relevante Funktion gab.

5.5 Assoziationsanalyse der Kandidatengene

Durch die Varianzkomponentenanalyse mit den Genotypen des jeweiligen SNPs als fixem
Effekt konnte direkt der Einfluss des putativen QTLs (SNP) gepriift werden. Mittels dieser
Methode bestand die Moglichkeit direkt abzuschitzen, ob andere Gene eine Rolle spielen,

bzw. wie hoch der Anteil des putativen QTLs an der genetischen Varianz ist. Da diese
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Analyse danach ausgerichtet war, ein populationsweites LD zu suchen, wurde fiir die
Untersuchung innerhalb der heterozygoten Familien ein weiteres Modell genutzt. Mit der
Berechnung der Assoziation fiir jede der 3 Laktationen einzeln wurde auflerdem dem Fakt
Rechnung getragen, dass die SCC in den verschiedenen Laktationen nicht dieselbe
Heritabilitidt hat (Haile-Mariam et al., 2001; Carlén et al., 2004). Dies wird auch in der
deutschen Zuchtwertschiitzung, in der verschiedene Werte fiir die Heritabilitit in der 1. und 2.

im Gegensatz zur 3. Laktation angewendet werden, beriicksichtigt (VIT, 2009).

Fiir keinen der untersuchten SNP konnte eine signifikante Assoziation zwischen dem
Genotypen und der Hohe der somatischen Zellzahl gefunden werden. Wie oben
angesprochen, lagen die ausgewihlten Gene zwar in dem Konfidenzintervall des endgiiltigen
QTL-Bereichs, dieser Bereich erstreckte sich jedoch iiber 38 cM. Ein solcher Bereich kann
immer noch 200 bis 400 potentielle Kandidatengene enthalten (Georges, 2007), wodurch die
Wahrscheinlichkeit, aus diesen Genen das ursédchliche Gen auszuwihlen, stark eingeschrinkt
wird. Basierend auf der Meinung, dass ein quantitatives Merkmal von einigen Hauptgenen
und vielen Genen mit sehr geringem Effekt beeinflusst wird (Farrall, 2004), besteht die
Moglichkeit, dass der Einfluss der Gene bzw. der untersuchten Mutationen auf den
Phénotypen fiir das Auffinden einer statistischen Signifikanz zu gering ist (Cardon, 2006). Bei
Genen mit geringem Effekt ist fiir die Feststellung einer Assoziation vor allem die Grofe des
Tiermaterials entscheidend (Risch und Merikangas, 1996a). Long und Langley (1999) geben
jedoch an, dass ab einer Probenzahl von 500 Tieren Assoziationsstudien genug statistische
Power besitzen um ursédchliche Polymorphismen mit geringem Effekt (< 5 %) zu detektieren.
Da in der vorliegenden Arbeit knapp 600 Tiere genutzt wurden, kann davon ausgegangen
werden, dass die Erweiterung des Tiermaterials keinen weiteren statistischen Vorteil gebracht
hatte. Betrachtet man auBlerdem die Tatsache, dass auch bei einem relativ kleinen
genotypischen Risiko (die erhohte Chance, dass ein Individuum mit einem bestimmten
Genotyp die Erkrankung hat) von nur 1,5 mit weniger als 1000 Proben eine Assoziation
nachgewiesen werden kann (Risch und Merikangas, 1996a), ist anzunehmen, dass, sollten die
untersuchten SNPs doch einen genetischen Effekt ausiiben, dieser extrem gering sein muss

und daher eher keine ziichterische Relevanz besitzt.

Die Mittelwerte der DYDs fiir die Genotypen aller drei fiir den SNP CXCR1/5°UTR/-1768
heterozygoten Familien zeigen in den einzelnen Laktationen eine typische Verteilung, wie sie

bei einem geringen genetischen Effekt des SNPs auf ein Merkmal zu erwarten ist (Abbildung
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44). In allen 3 Laktationen liegt eine gleichgerichtete Genotypverteilung vor. Demnach ist bei
Tieren mit dem Genotyp AT der niedrigste DYD-Wert bzw. die hochste SCC zu erwarten.
Tiere mit dem Genotyp AA haben einen hoheren DYD und Tiere mit dem Genotyp TT den
hochsten, d.h. die niedrigste SCC. Auf Grund der geringen Unterschiede der Genotypen AA
und AT kann dies jedoch nicht statistisch abgesichert werden. Dies zeigte sich gerade in der

1. Laktation, in welcher der Wert knapp iiber der Signifikanzgrenze lag (p= 0,055).

DYD SCS
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Abbildung 44: Mittelwerte der DYDs fiir die Genotypen des SNPs CXCRI/5°UTR/-1768 in der 1.
(DYD1); 2. (DYD2) und 3. Laktation (DYD3). Eingeflossen sind die Daten der 3 fiir diesen SNP
heterozygoten Familien ADR-MAS 2, 5 und 6.

Abbildung 45 zeigt jedoch, dass dieses Ergebnis nur auf Grund der Zusammenfassung der
Familiendaten zu einem Datenmaterial entstanden ist und nicht die eigentliche
Genotypassoziation widerspiegelt. Bei der getrennten Betrachtung der Verteilung der
Mittelwerte fiir die Genotypen von CXCRI/5°UTR/-1768 in den heterozygoten Familien
(Abbildung 45, 1. Laktation) zeigt sich, dass, im Gegensatz zu den Familien ADR-MAS 5
und 6, in der Familie ADR-MAS 2 der Genotyp AT nicht mit dem niedrigsten DYD-Wert d.h.
der hochsten SCC assoziiert ist und daher die oben aufgestellte Vermutung nicht zutrifft.

Dieses Ergebnis verdeutlicht die Relevanz der Berechnung innerhalb der einzelnen Familien,
da bei einer Assoziation der Genotypen mit einem bestimmten Merkmal auch die
Genotypverteilung zwischen den einzelnen Familien eine gleichgerichtete Tendenz aufweisen

muss. Es kann daher ausgeschlossen werden, dass fiir den SNP CXCRI1/5"UTR/-1768 der
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oben diskutierte Fall zutrifft. Ebenso konnte dies fiir alle weiteren untersuchten

Polymorphismen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 45: DYD-Mittelwerte der 1. Laktation fiir die Genotypen des SNPs CXCR1/5"UTR/-1768
in den fiir diesen SNP heterozygoten Familien ADR-MAS 2, 5 und 6.

Eine weitere Erkldrung fiir die Ergebnisse der Assoziationsanalyse kann darin liegen, dass es
sich bei den untersuchten Polymorphismen nicht um ursdchliche Mutationen handelt.
Basierend auf der These der Purifying Selection (Thomas et al., 2003) ist die
Wahrscheinlichkeit tatsdchlich ursdchliche Mutationen zu finden unabhéngig von den
verwendeten Auswahlkriterien generell relativ gering.

In der vorliegenden Arbeit bestand ein Auswahlkriterium fiir Kandidatengene in der
Bestimmung von Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren. Die Untersuchungen zur Lage
der SNPs in potentiellen Transkriptionsfaktoren wurden in silico mit dem Programm
TFSEARCH 1.3 (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) durchgefiihrt. Dieses
sucht hoch korrelierte Sequenzfragmente basierend auf Informationen aus der TF-Datenbank
TRANSFAC. Je nach Grad der Ubereinstimmung mit einer TF-Bindungsstelle und der
Wahrscheinlichkeit des zufilligen Auftretens der Bindungsstelle (je kiirzer die
Bindungssequenz, desto haufiger tritt sie auf) bekommt ein ,,Treffer” eine Wertungszahl
zwischen 1 und 100. Dabei ist 100 der Wert bestmoglicher Ubereinstimmung bzw.
unwahrscheinlichster Zufilligkeit des Auftretens (Eggers, 2003). Bei den untersuchten
Sequenzen bewirkte die Mutation zwar einen Anstieg des Scores iiber den Schwellenwert, der
Score iiberschritt jedoch nicht den Wert 90. Uberdies konnen die Ergebnisse einer in-silico-

Analyse niemals beweisend fiir die funktionelle Bedeutung einer solchen Sequenz sein, da
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Bindungssequenzen in der Regel kiirzer als 10 Basenpaare sind und daher im Genom auch
zufillig vorkommen konnen, ohne eine Funktion zu erfiilllen (Weitzman, 2003). Um mit
Sicherheit sagen zu konnen, ob es sich um eine Bindungsstelle handelt, wire die
Durchfiihrung eines EMSA notig, mit dessen Hilfe durch den Nachweis von Protein-
Nukleinsdure-Interaktionen die funktionelle Bedeutung einer Sequenz als Bindungsstelle fiir
Transkriptionsfaktoren belegt werden kann (Garner und Revzin, 1981; Bentires-Alj et al.,
2003).

Fiir die Einschidtzung der Relevanz der AS-Austausche wurde die Blossum62-Matrix
angewendet. Da es sich bei dieser Matrix um eine Ahnlichkeits-Matrix handelt, kann mit
Hilfe der Scores eine Aussage liber die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Substitution
und damit auch indirekt iiber die mogliche Auswirkung einer solchen auf die Proteinfunktion
getroffen werden. Positive Scores deuten an, dass es sich bei dem Austausch um eine
konservierende Substitution handelt, wihrend negative Scores eher nicht-konservierende
Substitutionen angeben (Henikoff und Henikoff, 1992). Die Ergebnisse gaben einen Hinweis
auf eine mogliche Bedeutung der AS-Austausche. Die Tatsache, dass die erreichten Scores
alle zwischen O und 2 lagen, und die Ergebnisse der Assoziationsanalyse lassen
schlussendlich jedoch die Annahme zu, dass es sich bei den untersuchten SNPs um
konservierende Substitutionen handelt.

Einen weiteren Hinweis auf die Vermutung, dass es sich bei den untersuchten Mutationen in
den UTRs nicht um ursédchliche Mutationen handelt, geben die Ergebnisse des durchgefiihrten
Phylogenetic Footprinting (Tagle et al., 1988), welches durch Sequenzvergleiche von Genen
verschiedener Spezies sichtbare Konservierungen biologisch relevanter Motive nutzt
(Weitzman, 2003). Stark konservierte Sequenzen weisen auf eine funktionelle Bedeutung des
Bereiches hin, wohingegen Bereiche mit geringer Konservierung, wie es bei den
vorliegeneden SNPs der Fall ist, eher gegen eine solche sprechen (Tabor et al., 2002;
McCauley et al., 2007).

Da in den heterozygoten Familien fiir alle 3 Laktationen beim SNP STAT1/3 UTR und fiir die
erste Laktation beim SNP IGFBP2/Int1/+55 eine signifikante Interaktion zwischen Genotyp
und Vater festgestellt wurde, bestand die Vermutung, dass die beiden Marker mit dem
ursdchlichen SNP  gekoppelt sind. Bei einer solchen Kopplung liegt ein
Kopplungsungleichgewicht (LD) in den einzelnen Familien vor, wobei die Kopplung der
jeweiligen Allele in den einzelnen Familien genau gegenteilig sein kann. Die im Ergebnisteil

in Abbildung 42 abgebildeten Mittelwertverteilung beziiglich des SNP STAT1/3"UTR in den

123



DISKUSSION

Familien ADR-MAS 2 und 4 zeigt ein solches Bild. Allein betrachtet kann man von einer fiir
die Familie ADR-MAS 2 familienspezifischen Kopplung des Allels T mit einem hohen DYD
fiir SCC ausgehen, wohingegen in der Familie ADR-MAS 4 das Allel C mit dem Allel des
QTL fiir hohe somatische Zellzahl gekoppelt ist. Bei einer solchen Verteilung besteht — im
Gegensatz zur Familienebene — auf Populationsebene ein Kopplungsgleichgewicht zwischen
dem Markerallel und dem QTL, wodurch die fehlende Signifikanz bei den Berechnungen zu
erkldren ist. Betrachtet man jedoch die Mittelwertverteilung aller heterozygoten Familien, so
wird deutlich, dass diese Hypothese auf den SNP STAT1/3'UTR nicht zutrifft, da in jeder
Familie eine andere Verteilung der Mittelwerte der DYDs fiir die einzelnen Genotypen

vorherrscht. Gleiches gilt auch fiir den SNP IGFBP2/Int1/+55.

Die Tatsache, dass fur die SNPs CXCRI1/5°UTR/-1768 und CXCRI1/+777 in anderem
Tiermaterial eine Assoziation mit der SCC gefunden werden konnte, dies innerhalb dieser
Arbeit jedoch nicht bestitigt wurde, spiegelt eine allgemeine Erkenntnis im Bezug auf
Assoziationstudien wieder. Die Kritik vieler Wissenschaftler an Assoziationsstudien bezieht
sich auf die mangelnde Reproduzierbarkeit von Ergebnissen in unabhingigen Studien
(Ioannidis et al., 2001; Tabor et al., 2002). Ein Grund hierfiir kann in der GroBe des
untersuchten Tiermaterials liegen. In der Studie von Youngerman et al. (2004a) wurden die
Daten von 37 Holstein Friesian Kiihen genutzt, wohingegen in der vorliegenden Arbeit die
Daten von insgesamt 608 genotypisierten Bullen und je nach Laktation die Daten von 833.336
bis 404.832 Kiihen der Rasse Dt. Holstein eingingen. Ein weiterer Grund fiir eine fehlende
Reproduzierbarkeit kann in der untersuchten Population bzw. der Definition des Phinotypen
liegen (Tabor et al., 2002). Hiufig werden in unabhingigen Studien unterschiedliche
Populationen untersucht, in denen die untersuchte DNA-Variante mit einem unterschiedlichen
relativen Risiko assoziiert sein kann, wodurch die fehlende Reproduzierbarkeit auf Grund
biologischer Differenz resultierten (Tabor et al., 2002). In den angesprochenen Studien
wurden kanadische und US-amerikanische Holstein Friesian untersucht. Nach Hanslik et al.
(2000) sind trotz intensivem Genfluss New World- und Old World-Populationen der Rasse
Holstein Friesian signifikant unterschiedlich. Den gleichen Trend konnten Kaupe et al. (2004)
bei der Untersuchung des DGATI-Locus feststellen. Demnach ist es moglich, dass auch in der
vorliegenden Arbeit die fehlende Reproduzierbarkeit durch biologische Differenzen in den
untersuchten Populationen entstanden ist. Auch die Tatsache, dass eine funktionelle
Bedeutung der SNPs anhand Genotyp-spezifischer Unterschiede in der Funktion neutrophiler

Granulozyten (Rambeaud und Pighetti, 2005; Rambeaud et al., 2006) bzw. einer Genotyp-
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spezifischen Genexpression (Leyva-Baca et al., 2008a) gefunden wurde, kénnte durch diese
Hypothese begriindet sein. Sowohl die Untersuchungen beziiglich der funktionellen
Bedeutung des SNPs CXCRI/+777 sowie des SNPs CXCRI1/5°UTR/-1768 wurden in
denselben Arbeitsgruppen durchgefiihrt, welche auch die jeweilige Assoziation des Genotyps
mit der Hohe der somatischen Zellzahl feststellten. Es handelt sich bei den Untersuchungen
demnach nicht um unabhingige Studien. Aus diesem Grund sind die Verwendung von
gleichem Tiermaterial bei den Assoziationsanalysen und den weiterfithrenden funktionellen
Analysen und damit der Einfluss des Tiermaterials auf die Ergebnisse nicht auszuschlie3en.
Die Definition des Phénotyps kann ein weiterer Grund sein, weshalb Youngerman et al.
(2004a) im Gegensatz zu der vorliegenden Studie und der Studie von Leyva-Baca et al.
(2007; 2008b) eine Assoziation des SNP CXCRI/+777 und der somatischen Zellzahl
gefunden haben. In der vorliegenden Studie und den Studien von Leyva-Baca et al. (Leyva-
Baca et al.,, 2007; Leyva-Baca et al., 2008b) beruht der SCS auf einem 305 Tage
Durchschnitt, bei welchem durch ein Random-Regression-Testtagsmodell auch der
Laktationszeitpunkt beriicksichtigt wird. Aus der Veroffentlichung von Youngerman et al.
(2004a) geht jedoch nicht hervor, ob es sich bei dem genutzten SCS auch um einen
Laktationsdurchschnitt oder um Einzelmessungen handelt. Zahlreiche Untersuchungen
zeigen, dass die Heritabilitdt der SCC je nach Zeitpunkt der Laktation differiert (Emanuelson
et al., 1988; Rogers et al., 1995a; Haile-Mariam et al., 2001). Rogers et al. (1995a) gehen
sogar davon aus, dass es sich bei der SCC in frither und spiter Laktation nicht um das gleiche
Merkmal handelt. Sollten die Messungen in der Studie von Youngerman et al. (2004a)
innerhalb eines bestimmten Zeitpunkts — gegebenenfalls mit hoher Heritabilitit —
durchgefiihrt worden sein, ist es moglich, dass hierdurch, im Vergleich zur Verwendung von
regressierten Laktationsdurchschnitten, eine Assoziation gefunden werden konnte.

Anhand der fir den SNP CXCRI/5S'UTR/-1768 diskutierten Analyse der
Assoziationsergebnisse in den einzelnen Familien kann der Vorteil von Familienmaterial
gegeniiber Proben von unverwandten Tieren verdeutlicht werden. Sind Informationen iiber
die Zugehorigkeit zu den einzelnen Familien vorhanden, kann die Verteilung der Genotypen
innerhalb dieser gepriift werden. So werden wie im vorliegenden Fall eine falsche
Einschitzung der Genotypverteilung und damit eine féalschlicherweise gefundene Assoziation
vermieden. In den Studien von Youngerman et al. (2004a) und Leyva-Baca et al.(2008b)
wurde nicht mit Familienmaterial gearbeitet, weshalb nicht ausgeschlossen werden kann, dass
die gefundenen Assoziationen keine echten Assoziationen darstellen, sondern auf der

Zusammensetzung des Tiermaterials beruhen.
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Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte SNP CXCR1/5°UTR/-96 wurde in den von Leyva-
Baca et al. (2008b) zur Detektion von Polymorphismen sequenzierten Pools nicht gefunden.
Diese Pools wurden aus Tieren mit extrem hohen bzw. extrem niedrigen DYDs gebildet, um
so eine maximale genetische Varianz fiir das Merkmal zu erhalten (Leyva-Baca et al., 2008b).
Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass eine SNP Detektion mit dieser Methode auch fiir
Allelfrequenzen von 1 % mdoglich ist (Leyva et al., 2006). In einer anderen Studie wurde
jedoch gezeigt, dass bei selektivem DNA-Pooling (selective DNA pooling) die Sensitivitit
einer Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) nicht ausreicht, um seltene Allele zu
finden (Fakhrai-Rad et al., 2004). Auf Grund der Allelfrequenz des SNPs CXCR1/5"UTR/-96
(Frequenz fiir A = 0,53) kann jedoch ausgeschlossen werden, dass der SNP bei Leyva-Baca et
al. (2008b) wegen einer zu geringen Frequenz nicht erkannt wurde. Aus demselben Grund
kann auch ausgeschlossen werden, dass die eingesetzte Tierzahl fiir das Auffinden des SNPs

nicht ausreichte.

Detilleux et al. (2002) postulierten, dass es moglich ist, dass ein Gen Kiihen eine Resistenz
gegeniiber spezifischen Pathogenen vermittelt, gegeniiber anderen Pathogenen jedoch nicht.
Durch die Natur des Merkmals SCC wird bei dessen Einsatz im Rahmen von
Assoziationsstudien nicht zwischen den ursidchlichen Pathogenen unterschieden. Es ist daher
nicht auszuschlieBen, dass die untersuchten Gene die angesprochene pathogenspezifische
Resistenz vermitteln, diese im Rahmen der vorliegenden Studie auf Grund des verwendeten
Merkmals jedoch nicht aufgefunden werden konnte. Zur Uberpriifung dieser These miissten

Daten iiber Mastitiden und der ihnen zugrunde liegenden Pathogene genutzt werden.

Auch wenn die genomische Selektion mit Hilfe von SNP-Chips schon routinemifig in der
Zuchtwertschitzung eingesetzt wird und somit derzeit die seit 2005 durchgefiihrte
markergestiitzte Selektion abgelost hat (Reinhardt et al., 2011), sehen Fries und Pausch
(2011) das eigentliche Ziel darin, moglichst die kausale DNA-Variation von
Merkmalsvariationen festzustellen. Vor allem im Hinblick auf die ziichterische Verbesserung
von Gesundheitsmerkmalen messen die Autoren der expliziten Beriicksichtigung von QTN an
Stelle von QTLs eine hohe Bedeutung bei. Die rasante Weiterentwicklung der SNP-Chips und
die damit zur Verfiigung stehende hohe Dichte an Markern ermdoglicht hierbei eine immer
kostengiinstigere und erfolgsversprechende Durchfiihrung von Assoziationsstudien und
letztendlich die Detektion einer der kausalen Genvarianten fiir die Mastitisresistenz beim

Rind. Auch durch den Einsatz von SNP-Chips zur Untersuchung des in der vorliegenden
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Arbeit beschriebenen QTLs ist es moglich, deutlich mehr potentiell kausale Genvarianten zu
untersuchen und somit moglicherweise die ursidchliche Variante des auf BTAO2 detektieren

QTL fiir SCC aufzufinden.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den von Bennewitz et al. (2003) auf BTAO2 gefundenen QTL fiir
die SCS beim Rind mittels weiterer Marker zu validieren und feiner zu kartieren. Unter
Einbezug von Expressionsdaten, welche im Rahmen eines Teilprojektes bei Kiihen mit einer
genetisch differenten Pridisposition fiir Mastitis gewonnen wurden, sollten anschlieBend
positionelle und funktionelle Kandidatengene innerhalb dieses QTLs ausgewihlt werden und
potenziell merkmalsassoziierte Varianten innerhalb dieser Gene auf eine Assoziation mit der

Hohe der somatischen Zellzahl in der Rasse Dt. Holstein iiberpriift werden.

Durch die Anwendung eines Kopplungsgleichgewichts konnte der QTL fiir SCS auf BTA02
bestitigt und das Konfidenzintervall (Thomsen et al., 2000; Bennewitz et al., 2003) des QTLs
von 128 cM auf 38 cM reduziert werden. Dies wurde durch den Einbezug weiterer sieben
Familien und eine Erhohung der Markeranzahl um das 4fache erreicht. Eingesetzt wurde ein
Granddaughter Design mit insgesamt 10 Familien und 1121 nachkommengepriiften S6hnen,
welche mit Hilfe von insgesamt 27 Markern (2 SNPs, 25 Mikrosatelliten) typisiert wurden.
Des Weiteren wurde im Zuge einer Einzelmarkerregression ein signifikanter Einfluss der
Marker (ILSTS098, p < 0.05; BMS778, p < 0.01) auf den QTL gefunden, wobei jedoch nur der
Marker BMS778 einen starken Effekt auf die QTL-Varianz ausiibte.

Die Berechnung der exakten Markerpositionen ergab eine fiir die deutsche Holstein-
Population spezifische Markerkarte fiir BTAO2, die fiir weitere Analysen zur Klidrung der

Einfliisse dieses Chromosoms auf 6konomisch bedeutende Merkmale genutzt werden kann.

Innerhalb des genomweit-signifikanten, 38 cM groflen Konfidenzintervalls des 1. QTL-Peaks
wurden die Gene Interleukin 8- Rezeptor A (CXCRI), Insulin-Like-Growth-Factor
-Bindungsprotein-2 (IGFBP2) und Phosphatidylinositol-3-Phosphate /Phosphatidylinositol 5-
Kinase, Type IIl (PIP5K3) als Kandidatengene ausgewihlt und auf mogliche
merkmalsbeeinflussende Genvarianten hin untersucht. Die Auswahl der Gene wurde hierbei
durch den Einbezug der Genexpressionsdaten und Informationen iiber den funktionellen

Hintergrund der Gene optimiert.

Fiir die molekulargenetische Charakterisierung der Kandidatengene wurde eine PCR-

Direktsequenzierung durchgefiihrt. Innerhalb der sequenzierten Bereiche wurden 11
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Mutationen detektiert, von denen sieben anhand der von Tabor et al. (2002) beschriebenen
Kriterien fiir eine Assoziationsanalyse ausgewdhlt und mit Hilfe des vorhandenen
Tiermaterials untersucht wurden. Zusitzlich wurde die Relevanz eines von Cobanoglu et al.

(2006) beschriebenen Polymorphismus in STAT] gepriift.

Fiir keinen der untersuchten SNPs wurde eine signifikante Assoziation mit der somatischen
Zellzahl gefunden. Auch die in der kanadischen bzw. amerikanischen Holstein Friesian
Population gefundene Assoziation der Polymorphismen im Gen CXCRI (Youngerman et al.,
2004a; Leyva-Baca et al., 2008b) und die mogliche Relevanz des Polymorphismus in
STATI(Cobanoglu et al., 2006) konnte nicht bestétigt werden.

Weitere Untersuchungen von Kandidatengenen in der unmittelbaren Umgebung des Markers

BMS778 sind in Betracht zu ziehen.
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7 Summary

Aim of this study was the verification and the refined mapping of the QTL for SCS on
BTAO2, detected by Bennewitz et al. (2003). Following this, a selection of positional and
functional candidate genes in the refined area should be made using expression data of cattle
with a different predisposition to mastitis. Subsequently variants of these candidate genes
should be analysed for their possible associations with somatic cell score in the Holstein

Frisian population.

Using linkage analysis the QTL could be verified. Furthermore a successful reduction of the
confidence interval from 128 ¢cM (Thomsen et al., 2000; Bennewitz et al., 2003) to 38 cM was
realised by increasing the number of markers 4-fold and analysing additional seven families.
A granddaughter design of 10 German Holstein grandsire families with 1121 progeny tested
sons - wich were typed with 27 markers (2 SNPs, 25 microsatellites) - was used. Furthermore,
two individual markers with a significant effect (ILSTS098, p < 0.05; BMS778, p < 0.01) on
the QTL were found by regression analysis. However the marker ILSTS098 explained only a
very small portion of the QTL variance, while BMS778 had a much greater effect.

Calculating the exact position of the used markers a specific marker map for the German
Holstein population could be built, which may be used as a tool for further analysis of the

potential influence of BTAO2 on economically important traits.

Within the 38 cM confidence interval of the first QTL peak the following candidate genes
were chosen an analysed for polymorphisms: Interleukin 8- Rezeptor A (CXCRI), Insulin-
Like-Grow-Factor -Bindungsprotein-2 (IGFBP2) and Phosphatidylinositol-3-Phosphate
/Phosphatidylinositol 5-Kinase, Type III (PIP5K3). This selection of genes was made by

using expression data and considering their function in the metabolic pathway.

To detect polymorphisms, the candidate genes were sequenced. Within the sequenced areas
11 polymorphisms were detected. Applying the criteria of Tabor et al. (2002) seven of this
polymorphisms were selected for association analysis. Additionally the relevance of a SNP in
STATI1 detected by Cobanolgu et al. (2006) was tested. For all polymorphisms screening

methods were established.
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Association studies did not reveal significant association between the polymorphisms and the
somatic cell score. The association of two polymorphism in CXCR! found in the American
and Canadian Holstein Friesian population (Youngerman et al., 2004a; Leyva-Baca et al.,

2008b) and the potential relevance of the SNP in STATI could not be confirmed in this study.

Further investigations of candidate genes in the QTL region now narrowed to 38 cM are

concidered with the region around the marker BMS778 as a suitable starting point.
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Tabelle A 2: DNA-Proben von Rindern verschiedener Rassen, die zur Polymorphismensuche

eingesetzt wurden

Rasse Prob_ID Rasse Prob_ID

Dt. Holstein Bianca Dt. Holstein H 2871
H 23 H 2941
H75 H 3061
H 190 H 3099
H 209 H 3236
H 267 H 3256
H 288 H 3319
H 326 H 3434
H 407 H 3437
H417 H 3602
H 429 H 3663
H 497 H 3761
H 660 H 3802
H 706 H 3961
H 711 Dt. Angus DA griin 2
H 731 DA griin 14
H 1007 DA blau 24
H 1041 DA blau 26
H 1052 Fleckvieh FLV blau 1
H1111 FLV gelb 5
H 1415 FLV blau 18
H 1634 FLV blau 19
H 1727 White Fulani WF 9
H 1948 WF 31
H 2851 Bunaji B7
H 2864 B 54
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Tabelle A 3: Genutzte Marker fiir die vorldufige QTL-Berechnung auf BTAO2. Die Position in cM
gibt die Lage der Marker in der gesamten Kopplungskarte des MARC_USDA von BTAO02 wieder,
wobei 0 cM dem Beginn des Chromosoms entspricht.

Marker  Position (cM) Intervall * (Nr.)
DIK2729 50,87 1
DIK4025 56,912 2
ILSTS098 60,259
ILSTS82 63,967 ’
BMS353 68,653 )
DIK4972 69,771 :
BMS1837 72,497 °

MNB438 72,497 ’
BMS778 74,84 5
DIK2862 75,326 ’
DIK4676 77,631 10
CSSM53 79,613 !
DIK5133 79,613 2
TGLA226 85,848 P
DIK4880 87,486 a
DIK4726 88,784 P
TGLAI110 92,484 10
MMB8D3 96,134 v
BM1223 100,176 '
BMS1987 107,475 "
DIK5023 112,059 20
DIK1155 117,962 2

* = Zwischen zwei Markern befindliches Intervall
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Tabelle A 4: Allele und Allelfrequenzen der untersuchten Mikrosatelliten

Mikrosatellit Anzahl Allele Allel Allelfrequenz
163 76,72
169 0,14
BM1223 6 i 0.0
175 22,02
177 0,04
179 1,03
137 40,57
BMS1264 3 143 27,5
147 31,93
91 38,21
97 0,31
98 0,04
BMS1837 6
101 6, 68
103 5,07
107 49,69
111 67,49
BMS1987 4 o 04
121 31,2
125 0,77
113 29,59
117 27,22
BMS353 5 119 0,22
121 0,04
125 42,93
141 0,18
143 3,87
151 15,47
153 16,68
BMS778 8
157 46,54
159 14,61
161 2,61
163 0,04
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Tabelle A 4 (Fortsetzung)

Mikrosatellit Anzahl Allele Allel Allelfrequenz
100 21,41
102 54,76
CSSMS53 5 106 0.13
110 23,65
114 0,04
199 0,04
DIK1155 4 201 or.e7
203 11,85
205 20,44
245 1,25
DIK2729 4 2 o
257 25,61
259 2,95
154 0,09
156 0,14
158 11,54
160 0,05
DIK2862 10 102 87
164 0.81
166 22,23
168 0,27
170 0,14
172 6
201 0.18
203 87.59
205 6,68
DIK4025 8 200 0.04
207 3.9
208 0,09
209 1,34
211 0,18
191 3727
193 36,19
DIK4369 6 . 005
197 0,63
199 0,36
201 19,49
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Tabelle A 4 (Fortsetzung)

Mikrosatellit Anzahl Allele Allel Allelfrequenz
223 39
225 26,75
DIK4673 6 22 25,33
231 40,66
237 0,32
238 0,05
199 2,83
201 95,68
DIK4676 4
203 1,08
205 0,4
178 0,63
182 0,49
184 2,51
DIK4726 7 186 81,63
188 7.8
190 6,9
192 0,04
141 3,34
145 50,9
DIK4880 5 147 31,62
149 1,85
153 12,29
221 6,67
225 0,05
DIK4972 5 233 36,79
241 5,95
243 50,54
173 43,08
175 42,46
DIK5023 4 177 9,6
179 4,87
173 43,08
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Tabelle A 4 (Fortsetzung)

Mikrosatellit Anzahl Allele Allel Allelfrequenz
201 0,05
203 17,97
205 9,01
DIK5133 7 207 47,57
209 0,09
211 24,23
213 1,08
163 54,47
165 0,49
167 1,48
171 0,58
ILSTS098 9 173 8,27
179 0,09
183 8,01
187 25
189 1,61
103 0,04
107 25,43
109 0,13
ILSTS82 7 111 20,5
115 1,88
117 9,09
119 42,93
139 12,72
141 0,49
143 59,95
MMS8D3 7 145 2,69
147 3,99
149 17,79
151 2,37
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Tabelle A 4 (Fortsetzung)

Mikrosatellit Anzahl Allele Allel Allelfrequenz
161 0,05
165 0,19
167 11,91
169 14,7
177 0,23
MNB48 11 179 0,23
185 0,05
187 16,79
189 53,35
191 2,37
193 0,14
156 1,7
158 76,45
TGLA110 5 160 3,66
164 18,14
166 0,04
142 20,69
144 19,08
TGLA226 5 146 51,65
148 1,03
154 7,55
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Tabelle A 7: Genotypfrequenzen im gesamten Probenmaterial und in den heterozygoten Familien

Gesamt Heterozygote Familien
SNP
Genotyp Frequenz Genotyp Frequenz

GG 0,25 GG 0,23

GA 0,50 GA 0,56
CXCR1/5°UTR/-96

AA 0,25 AA 0,21

AA 0,03 AA 0,10

AT 0,24 AT 0,39

CXCR1/5°UTR/-1768

TT 0,73 TT 0,51

TT 0,27 TT 0,22

TC 0,48 TC 0,49
CXCRI1/Ex1/+199

CcC 0,25 CcC 0,29

GG 0,29 GG 0,25

GC 0,49 GC 0,49

CXCRI1/+777

CcC 0,22 CcC 0,26

GG 0,33 GG 0,29

GA 0,51 GA 0,50
IGFBP2/Int1/+55

AA 0,16 AA 0,21

TT 0,10 TT 0,27

TC 0,43 TC 0,28

STAT1/3°UTR
CcC 0,47 CcC 0,45
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Tabelle A 8: Allel- und Genotypfrequenzen fiir den SNP PIP5K3/Ex26/+69 in den heterozygoten
Familien

Familie Allelfrequenz Genotypfrequenz
G T GG GT TT
ADR-MAS 1 0,23 0,77 0,02 0,41 0,57
ADR-MAS 6 0,08 0,92 0 0,16 0,84
Gesamt 0,16 0,84 0,01 0,29 0,70

Tabelle A 9: Ergebnisse der Assoziationsanalyse in einem 20 cM groBen den jeweiligen SNP
umschlieBenden Fenster

CXCR1/5°UTR/-96 CXCR1/5°UTR/-1768
QTL® QTL- QTL-
LR QTLV GenV Anteil ResV LR QTLYV GenV Anteil ResV

1 9,800 0,034 0,245 13,88% 0,00026 21,498 0,026 0,186 13,90% 0,013

2 9,082 0,030 0,245 12,44% 0,00026 20,686 0,036 0,201 17,96% 0,011

3 8,742 0,029 0,245 11,70%  0,00025 20,628 0,035 0,200 17,57% 0,011

4 8,392 0,027 0,245 11,17% 0,00024 20,374 0,036 0,201 17.81% 0,010

5 8,348 0,027 0,244 11,08% 0,00025 20,272 0,038 0,203 18,61% 0,010

6 8,178 0,028 0,244 11,31% 0,00025 20,212 0,034 0,199 16,85% 0,011

7 8,054 0,028 0,244 11,53% 0,00026 19,972 0,033 0,198 16,43% 0,011

8 7,756 0,028 0,244 11,36%  0,00027 19,442 0,037 0,202 18,07% 0,011

9 7,456 0,027 0,244 11,13%  0,00030 18,898 0,042 0,208 2041% 0,011

10 7,150 0,026 0,244 10,76% 0,00033 18,272 0,051 0,217 23,58% 0,010

11 6,984 0,026 0,244 10,64% 0,00034 18,016 0,054 0,220 24,55% 0,010
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Tabelle A 9 (Fortsetzung)

CXCRI1/5°UTR/-96

CXCR1/5°UTR/-1768

QTL" QTL- QTL-
LR QTLV GenV Anteil ResV LR QTLV GenV Anteil ResV
12 6,804 0,026 0,244 10,49% 0,00035 17,664 0,058 0,224 2592% 0,010
13 6,500 0,025 0,245 10,21% 0,00038 17,006 0,068 0,235 28,94% 0,009
14 6,352 0,025 0,245 10,07% 0,00035 16,682 0,067 0,234 28,77% 0,009
15 6,194 0,024 0,245 9,95%  0,00032 16,358 0,065 0,231 27,96% 0,009
16 6,100 0,024 0,245 9,94%  0,00029 16,072 0,063 0,229 27,31% 0,009
17 5998 0,024 0,245 9,97%  0,00027 15,642 0,059 0,226 26,22% 0,009
18 6,028 0,025 0,245 10,24% 0,00025 15,436 0,055 0,221 24,89% 0,009
19 6,000 0,026 0,244 1048% 0,00024 15,116 0,052 0,217 23,76% 0,010
20 6,040 0,026 0,244 10,78% 0,00023 14,838 0,049 0,214 22,88% 0,010
21 6,066 0,028 0,245 11,27% 0,00021 14,456 0,045 0,210 21,62% 0,010
22 10,038 0,034 0,245 13,81% 0,00012 11,624 0,0003 0,204 0,13% 0,00013
23 9,388 0,030 0,245 1243% 0,00012 10,678 0,0003 0,208 0,12% 0,00013
24 9,186 0,029 0,245 11,98% 0,00012 10,314 0,0002 0,210 0,12% 0,00012
25 8946 0,028 0,245 11,61% 0,00011 9,932  0,0002 0,211 0,12% 0,00012
26 8,978 0,028 0,245 11,55% 0,00011 9,932  0,0002 0,211 0,12% 0,00012
27 8,808 0,029 0,244 11,79% 0,00012 9,756  0,0003 0,210 0,12% 0,00013
28 8,676 0,029 0,244 11,99% 0,00012 9,590 0,0003 0,209 0,13% 0,00014
29 8,368 0,029 0,244 11,79% 0,00012 9,192 0,0003 0,209 0,15% 0,00015
30 8,068 0,028 0,244 11,52% 0,00013 8,848 0,0003 0,210 0,16% 0,00017
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Tabelle A 9 (Fortsetzung)

CXCR1/5°UTR/-96 CXCR1/5°UTR/-1768
QTL- QTL-

QTL LR QTLV GenV Anteil ResV LR QTLV GenV Anteil ResV
31 7,790 0,027 0,244 11,15% 0,00014 8,598 10,0003 0,211 0,17% 0,00017
32 7,634 0,027 0,245 11,04% 0,00014 8,462 10,0004 0,211 0,17% 0,00018
33 7466 0,027 0,245 10,90% 0,00014 8,318 0,0004 0,211 0,17% 0,00018
34 7,178 0,026 0,245 10,62% 0,00014 8,094 10,0004 0,211 0,18% 0,00019
35 6,996 0,026 0,245 10,52% 0,00014 7,932 0,0004 0212 0,17% 0,00018
36 6,760 0,025 0,245 10,41% 0,00013 7,714 0,0004 0212 0,17% 0,00018
37 6,576 0,025 0,245 10,39% 0,00013 7,568 0,0003 0,212 0,16% 0,00017
38 6,364 0,025 0,245 10,36% 0,00012 7,458 0,0003 0,212 0,16% 0,00017
39 6,286 0,026 0,245 10,58% 0,00012 7,430 0,0003 0,211 0,15% 0,00016
40 6,136 0,026 0,245 10,74% 0,00011 7,328 0,0003 0,211 0,15% 0,00016
41 6,042 0,027 0,245 10,92% 0,00010 7,292  0,0003 0,210 0,14% 0,00015
42 5918 0,028 0,245 11,26% 0,00010 7,232 0,0003 0,209 0,14% 0,00014

LR = Likelihood-Ratio-Testergebnisse

QTLV = QTL-Varianz (2x gametische Varianz)

GenV = totale genetische Varianz (polygene Varianz + 2x gametische Varianz)
QTL-Anteil = QTLV/GenV

ResV = Restvarianz
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