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Abb. 2.6 Darstellung der im Zeitablauf sich &ndernden
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2004, VErandert) .......ccceeciieiiiieeiee e e e 19

Abb. 2.7 BTA14 mit cytogenetischem Bandenmuster und superpositionier-
ten homologen humanen Kopplungsgruppen des invertierten g-
Arms von Chromosom HSAS. Kopositioniert ist die RH-Karte von
BTA14, die homolog zu humanen Kopplungsgruppen aufgebaut ist
(Band et al. 2000, Everts-van-der-Wind et al. 2004) ........................ 22

Abb. 2.8 Signale unterschiedlicher Signalstirken einer Gelelektrophorese
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deltaS-steroid dehydrogenase, EC: 1.14.99.9 steroid 17alpha-
monooxygenase, EC: 1.14.99.10 steroid 21-monooxygenase,
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9). Das pUC Link wird bei erfolgreicher Ligation durch DNA-
Inserts zwischen den EcoRI Schnittstellen ersetzt. CM(R)
kennzeichnet das Chloramphenicol Resistenzgen zur
Negativselektion fiir nicht transformierte Zellen sowie das SacB
Gen als Indikator erfolgreicher Ligation. Die T7 und SP6
Promotorsequenzen wurden zum Primerdesign fiir BAC
Endsequenzierungen genutzt. ..........ccceeecuveeiiieenieeeniieeeiee e

Drei identische PCR-Ansédtze mit unterschiedlichen Enhancer-
Substanzen im Temperaturgradienten von 63°C (links) bis 56°C
(rechts), getrennt durch DNA GroBenmarker. PCR-Additive sind
DMSO (links), Tween20 (Mitte) und Triton X-100 (rechts) ............

Aufbau eines high-density-Filters der BAC-Bank RZPD B754.
Die Klone einer in 384-well Mikrotiterplatten gelagerten BAC-
Bank, werden 2-mal pro Array aufgetragen. Jeder Array besteht
aus 5 x 5 =25 Feldern. Zentral wird ein Orientierungspunkt aus
Tinte (M) erzeugt. Alle 24 verbleibenden Felder werden mit BAC-
Klonen belegt, wodurch sich 12 mogliche Hybridisierungsmuster
(@) fiir jeden BAC-Klon ergeben. Auf jedem high-density Filter
befinden sich 48 x 48 = 2304 Arrays, die je durch einen
Orientierungspunkt (M) markiert sind ........c..cccoooeviiiiiiniiinnn,

Wachstumskurve von E.coli in LB-Medium am Beispiel des
Bakterienstammes DH50TM mit Plasmid pUC21 (QIAGEN News
4/1998, verindert). Der Zeitabschnitt der logarithmischen
Wachstumsphase ist zwischen unterbrochenen Linien auf der
x-Achse gekennzeichnet ...........cccoocvviieriiieiiiiiiieiece e,

Ein Secondary Screen aus der BAC-Bank RZPD B754 (PCR-
Pool-Screening). Die 8 halbbelegten Reihen einer 96 well
Mikrotiterplatte sind auf dem Gel ebenfalls in Reihen (6er
Einheiten) aufgetragen. Unterbrochen sind sie jeweils durch eine
genomische DNA Kontrolle zum Vergleich der erwarteten
ProduktgroBe. An den Gelrdndern sind DNA Grof3enmarker
aufgetragen. In der dritten Reihe (1 Pfeil) sowie in der achten
Reihe (2 Pfeile) sind insgesamt 3 Signale auf erwarteter
Produkthohe zu beobachten ..........ccccoooiiiiiiiiiiiiieeee,

Autoradiogramm eines BAC-Bank Filter-Screens. Eine KIEL_ES8
spezifische Sonde wurde an Filter Nr. 10L (Filter Set 004594) der
BAC-Bank RZPD TUM-B754 hybridisiert. Kreise kennzeichnen
2 positive Doppelsignale. (Position oben: 439F2 Position unten:
AOTHTT) ittt

Elektropherogramm der mit dem Restriktionsenzym NotlI
verdauten BAC-MIDI Preparationen zur Uberpriifung von
Vektorbande und Inserts. Die Vektorbande (pBAC3.6e, Frengen et
al. 2000) ist bei 8 kb sichtbar. Groere Fragmente sind BAC-
Inserts. Es treten BAC-Inserts mit und ohne zusétzliche NotI-
Schnittstellen auf (ein oder mehrere Fragmente). Notl-
Schnittstellen haben im Sdugergenom eine durchschnittliche
Haufigkeit von 3000 (Imoto et al. 1994). Auf den dufleren Spuren
des Gels sind DNA-Grofenmarker aufgetragen .........cc..coceeveeeennee
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Elektropherogramm eines 0,8%igen Agarosegels mit

elektrophoretisch aufgetrennten Restriktionsfragmenten von BAC-

MIDI DNA-Préaparation verdaut mit Restriktionsenzym HindIII.

Pro BAC sind jeweils 3 verdaute Klone aufgetragen. In den auflen
liegenden Gelbahnen des Fingerprint-Agarosegels sowie zwischen
Verdaus wurde DNA-Marker-Mix (SM0331 + SM0231; MBI

Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) zur Schitzung der

gemeinsamen Fragmentgrofen aufgetragen. Klonbezeichnungen

Wwie 1N Tabelle 4.1 ..c..oiiiiiiii e 104
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Sequenzierung. Reihe 1 zeigt die Sequenzierung eines
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bovinen CYP11B1-Pseudogens. Reihe 3 zeigt die Sequenzierung

eines Subklons des kodierenden CYP11B1-Gens. Die unter-

brochene Linie markiert den Beginn der Doppelsequenz .............. 115

Darstellung eines PCR-RFLPs auf SSCP Gel (DSCN3034). Beide
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PCRs wurden identisch durchgefiihrt, jedoch mit unterschiedlichen
forward Primern (links 245, rechts 256) die dazu entworfen waren
allelspezifisch zwischen kodierendem und pseudo bovinem
CYP11B1 Gen zu differenzieren. AnschlieBend wurden beide
PCR-Produkte UN mit dem Restriktionsenzym +405 verdaut und
auf SSCP Gel unter identischen Bedingungen (10% PA37, 1%
GLE, 650V, 5h, 5°C) aufgetrennt. Die linke Gelhélfte zeigt
Genotypen AA, BB, AA, AB, AA, AB (Spuren 2-7) unabhéngige
Segregation von zwei Allelen. In der rechten Gelhélfte (Spur 8-14)
ist keine Segregation zu beobachten. Die dargestellten
Bandenkombinationen bestdtigen die Typisierung des PCR-RFLPs
auf Agarosegel, sowie die Unterschiedlichkeit beider Amplifikate

Entwicklung selektiver PCR-Primer. Die Primersequenzen wurden
derart gelegt, das Primer 245, 251, 252, 253 mit ihrem 3'-Ende
genau in der Deletion lagen und somit nicht im Pseudogen
amplifizieren konnten. Pseudogen-PCR-Primer *255 und *256
enthielten nicht die deletierten Nukleotide und konnten somit nicht
im kodierenden Gen amplifizieren............cccoecueerieiiiienieniienieeenne

Genomische Sequenz des bovinen GML-Paralogons (Genbank
MGC134423). Die Abbildung zeigt Exon 1 (58bp), Intron 1
(593bp) und Teilsequenz Exon 2 (107bp). Exonische Sequenz ist
unterstrichen. ,,G* an Nukleotidpositionen +405 (Transition

G — A) und +573 (Transversion G — T) kennzeichnen SNPs in
Intron 1. Die dargestellte Sequenz wurde unter Genbank Acc.
AY950682 beim NCBI hinterlegt ..........ccooveeviiiiieniieieieeieeas

Segregation beider PCR-RFLP Allele (+405) eines SNP in Intron 1
des bovinen GML-Gens (Genbank MGC134423), dargestellt an
zwei Halbgeschwisterfamilien. Gezeigt ist in der Mitte der
Abbildung der verdaute Genotyp des Deutsch Angus Bullen
PAMTERA (orange) und an beiden Enden des Gels die Genotypen
der beiden mit ihm angepaarten Deutsch Angus Kiihe "orange 9"
und "orange 1". Dazwischen liegend aufgefiihrt sind die
Genotypen der aus den jeweiligen Anpaarungen resultierenden
Kalber der Jahrginge '98, '99, '00, '01 bzw. '98, '99, '00, '01, '02 zu
sehen. Die beiden &uflersten Spuren sind mit DNA

GroBenmarker (pUC Marker 8) belegt ........ccocvveeeiieevcieeeiiieeieeenee,

Das schematisierte Holstein-Familienmaterial der
Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter (ADR) zeigt
Verwandtschaftsverhiltnisse als Ergebnis einer Auswertung von
Pedigree-Informationen mit Hilfe der Pedigree-Datenbank der
Holstein-Association USA (URL 50) der in dieser Arbeit
untersuchten Halbgeschwisterfamilien. Die Nutzung der
kompletten Verwandschaftsinformation ermoglicht genauere
Kartierungsergebnisse. Quadrate (L) kennzeichnen Bullen
(Viter/S6hne) und Kreise (O) kennzeichnen Kiihe
(Miitter/Tochter). Leere und unbeschriftete Quadrate und Kreise
kennzeichnen nicht im Familienmaterial enthaltene Tiere, die zur
Vollstindigkeit der Verwandtschaftsverhéltnisse eingezeichnet
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sind. Unmarkierte Linienkreuzungen (+_1) sind ohne
Informationsgehalt, markierte Linienkreuzungen fiihren zum Vater
(®+_1) oder zeigen Nachkommen (¥ +.1). AA, BB, CC sind Ur-
GroBviter (Great Grandsires). AB, AC, AD, AE, AF, BC, BD, BE,
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(Grandsires) gefiihrt. Die Familiengrof3en sind uneinheitlich. Jeder
GroBvater besitzt die in der Abbildung als Zahlen angegebene
Menge von S6hnen (Sons). Wiederum deren weibliche
Nachkommen (nicht im Schema enthalten) werden im
Familienmaterial als Enkelinnen (Granddaughters) phénotypisch
ausgewertet (Weller et al. 1990). Die farbliche Gestaltung
verdeutlicht reziproke verwandtschaftliche Einfliisse der drei
Ur-GrofBviter AA (blau), BB (rosa) und CC (gelb). ......ccceeevvennenns 126
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Eingezeichnet sind 18 Typl- und Typll-Marker mit ihren
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QTL-Feinkartierung auf Chromosom BTA14

1 Einleitung & Ziele der Arbeit

Die Idee einer QTL-Kartierung kann bis zu Karl Sax (1923) zuriickverfolgt werden, der
in Bohnen Assoziationen zwischen Samengrofle mit Samenschalenmustern und
Pigmentierung untersuchte. Der Begriff des Quantitative Trait Locus (QTL) wurde aber
erst sehr viel spater gepragt. Geldermann (1975) konnte zeigen, dass individuelle
Chromosomenabschnitte verantwortlich waren flr die Variation in 6konomisch wichtigen
Merkmalen. Die erste systematische Suche im Rindergenom nach QTL mit einem Effekt

auf Milchproduktion wurde 1995 von Georges und Mitarbeitern durchgefihrt.

Ein QTL kann die Variation entweder eines Gens oder einer Gruppe gekoppelter Gene
darstellen und somit qualitativer oder quantitativer Natur sein. Der Zweck der Kartierung
von QTL in Nutztieren ist die Identifizierung von Genen, die ein qualitatives oder
quantitatives Merkmal beeinflussen und letztlich die Nutzung der Variation in diesen
Genen mit dem Ziel, Gberlegene Individuen aus einer Population zu selektieren (Grapes et
al. 2004). Um chromosomale Regionen mit einer genetischen Variation in 6konomisch
wertvollen Leistungsmerkmalen aufzudecken, wurden die ersten Kopplungskarten
erarbeitet (Barendse et al. 1997, Kappes et al. 1997). Obwohl diese Arbeiten erfolgreich
die ungefahren chromosomalen Regionen mit QTL Variation beschreiben konnten, waren
doch die Kartierungsintervalle noch sehr groR (Zhang et al. 1998, Farnir et al. 2002).

Genetische Karten mit hoher Dichte sind wesentliche Instrumente fir die
Identifizierung von Genen, die flir mutierende Phanotypen verantwortlich sind, aber auch
fir die vergleichende und evolutionare Genomik. Als Marker, die tblicherweise fur eine
Kopplungsanalyse Verwendung finden, zahlen neben phanotypischen Eigenschaften (Sax
1923) heute vor allem genotypische Erkennungsstellen wie Expressed Sequence Tags
(ESTs), Randomly Amplified Polymorphic Marker (RAPDs), Amplified Fragment Length
Polymorphic Marker (ALFPs) und Mikrosatelliten-Marker (MS). Einer der heute am
haufigsten verwendeten Marker ist der Single Nucleotide Polymorphism (SNP). SNP sind
stabile genetische Variationen, die im gesamten Genom verteilt zu finden sind. Derartige
DNA-Marker kommen sowohl in der Grundlagenforschung als auch bei angewandter
Forschung (z. B. bei markergestitzter Selektion, bei Vaterschaftstests und
Ruckverfolgbarkeit bei Lebensmitteln) zur Anwendung.

In Milchrinder Zuchtprogrammen der zurlckliegenden Jahre wurden Milchertrag,
Milchfett- und Milchproteinprozente durch die Anwendung quantitativ genetischer

Methoden kontinuierlich verbessert. Auf der Basis des von Weller et al. (1990)
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vorgestellten «Granddaughter Design», wobei in einem Familienmaterial der heterozygote
mannliche Vorfahre «Grandsire» genannt wird, seine S6hne «Sons» und deren Tochter
«Granddaughters», reduzieren sich die Kosten fur genomweite QTL Studien betrachtlich.
Diese Vorgehensweise zur QTL Kartierung wurde von mehreren internationalen
Forschergruppen genutzt (Heyen et al. 1999, Zhang et al. 1998, Schrooten et al. 2000,
Thomsen et al. 2000). Durch die zentrale Bedeutung der kinstlichen Besamung in der
Rinderzucht ist der Umfang von Halbgeschwister-Familien aus Elite-Bullen in der Regel
sehr grof3, und das Kopplungs-Ungleichgewicht zwischen Markern innerhalb einer
Halbgeschwister-Familie kann zur QTL-Kartierung genutzt werden. Aber aufgrund von
Faktoren wie kleinen QTL, Rekombination zwischen Markern und QTL, und dem Grad
von Polymorphismus in Markern, ist die 'Power’, einen QTL durch ein Halbgeschwister-

Familienmaterial hindurch zu erkennen, jedoch oft sehr begrenzt (Weller et al. 1990).
1.1  Einleitende Fragestellung

Im Rahmen des ADR/BMBF- Forschungsprojektes "Genomanalyse Rind" (ADRI)
wurden in Deutschen Holstein Rindern genomweit QTL kartiert (Thomsen et al. 2000), die
urséchlich zur Variation von Milchleistungsmerkmalen beitragen. Alle ermittelten QTL
wurden in Abgleichung mit Ergebnissen internationaler Studien in einer Liste
zusammengefasst, die im Rahmen des ADR/BMBF- Forschungsprojektes "Genomanalyse
Rind" (ADR II) als Grundlage fiir die Bestatigungsstudie und die Feinkartierung sowie fiir
die Entwicklung von Methoden zur Nutzung in der markergestitzten Selektion (MAS)
dienen soll. Vorteile der markergestitzten Selektion gegentiber den traditionellen
Ziuchtungsmethoden sind generell dann zu erwarten, wenn es sich um Merkmale mit
niedriger Heritabilitdt, geschlechtsgebundener bzw. zeitlich spater Auspragung oder

aufwendig zu messende Merkmale handelt (Georges 1999).

Von besonderem Interesse erwies sich ein QTL am centromerischen Ende des
Chromosoms BTA14, der einen bedeutenden Einfluss auf den Fettgehalt der Milch sowie
auf Milchmenge und Zellzahl der Milch ausibt. Dieser QTL war in der internationalen
Literatur (Coppieters et al. 1998, Ron et al. 1998) bereits bestétigt, allerdings zeigte sich in
allen Studien, dass sowohl die Genauigkeiten beziliglich der Bestimmung der
chromosomalen Lage als auch die der geschétzten QTL-Effekte nicht ausreichten, um
solche molekulargenetischen Informationen in Form von Selektionsverfahren, die durch
den Einsatz von molekularen Markern gestutzt sind, in praktischen Zuchtprogrammen

effizient umzusetzen.
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Im Laufe der bisherigen internationalen und nationalen Feinkartierungsarbeiten
(Coppieters et al. 1998, Heyen et al. 1999, Riquet et al. 1999, Band et al. 2000, Looft et
al. 2001) wurde deutlich, dass das Acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase Gen (DGAT1),
welches an das centromerische Ende von BTA14 kartiert, ein potentielles Kandidatengen
darstellt. Diese Ergebnisse wurden fur die Holstein Rasse (Grisart et al. 2002) und fur
Fleckvieh (Winter et al. 2002) berichtet. In diesen Rassen kommt es aufgrund einer
doppelten Nukleotidmutation (Transition/ Transversion) zu einer nicht konservativen
Substitution eines Lysins durch ein Alanin (K232A), die einen Haupteffekt auf Milchertrag
und Milchzusammensetzung austibt. Das DGAT1 Allel tbertrifft in niederlandischen
Holstein Rindern das DGAT1* Allel um +0.34% in Fett, +0.08 % in Protein, und
+10.46 kg in Fett Menge, wéhrend Milch- und Proteinmenge reduziert sind (-316 kg, -
5.64 kg, entsprechend) (Grisart et al. 2002). Vergleichbare Effekte wurden fur Deutsche
Holstein und Deutsche Fleckvieh berichtet (Thaller et al. 2003).

Durch Vergleiche dieser Ergebnisse mit den Ergebnissen des im Rahmen des
ADR/BMBF- Forschungsprojektes "Genomanalyse Rind" (ADR 1) festgestellten
Gesamteffektes des QTL stellt sich jedoch eine Differenz dar (Bennewitz et al. 2004).
Diese Tatsache deutet darauf hin, dass die gesamte QTL Wirkung am centromerischen
Ende des bovinen Chromosoms 14 nicht alleine durch allelische Variation des DGAT1
Gens zu erkléaren ist und der QTL Effekt nicht alleine auf einer monogenen Mutation

beruhen kann.
1.2 Ziele der Arbeit

Das Ziel der geplanten Arbeit ist es, den QTL fir Milchleistungsmerkmale im
proximalen Bereich von BTA14 mit Hilfe molekulargenetischer und statistischer Methoden
weiter einzugrenzen und fur die Selektion nutzbare QTL Varianten zu beschreiben. Fir die
Feinkartierung sollen zur Erhdhung der Auflésung neben der Deutsche Holstein Population
auch Deutsch Angus, sowie Deutsche Fleckvieh Populationen herangezogen werden. Als
weiteres Ziel soll die feinkartierte Chromosomenregion systematisch auf weitere mégliche
Kandidatengene untersucht und Gensubstitutionseffekte kausaler Genvarianten geschatzt

werden.

Der von Grisart et al. (2002) und Winter et al. (2002) beschriebene QTL auf BTA14 soll
genutzt werden, eine Kollektion internationaler Rinder-DNA, représentativ fir Bos taurus
und Bos indicus Rinderrassen von 4 Kontinenten (Afrika, Asien, Amerika, Europa) zu

charakterisieren.
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2 Literaturubersicht

Anhand einer Zusammenstellung ausgewihlter Literatur wird ein Uberblick {iber
Entwicklung und Methode der Genomanalyse gegeben. Damit wird ebenso der
gedankliche Weg nachvollzogen, der zur Erstellung dieser genomanalytischen Arbeit
beschritten wurde. Hierbei kann Information iiber die Struktur und Plastizitit des Genoms
ebenso wie seine Entwicklung als ein Ausgangspunkt gewertet werden und molekulare
Marker als Hilfsmittel und Wegmarkierungen, um in der Komplexitit des Genoms eine
Orientierung zu gewihrleisten. Literatur {iber positionale Klonierung gibt einen Uberblick
tiber die methodische Verfahrensweise der Genomanalyse bis auf molekulare Ebene. Der
Abschnitt QTL-Analyse stellt dar, wie Auswertung und Erkenntnisse der Genomanalyse in
einen Okonomischen Zusammenhang gebracht werden, ohne den eine sinnvolle
Zuchtauslese bei landwirtschaftlichen Nutztieren nicht moglich erscheint. AbschlieBend
soll eine Auswertung von Verdffentlichungen iiber markergestiitzte Selektion und
markergestiitzte Introgression Moglichkeiten der Anwendung von Ergebnissen aus der

Genomanalyse in der Nutztierzucht aufzeigen.
2.1 Genomstruktur und Genomaufbau

Die Moglichkeit zur Verdnderung stellt fiir Genome eine Moglichkeit zu groferer
Anpassung von Individuen und deren Nachkommen in einer sich verdndernden Umwelt
dar. In einer statischen Umwelt wiaren Genomverianderungen unnétig, wenn nicht fiir einen
noch hoheren Grad von Angepasstheit. Im Umkehrschluss kann die sich stindig dndernde
Umwelt der Erdoberfliche im Laufe der planetaren Entwicklung der Erde als
Voraussetzung einer biologischen Entwicklung mit immanenter Dynamik interpretiert

werden.
2.1.1 Genomische Entwicklungsdynamik und Struktur

Die genomische Entstehungsgeschichte ist durch die Entwicklung molekulargenetischer
Techniken in weiten Teilen auf chromosomaler Ebene (Burt ef al. 2002), auf Gen-Ebene
sowie auf molekularer Ebene nachvollziehbar geworden. Die Genomentwicklung vollzog
sich multilateral in einer chromosomalen und einer genischen Entwicklungsdynamik (Bush
et al. 1977). Ebenso charakteristisch scheinen éltere Entwicklungsstufen nicht in niederen
Tierarten konserviert zu sein (Pereira 2004) und es kann keine evolutive Linearitét

festgestellt werden.
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Chromosomale Genomentwicklung: Genomische Verdnderungen traten im Verlauf der
Evolution kontinuierlich auf (Lynch & Conery 2000) und ein Zuwachs in der Komplexitét
der Genome im Zuge der Entwicklung von Prokaryonten zu mehrzelligen Eukaryonten
konnte durch Vergleiche von gesamtgenomischen Sequenzdaten festgestellt werden
(Lynch & Conery 2003). Plasmid gebundene Gene in Bakterien sind nicht auf
Chromosomen organisiert und legen die Vermutung nahe, dass die Entstehung von
Chromosomen im Zellkern Entwicklungsschritte zu komplexeren Lebensformen darstellen.
Nach einer Hypothese von Smith & Szathmary (1993) liegt die entscheidende Triebkraft
fiir die Entstehung von Chromosomen in der Garantie, dass durch Genkopplung auch bei
zunehmenden Anzahlen von Genen die Weitergabe sidmtlicher Gene in den
Nachfolgeorganismus sichergestellt werden kann. Durch die Zusammenfassung von Genen
in Gengruppen und eine Kopplung in stabile Einheiten eroffnet sich die Moglichkeit des
schnellen Umbaus und somit einer hoheren Flexibilitit des Genoms (White 1978), obwohl
Untersuchungen nach einer systematischen Adaptivitit chromosomaler Neuordnungen
bislang widerspriichlich blieben (Gibson 1984). Die Weitergabe von gekoppelten
Gengruppen wihrend der Meiose wurde von Morgan & Cattell (1912) bei Studien von
Drosophila erkannt. Derartige genetische Kopplung ist eine direkte Folge von physischer
Kopplung von zwei oder mehr Loci, innerhalb des gleichen Paares von DNA Molekiilen,
die einen eigenen Satz von Chromosomen-Homologen innerhalb eines diploiden Genoms

darstellen (Silver 1995).

Eine erste Beobachtung iiber die Existenz von Chromosomen wurde bereits 1871 von
W. Flemming erbracht. Boveri und Sutton erkannten 1902 unabhingig von einander, dass
Chromosomen paarweise und artspezifisch in konstanten Anzahlen auftreten.
Vergleichende Untersuchung von Genomen zwischen den Arten wurde aber urspriinglich
aufgrund der enorm groBen Variationsbreite zwischen den Karyotypen als unmoglich
eingeschitzt. In zurlickliegenden Jahren hat sich diese Ansicht jedoch aufgrund der
Entdeckung ausgiebiger Konservierung chromosomaler Bereiche zwischen Vertebraten

grundlegend geéndert (Andersson et al. 1996).

Genommutationen, die in heutigen Lebewesen zu numerischen Verdnderungen der
Chromosomenzahl gefiihrt haben, werden in der Pflanzenziichtung systematisch genutzt,
treten jedoch im Tierreich seltener auf. Experimentell erzeugt, existieren polyploide
Mauselinien (Keighren et al. 2003), Fische (Ludwig et al. 2001) und Muscheln (He et al.
2004). Bei Insekten wurde Polyploidie als Motor der Artenentwicklung beschrieben (Lokki
& Saura 1980). Gesamtgenomverdopplung (Ohno 1968, 1970, Eakin & Behringer 2003,
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Eichler & Patel 2003, David et al. 2003) mit anschlieBender Selektion bzw. getrennter
Evolution der Duplikate wird ebenfalls fiir Fische und Saugetiere diskutiert und ist fiir
Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) nachgewiesen (Casci 2004, Kellis ef al. 2004). Im
Allgemeinen wird Polyploidie in Sdugetieren jedoch als unvertriglich mit normaler
Entwicklung und Funktion des Organismus angesehen. Polyploidie durch spontane
Verdopplungen des Sédugetiergenoms ereignet sich nach Eakin & Behringer (2003) bei
ungefdhr 1% der Befruchtungen und wurde auch in hoheren Tieren (Gallardo ef al. 1999)
beschrieben. Da Chromosomenzahlen in Organismen grofer einer Menge 12 wesentlich
héufiger in geraden Anzahlen als ungeraden auftreten (Griffiths ez a/. 2000) kann man dies
jedoch als einen grundsitzlichen Hinweis auf einen polyploiden Entwicklungsweg der

Genome werten.
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Ein weiterer Grund einer Gréenzunahme von Genomen wéhrend ihrer Entwicklung
wird in der Duplikation von DNA Fragmenten infolge von Replikationsfehlern der DNA
gesehen. Chromosomenmutationen konnen auf Fehler wahrend der Meiose zuriickgefiihrt
oder durch physikalische und chemische Einfliisse hervorgerufen werden. Verdnderungen
der Chromosomenzahlen durch Zusammenlagerungs-, Teilungs- und Inversionsereignisse
sind sicherlich einer der Griinde der Spezifizierung der Arten (White 1978), neben
Umlagerungsereignissen von Teilen innerhalb des Chromosoms (Zouros 1982). Die Rate
der chromosomalen Evolution wurde in einen direkten Zusammenhang mit der

Artenbildung bei Sdugetieren (Bush et al. 1977) und hoheren Pflanzen (Levin ef al. 1976)
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gebracht. Demzufolge ereignet sich, in Ubereinstimmung mit der Theorie von Wright
(1931, 1940), anpassungsfdahige Evolution und Artenbildung am schnellsten innerhalb
solcher Arten, die eine markante Neigung zur Unterarten- und Stammbildung besitzen und
in nicht statischer Umwelt leben, wie in diesem Kapitel fiir die biologische Familie der
Bovidae beschrieben wird. Durch die Kombination von Kartierungsdaten und
Chromosomenfarbungen wurden in den zurilickliegenden Jahren komplexe Muster der

chromosomalen Evolution in Vertebraten bekannt.

Der Vergleich genetischer Karten unterschiedlicher Sdugetierarten ldsst vermuten, dass
Genome sich durch Umlagerungen genomischer Segmente einschlieBlich syntenischer
Gengruppen (Band et al. 2000, Graves & Van de Berg 1998) veridndert haben. Ebenso wird
der spontanen Duplikation groBer chromosomaler Abschnitte eine Hauptrolle bei der
Entwicklung eukaryotischer Genome zugesprochen (Simillion et al. 2002, Bailey et al.
2002, Thomas et al. 2003b). Als Bateson et al. (1905) zum ersten Mal die Existenz der
Genkopplung durch Loci deren Allele nicht unabhingig aufspalteten bemerkten, wurde
thre Bedeutung nicht erkannt (Silver 1995). Durch die neuerliche Verfligbarkeit
gesamtgenomischer Sequenzdaten kdnnen heute mit zunehmender Genauigkeit die durch
Umlagerung entstandenen Bruchstellen zwischen Kopplungsgruppen rekonstruiert werden
(Pevzner & Tesler 2003) und ihre Kenntnis ermdoglicht teilweise Rekonstruktion
anzestraler syntenischer Gruppen in Sdugetieren (Mouse Genome Sequencing Consortium
2002), so dass die derzeit zunchmende Datenfiille die theoretische Rekonstruktion alter
Genome moglich erscheinen ldsst (O’Brian & Stanyon 1999). Funktionale Entwicklung
kann in diesem Zusammenhang durch eine neue Zusammenlagerung chromosomaler
Segmente nach einer Duplikation oder einem Bruch profitieren (Koszul ef al. 2004). Ein
derartiger Entstehungsweg wird fiir das Sduger Thyroglobulingen vermutet (Mori et al.
1987, Takagi et al. 1991). Ebenso ist es mdglich, dass eine Umlagerung chromosomaler
Segmente zu einer verdnderten Expression betroffener Gene und dadurch zu Krankheit
fiihrt, wie z.B. beim Burkitt-Lymphom beschrieben (Wright 1997). Hierbei kommt es
durch ein Crossing-over Ereignis zu einer Translokation der telomeren Enden zwischen
HSA8 und HSA14. Dies veridndert das Expressionsmuster des Myc Gens und unterbindet
seine normale Funktion der Kontrolle von Zellwachstum und Zellteilung. Bruchstellen im
Genom sind jedoch nicht zufillig verteilt und beim Mensch hiufiger in kleinen (13-22, Y)
als in groBeren (1-12, X) Chromosomen festzustellen (Yu et al. 1978). Die Rate der
chromosomalen Neuordnung hédngt in diesem Zusammenhang von der Mutationsrate und

der Fixationsrate wéhrend der entsprechenden Evolutionsperiode ab (Burt 2002). Da
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Rekombination sich bevorzugt zwischen homologen Sequenzabschnitten ereignet, hat die
Variation der Frequenz derartiger Abschnitte eine Auswirkung auf die Mutationsraten der
Genome. Die vergleichsweise gro3e Stabilitéit von Vogel-Genomen (Burt et al. 1999) wird
auf die geringe Frequenz von verstreuten repetitiven Sequenzabschnitten und Pseudogenen
im Genom zuriickgefiihrt, die in dieser Klasse weniger als 15% des Genoms ausmachen,

gegeniiber 50% bei Sdugetieren (Burt 2002).

Bison 4.900 Mbp
Esel 4.120 Mbp ]
Meerschwein 3.920 Mbp ]
Européisches Rind 3.700 Mbp ]
Maultier 3.560 Mbp ]
Mensch 3.500 Mbp |
Indisches Zebu 3.310 Mbp |
Schaf 3.300 Mbp ]
Kaninchen 3.260 Mbp ]
Maus 3.250 Mbp |
Ziege 3.240 Mbp ]
Markor 3.230 Mbp |
Pferd 3.150 Mbp ]
Ratte 3.050 Mbp ]
Schwein 3.000 Mbp ——
Katze 2.910 Mbp ——
Hund 2.800 Mbp ——

2.0 3.0 4.0 5.0 Gbp

Abbildung 2.2: Genomgréflen im Vergleich: Der haploide Chromosomensatz (CV) ist in
Megabasenpaaren bzw. Gigabasenpaaren angegeben (Gregory 2001b). Der C-Wert der
Saugergenome entwickelt sich ohne erkennbaren Zusammenhang zur organisatorischen
Komplexitit der Organismen.

Die physische GroBe der Genome verhdlt sich nicht immer proportional zur
Komplexitidt der Organismen. Extreme Beispiele konnen vor allem im Pflanzenreich
gefunden werden. Dort ist das Weizengenom 200mal groBer als das der Modellpflanze
Arabidopsis. Im Tierreich sind Unterschiede nicht im gleichen Mal3e ausgeprigt obwohl
markante Unterschiede bestehen. Der DNA Gehalt des haploiden Genoms (C-Wert) ist
jedoch fiir jede lebende Art charakteristisch, reprisentiert aber bei Eukaryonten keine
unmittelbare Beziehung zur morphologischen und organischen Komplexitit des
Organismus, obwohl Bakterien noch solch einen Zusammenhang aufweisen (Lewin 1988).
Die Tatsache, dass kein Zusammenhang zwischen Genomgrofle und Komplexitit sowie
vermuteter Anzahl von Genen der untersuchten Organismen besteht (Li und Graur 1991),
wird im allgemeinen als C-Wert-Paradoxon bezeichnet (Thomas 1971). Da jedoch bekannt

ist, dass die GenomgroBenunterschiede nicht durch eine unterschiedliche Anzahl von
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Genen, sondern vor allem durch nicht kodierende DNA verursacht sind, liegt nach Gregory
(2001a) kein Paradoxon vor. Deshalb fiihrt er stattdessen den Begriff C-Wert-Ritsel (C-
value enigma) ein, da unklar ist, ob von der Genomgrof3e Funktionen abhdngen und/oder

welche diese sein konnten.
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Abbildung 2.3: Ideogramm eines weiblichen indischen Muntjacs. Homologe
chromosomale Bereiche wurden durch Hybridisierung von angefarbten chromosomalen
Sonden fiir Mensch (HSA), Schaf (OAR), Rind (BTA), chinesischer Muntjac (MRE) und
Brauner Mazama (MGO) erstellt. Sterne markieren Hybridisierungsbereiche einer
centromerischen Sonde von Muntjac und damit Stellen anzestraler Chromosomenfusion
(Graves & Van de Berg 1998).

Die haploide Anzahl der Chromosomen in den Lebewesen des Bionoms zeigt eine
grole Schwankungsbreite und betrédgt, z.B. bei der Nematode Parascaris univalens 1, bei
der Farnart Ophioglossum reticulatum aber 720 (Khandelwal 2008). Die geringste
Chromosomenanzahl in Sdugetieren wurde in indischen Muntjacs (Muntiac muntiac)
gefunden (Bengtsson 1980, Wurster & Benirschke 1970). Dort besitzt das weibliche Tier 6
und das méinnliche 7 Chromosomen. Abbildung 2.3 zeigt das Ideogramm eines weiblichen
indischen Muntjacs (Graves & Van de Berg 1998). Der chinesische Muntjac (Muntiac
reevesi), der sich zwar auf der Ebene mitochondrialer DNA unterscheidet (Lan et al. 1995)
aber nicht phénotypisch verschieden ist, besitzt dagegen einen Chromosomensatz von 2n =
46 (Bengtsson 1980) und kann dessen ungeachtet mit dem indischen Muntjac lebensfahige

Hybriden erzeugen (Wurster & Benirschke 1970, Shi et al. 1979).

Auch in der Haustierwerdung sind Chromosomenmutationen von Bedeutung. So betrigt

die Nombre Fondamental (NF) fiir Schafe, ebenso wie fiir andere Mitglieder der Art Ovis,
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Bos und Capra 60, gemeinsam mit der Mehrheit der Mitglieder der Uberfamilie Bovidae
(Wurster & Benirschke 1968, Clutton-Brock 1999). Es bestehen jedoch Ausnahmen, denn
die Karyogramme der Art Ovis sind uneinheitlich. Vergleichende zytogenetische Studien
bei Schafen aber auch bei Rindern und Ziegen haben hohe Niveaus an chromosomalen
Polymorphismen vom Typ zentrische Fusion gezeigt (Silveira da Mota & Bicudo da Silva
1989, Burguete et al. 1987, Dolf & Hediger 1984, Elminger & Stranzinger 1982, Bruére et
al. 1976, Gustavsson 1969, Schmitt & Ulbrich 1968, Gustavsson 1966). Es wird allgemein
angenommen, dass das Karyogramm von Capra das urspriinglichere und phyletisch éltere
darstellt, aus dem heraus sich die Karyogramme der iibrigen boviden Arten durch
chromosomale Translokationen, mit einer stufenweisen Reduktion der Chromosomenzahl
einhergehend, entwickelt haben. In dem Maf3e der Reduktion der Chromosomenzahl steigt
das Auftreten metazentrischer Chromosomen, die sich vermutlich durch Translokation aus
je zwei akrozentrischen Chromosomen entwickelt haben (Schmitt & Ulbrich 1968). Eine
Entwicklungsreihe durch akrozentrische Fusion ist bei Schafen nachzuvollziehen. Nach
dieser Theorie ergibt sich durch jeweilige Reduktionsschritte von 2 im Karyotyp die

folgende Reihe:
1. Akrozentrische Fusion 2n = 60 — 2n = 58:

Der primitivste Ovis Karyotyp ist derjenige, der Urial-Gruppe (Ovis vignei) mit 2n = 58
(Bunch et al. 1976). Er ist nach dieser Theorie das Produkt der ersten Stufe der

Chromosomenreduktion.
2. Akrozentrische Fusion 2n = 58 — 2n = 56:

Der Argali (Ovis ammon) mit 2n = 56, der in der heutigen Zeit Zentralasien, China und
die Mongolei bewohnt, aber frither so weit westwirts wie Stidfrankreich vorkam (Gromova
1936; Herre & Kesper 1953) entstand aus den Urialen von Nordiran bis Tadschikistan und
Pakistan (Bunch et al. 1976).

3. Akrozentrische Fusion 2n = 56 — 2n = 54:

Aus den Argalis wiederum entstanden die orientalischen Mufflons (Ovis orientalis) mit

2n = 54 und Neuwelt-Bighorns (Ovis canadensis) mit 2n = 54 (Bunch et al. 1976).
4. Akrozentrische Fusion 2n = 54 — 2n = 52:

Die Weiterentwicklung des Karyotyps der Gattung Ovis scheint noch nicht
abgeschlossen zu sein. Im sibirischen Schneeschaf (Ovis nivicola) ist die Anzahl der

Chromosomen auf 2n = 52 reduziert. In allen Hausschafen, die homozygot fiir t;, t, und t3
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zentrische Fusionen sind, ist die Anzahl der Chromosomen ebenfalls auf 2n = 52 reduziert.
Obgleich diese letzteren Fusionen im Vergleich zu Ovis nivicola wahrscheinlich rezenten
Ursprungs sind, folgen sie doch der Hypothese von Wurster und Benirschke (1968), dass
zentrische Fusionen nahezu ausschlieBlich zur karyotypischen Evolution der Gruppe der
Bovidae Arten genutzt wurden. Es ist denkbar, dass die Abnahme der 2n Chromosomen in
der Gattung Ovis sich auch weiterhin fortsetzen wird, denn es ist heute experimentell

moglich Schaflinien mit nur 2n = 44 Chromosomen zu erzeugen (Franklin 1997).

Chromosomale Variation und Artenbildung wurde oft im allopatrischen Modell mit
geographischen Barrieren in Verbindung gebracht, demzufolge die Bildung neuer Arten
auftritt, wenn genetische Verdnderungen in geographisch isolierten Populationen
akkumulieren (Mayr 1970). In der Literatur finden sich Hinweise auf eine Koinzidenz mit
geographischen Barrieren (Mascarello & Hsu 1976), fiir ein Fehlen geographischer
Barrieren (Nadler et al. 1971), sowie fiir das Fehlen chromosomaler Unterschiede trotz
geographischer Isolation (Nadler et al. 1975). Nach Patton & Sherwood (1983) existiert

jedoch kein Zusammenhang von Artenbildung und Verdnderung chromosomaler Struktur.

Genomentwicklung auf Genebene: Die Existenz mutagener Verdnderungen im Genom
wurde bereits recht friih vermutet und zum ersten Mal von Hugo de Vries (1899)
beschrieben. Er schlug vor, dass Einheiten, welche er in Anlehnung an Darwin (1868)
Pangene nannte, Trdger der erblichen Merkmale seien. Durch umfangreiche
Verdnderungen dieser Gene, die er als Mutationen bezeichnete, vermutete er die
Entstehung neuer Arten ohne Zwischenformen. Spdter formulierten Beadle & Tatum
(1941) ein Gen als eine Sequenz in der genomischen DNA, die fiir ein Protein kodiert (Ein-

Gen-Ein-Enzym-Hypothese).

Genmutationen vollziehen sich zufillig, zu jeder Zeit und in jeder Zelle eines
Organismus. Da aber nur Mutationen in Stammzellen an die ndchste Generation
weitergegeben werden, konnen auch nur diese evolutiv wirksam sein. Punktmutationen
sind ein Hauptgrund genetischer Variation und Evolution. Die Punkt-Mutations-Rate in
Exons und nicht kodierenden Regionen (Introns, intergenische Bereiche und Pseudogene)
wurde generell als gleich grol angesehen. Vergleichende Sequenzanalysen von
bedeutungsgleichen Substitutionen bei Mensch und Schimpanse zeigen jedoch eine 30-
60% hohere Mutationsrate in Exonen als in nichtkodierender DNA (Subramanian &
Kumar 2003). Bei Maus und Mensch finden sich 75-80% der Gene in der GC-reichsten

Hilfte des Genoms (Waterstone et al. 2002). Da aber kodierende Bereiche sich wesentlich
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schneller evolutiondr verdndern als nichtkodierende, schliefen Subramanian & Kumar
(2003) auf einen Einfluss des GC-Gehaltes der Sequenz auf die Mutationsrate, denn hier
besteht eine signifikante Korrelation. Degenerative Genmutationen, die durch
Basenaustausche, Insertionen oder Deletionen verursacht werden kénnen, treten im Genom

in einer weitaus groeren Rate als vorteilhafte Mutationen auf (Lynch & Conery 2003).
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Abbildung 2.4: Strukturschema eines eukaryotischen Gens und seiner Expressions-
produkte (Schwerin 2000).

Haldane (1935) schlug vor, dass die ménnliche Mutationsrate beim Menschen grof3er ist
als die weibliche, da ménnliche Keimzellen mehr Zellteilungszyklen pro Generation
durchlaufen und dadurch mehr DNA-Replikation erfahren als weibliche. Mit zunehmender
Sequenzdatenfiille in heutiger Zeit ist es moglich die Rate (o) der Anzahl Punktmutationen
viterlichen Ursprungs gegeniiber miitterlichen Ursprungs direkt zu errechnen (Li et al.
2002) und damit indirekte N&herungen zu ersetzen. Durch unterschiedliche
Generationsldngen zwischen den Arten und unterschiedlich gro3e Geschlechtsdifferenzen
in der Anzahl der Keimzellzyklen zwischen den Arten (Makova & Li 2002) muss auch a
sich zwischen den Arten unterscheiden und auf diese Weise zu unterschiedlichen
Evolutionsraten fiihren. Neue Untersuchungen unterstiitzen die Hypothese einer durch
erhohte ménnliche Mutationsrate forcierten Evolution aufgrund von DNA-

Replikationsfehlern (Shimmin ef al. 1993, Chang & Li 1995, Ellegren & Fridolfsson 1997,
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Pecon Slattery & O’Brien 1998, Carmichael et al. 2000, Lawson & Hewitt 2002).
Zusitzlich unterstiitzt wird diese Hypothese durch eine hoéhere Methylierungsrate in
Sperma-DNA als in Oocyten-DNA (Monk 1995), die Mutationen sowie Rekombinationen
im besonderen Maf3e zutrdglich ist (Li ez al. 2002).

Bei proteinkodierenden Genen (Ein-Gen-Ein-Enzym-Hypothese) werden durch
Insertionen und Deletionen das Leseraster, die Translation verdndert, sofern nicht ein
DNA-Fragment (Aminosdure) inseriert bzw. deletiert wird, das 3 oder ein ganzzahliges
Vielfaches von 3 Basenpaaren enthdlt (Leserasterverschiebung, frame-shift-Mutation,
Rastermutation). Genmutationen konnen neutral sein, etwa wenn ein Nukleotid im Rahmen
der Degeneration des genetischen Codes verdndert wird (stille Mutation) oder eine
Aminosédure durch eine funktionell dhnliche ersetzt wird. Punktmutationen kénnen auch
durch echte Riickmutationen (Wiederherstellung des wurspriinglich Zustands im
betreffenden Genort) wieder riickgéngig gemacht werden (genotypisch und phanotypisch).
Ihre phénotypische Wirkung kann aber auch durch kompensierende Mutationen
(Mutationen an einem anderen Ort im Genom), wie Restaurierung und Suppression,
unterdriickt ~ werden.  Fehlsinn-Mutationen  (missense  mutation), die  einen
Aminosédureaustausch bewirken, konnen die Funktion bzw. Aktivitit des Genprodukts
zerstoren (Null-Mutation), abschwéchen (hypomorphe Mutation) oder verstirken
(hypermorphe Mutation). Diese Verdnderungen konnen z.B. auch durch Mutationen in
regulativen Genabschnitten, welche die Expression (Genexpression) beeinflussen,

hervorgerufen werden.

Die Theorie der Genbalance (Bridges 1925) stellt eine Betrachtungsweise der Evolution
der Genome dar. Sie beschreibt jeden Organismus als ein ausbalanciertes System von
Genen und Genwechselwirkungen bzw. Expressionsraten. Jede Abweichung von dieser
Genbalance flihrt zu Ausfallerscheinungen wie z.B. Down Syndrom (Trisomie 21), Patau
Syndrom (Trisomie 13), Edwards Syndrom (Trisomie 18), Klinefelter Syndrom (XXY),
Turner Syndrom (XO). Die Menge des produzierten Transkripts verhdlt sich normaler
Weise proportional zur Anzahl der Genkopien einer Zelle. Bei autosomalen Aneuploidien
fiihrt dies jedoch zu einer genetischen Imbalance zwischen der Menge Transkript des
betroffenen Chromosoms und anderen Chromosomen und infolge dessen zu
biochemischen Problemen in der Zelle. Geschlechtschromosomen zeigen in der Regel
Anpassungseffekte, um genetische Imbalancen zu minimieren, die wahrscheinlich auf dem
Hintergrund der Homo(XX)- und Hetero(XY)Geschlechtlichkeit beruhen (Baker & Belote
1983).
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Hintergrund der Genbalance-Theorie ist auch die Tatsache, dass jedes Genom eines
jeden Organismus das Ergebnis einer durch die Umwelt stattfindenden Selektion
verkorpert. Jeder Organismus wird mit seinem Genom in eine konkrete Umwelt hinein
geboren, bietet also der Umwelt seine Gene zur Auslese an. Erweist sich das Genom als
umweltstabil, kann es auch entsprechend reproduziert werden. Ist das Genom labil, weil
abnorme Chromosomensitze oder abnorme Chromosomenarchitekturen aufgetreten sind
oder auch Verdnderung der Gendosis durch Genduplikationen und Aneuploidien sich
ereignet haben, wird es von der Umwelt nur dann akzeptiert, wenn die Verdnderung

vorteilhaft ist, d.h. zu einer groBeren Reproduktionsrate oder einer groBBeren Fitness fiihrt.
2.1.2 Genfamilien und Pseudogene

Multigene Familien: Gene konnen als Einzelcopy-Gene oder als Mitglieder von
Genfamilien, die aus Einzelgenen durch Genverdopplung entstanden sind, im Genom
vorkommen. Die Komplexitit der Sdugergenome wird auch auf die Verdopplung einzelner
Gene (Bailey et al. 2002) im Laufe der Entstehungsgeschichte zuriickgefiihrt.
Phylogenetische Untersuchungen zeigen, dass heute existierende Multigenfamilien
derartige Genduplikate beherbergen, die vor der Existenz von Wirbeltieren, aber auch
solche die wéhrend der friihen Wirbeltierentstehung und solche die innerhalb Saugerlinien
vor der Verbreitung von Plazentatieren entstanden, sowie auch solche, die sich erst nach
der Verbreitung von Plazentaarten bildeten (Gu et al. 2002). Funktionale
Genverdopplungen scheinen nicht zufillig verteilt zu sein (Bailey ef al. 2002). Gene, die
mit Immunitdt und Krankheitsabwehr (Defensine, Interferone, Serinproteasen, Cytokine),
mit Zellmembran-oberflichen Interaktionen (Galectine, HLA, Lipocaline, carcino-
embryonische Antigene), chemischer Entgiftung (Cytochrom P450) und Wachstum und
Entwicklung (Somatotropine, chorionische Gonadotropine, schwangerschaftsspezifische
Glycoproteine) assoziiert sind wurden jedoch in besonderem Maf3e angehéuft. Dabei ist die
Moglichkeit additiver Genwirkung nicht auszuschlieBen, da es zur Segregation
unterschiedlicher Anzahlen von Genduplikaten in Populationen kommen kann (Higgs et al.

1990).

Klassische Genfamilien: Mitglieder klassischer Genfamilien zeigen einen hohen Grad
an Sequenzhomologie iiber den kodierenden Bereich und oft iiber das gesamte Gen.
Beispiele schlieBen die einzelnen rRNA Genfamilien und die einzelnen Histon

Genfamilien ein.
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Gen Superfamilien: Im Gegensatz dazu zeigen Gene aus Superfamilien lediglich
schwache Ubereinstimmung, kodieren aber fiir Produkte mit dhnlichen funktionellen
Eigenschaften. Beispiele stellen die Immunglobulin Superfamilie (Ig, HLA, TCR, T4 und
T8 Gene) dar und unter zahlreichen weiteren auch die Cytochrom P-450 Oxygenase
Superfamilie (Nelson & Strobel 1987) sowie die Ly6-Gene Superfamilie (Stroncek et al.
2004).

Geclusterte Genfamilien: Diese Familien beinhalten ein oder mehrere Gencluster, die an
spezifischen subchromosomalen Positionen zu finden sind. Ein Beispiel stellt die
Hamoglobin Genfamilie dar, wo der alpha-globin Gencluster auf HS416p und der beta-
globin Gencluster auf HS411p liegt. Weitere Gencluster verkorpern die Milchkasein Gene
HSAA4/BTA6 (Grosclaude ef al. 1979) sowie die CYP2 Gene auf HS419 (Hoffmann et al.
2001). Innerhalb von Genclustern kdnnen Stellungseffekte von Genen entscheidend deren

Expressionsraten beeinflussen (Hurst ez al. 2004).

Verstreute Genfamilien: Mitglieder von verstreuten Genfamilien sind {iber das gesamte
Genom verteilt und es existiert keine offensichtliche physische Beziehung zwischen den

Familienmitgliedern.

Pseudogene: Pseudogene stellen Genartefakte dar, die kein funktionales Protein
produzieren kénnen. Sie werden als 'molekulare Fossilien' angesehen, da sie sich als
wertvolle Quellen fiir evolutiondre und komparative genomische Untersuchungen
qualifiziert haben. Ebenso fiihren Mechanismen, durch die Genfamilien entstehen zur
Formierung von nichtfunktionalen Kopien von Genen. Derartige Pseudogene sind
Sequenzen genomischer DNA mit solch hoher Ubereinstimmung zu normalen Genen, dass
sie als nicht funktionelle Kopien oder 'nahe Verwandte' derer angesehen werden konnen.
Es existieren zwei allgemein akzeptierte Vorstellungen iiber Entstehungsprozesse von

Pseudogenen:

Duplikation: Verdnderungen der DNA Sequenz eines Gens wie Mutationen,
Insertionen, Deletionen oder Verdnderung des Leserahmens konnen wéahrend der
Zellteilung und Genduplikation durch fehlerhafte Anlagerung entstehen. Derartige
Verdnderungen fithren auf der Ebene der Transkription und/oder Translation zu einem
Verlust der Genfunktion, da die Sequenz nicht mehr zur Produktion eines funktionalen
Proteins fiihrt. Genkopien, die auf diese Weise verdndert sind werden 'nicht prozessiert'

oder 'duplizierte' Pseudogene genannt (Lewis 2004).
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Retrotransposition: Retrotransposition ist die reverse Transkription eines mRNA
Transkripts mit anschlieBender Reintegration einer cDNA in das Genom. Diese Genkopien
werden als prozessierte Pseudogene bezeichnet. Derartige Pseudogene konnen, da sie nicht
unter Selektionsdruck stehen, im Laufe der Evolution zusitzliche zufillige Verdnderungen
akkumulieren und werden als Zeugen ehemals stark exprimierter Gene angesehen (Lewis
2004). Diese Pseudogenvariante kann auch als Nebenprodukt der LINE-1
Retrotransposition auftreten (Esnault et al. 2000). Retrotransposons sind gewohnliche
Bestandteile aller eukaryontischen Genome, denen Initiation zur Weiterentwicklung des
Genoms zugeschrieben wird. LINE-1 Elemente stellen eine Klasse derartiger Sequenzen
dar, die moglicherweise auch bei Doppelstrangbruch-Reparatur eine Rolle spielen

(Eikbush 2002).

Tabelle 2.1.: Pseudogene und Genfragmente im Vergleich (Boichard et al. 1998).

Exprimiert Typ Art Art und Weise
p Genfamilie der Sequenz der Entstehung
Nicht prozessierte Exons
(konventionelle) Nein geclustert und Genduplikation
Pseudogene Introns
Exprimierte, aber Exons
nicht prozessierte Ja geclustert und Genduplikation
Pseudogene1 Introns
Prozessierte . . cDNA
Nein eingestreut Exons .
Pseudogene Integration
Exprlm%erte und . <DNA
prozessierte Ja eingestreut Exons .2
Integration
Pseudogene
Verstimmelte Exons Unglelches: CTOSSING OVer
. oder ungleicher sister
Gene und Nein geclustert und .
chromatid Austausch
Genfragmente Introns

(SCE)

! Diese Pseudogene stellen ein Zwischenstadium zwischen Genduplikation und
Funktionsverlust und Expressionsfahigkeit dar.
? Diese Pseudogene resultieren aus zufilliger Integration in der Nihe eines Promotors.

Ein wichtiger Punkt bei der Kommentierung von Sdugergenomen ist die
Differenzierung zwischen proteinkodierenden Genen und Pseudogenen. Tabelle 2.1 gibt
einen Uberblick iiber mdgliche Entstehungsvarianten von Pseudogenen nach Boichard et
al. (1998). Vergleichende Analyse zwischen humanem und murinem Genom zeigt, dass
70% der Pseudogene auf retrotranspositionalen Ursprung zuriickgehen (prozessiert) und

30% durch fragmentarische Duplikation entstanden (nicht prozessiert) sind. Obwohl die
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Verbreitung beider Pseudogenarten mit chromosomaler Grof3e korreliert ist, scheinen nicht
prozessierte Pseudogene in Regionen mit hoher Gendichte gehduft vorzukommen. Vom
humanen Genom wird vermutet, dass die Anzahl Pseudogene die Menge an kodierenden

Genen tiibersteigt, wie auch Abbildung 2.5 verdeutlicht (Torrents et al. 2003).

Die Mehrzahl bakterieller Genome besitzt nur wenige Pseudogene (Lawrence et al.
2001) und bei der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) wurden bislang ca. 100
nachgewiesen (Harrison et al. 2003). Auch das Vogel-Genom ist bekannt filir seinen
geringen Anteil (15% des Genoms) an repetitiven Sequenzen und Pseudogenen (Burt et al.

2002).

50

40 4

30 4+

Anzahl Gene / Pseudogene

0 20 40 60 80 100 120 140
Position (Mb)

[ Gene
I Pseudogene (prozessiert)
I Pscudogene (nicht prozessiert)

Abbildung 2.5: Darstellung der Gen/Pseudogenverteilung auf Chromosom 8 des
Menschen (HSAS). Insgesamt wurden auf Chromosom HSA8 921 funktionelle Gene in
einer durchschnittlichen Dichte von 6,4 Genen pro Mb und ebenso 872 Pseudogene in
einer durchschnittlichen Dichte von 6,1 Genen pro Mb lokalisiert. Von Pseudogenen
waren 479 prozessiert und 175 nicht prozessiert (nach Torrents et al. 2003, verdndert).

2.1.3 Molekulare Marker

Molekulare Marker eignen sich zu genetischer Kartierung (Dib et al. 1996, Dietrich et
al. 1996) und Verwandtschaftsanalysen von familidren Strukturen (Queller et al. 1993,
Schlotterer & Pemberton 1998) bis hin zu Verwandtschaftsanalysen zwischen
Tierstimmen (Goldstein ef al. 1995, Smith et al. 1997). Die Anwendungen liegen sowohl

im Bereich der reinen Forschung als auch im Bereich angewandter Fragestellungen wie
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Artenschutz, Kriminalistik, Verhaltensforschung, Tier- und Pflanzenziichtung (Goldstein

& Schlotterer 1999).

Traditionelle Klassifizierung definiert Typ I Marker als polymorphe Gene und Typ II
Marker als hochpolymorphe, nicht kodierende DNA-Abschnitte. DNA-Sequenzierung
ermdglicht es, Polymorphie bis auf Nukleotidebene zu definieren, sodass auch Einzel-
Nukleotid-Austausche (SNP) nutzbare Marker darstellen. Vorteile und Anwendungs-
moglichkeiten molekularer Marker in der Tierzucht ergeben sich durch die Mdoglichkeit der
Erkennung von Genotypen vor der Zuchtbenutzung und der Leistungspriifung durch

Kopplungsanalysen von Marker und Selektionsmerkmal.
2.1.3.1 Mikrosatelliten

Repetitive DNA Sequenzen im Genom konnen in isoliert verstreute repetitive
Sequenzen (SINE) oder tandem-wiederholte Sequenzen (LINE) differenziert werden.
Mikrosatelliten oder «simple sequence repeats» (SSR) oder auch «short tandem repeatsy»
(STR) stellen derartige Tandemwiederholungen von 1 bis 6 Basenpaarmotiven dar (Tautz
& Schlotterer 1994), die in allen prokaryontischen und eukaryontischen Genomen
auftreten. Sie kommen in kodierenden und nicht kodierenden genomischen Bereichen vor
und sind gewohnlich durch einen hohen Grad an Léngenpolymorphie gekennzeichnet
(Zane et al. 2002). Das humane Genom beherbergt mindestens 50000 Mikrosatelliten Loci
(Halliburton 2004). Die Ursache dieser Art von Polymorphismus ist noch immer ungeklért
und wird in der Literatur als durch «slippage events» wihrend der DNA Replikation
verursacht beschrieben (Tautz et al. 1986, Schlbtterer & Tautz 1992), vorzugsweise in
solchen Sequenzregionen, wo DNA-Nadelstrukturen ausgebildet werden kénnen. Dabei
scheint die Verdnderung eines Mikrosatelliten in der Mehrzahl der Félle durch Abnahme
oder Zunahme einzelner Wiederholungseinheiten zu erfolgen (Ellegren et al. 1997) obwohl
auch dariiber hinaus weitere Verdnderungen moglich sind (Amos et al. 1996, Primmer et
al. 1996). Derartige Langenvariation stellt eine Quelle von Polymorphismen zwischen
engverwandten Individuen dar und wird aus diesem Grund in der Tierzucht gerne zu
evolutionsgenetischen- und Diversitétsstudien, sowie zur Charakterisierung von Rassen
und Verwandtschaftsstrukturen genutzt (MacHugh et al. 1994, 1997, 1999, Moazami-
Goudarzi et al. 1997, Arranz et al. 2001, Beja-Pereira et al. 2003, Wiener et al. 2004,
Baumung et al. 2006). Mikrosatellitensequenzen konnen durch PCR und mit Hilfe
flankierender Primer amplifiziert und DNA-Léngenpolymorphismen auf Agarose- bzw.

Polyacrylamidgelen dargestellt werden (Litt & Luty 1989, Weber & May 1989).
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Beim Schwein wird die Anzahl der Mikrosatelliten-VNTR, bei einer Genomgréf3e von
~3.000 Mb (Rohrer et al. 2004), auf 65.000-100.000 geschitzt (Wintero et al. 1992).
Abhingig von der Anzahl der nutzbaren Mikrosatelliten kdnnen bei dieser Spezies alleine

mit diesen Markern dichte Kopplungskarten erstellt werden.
2.1.3.2 Restriktions Fragmentlangen Polymorphismen (RFLP)

Die erste Generation von DNA-Markern waren Restriktions Fragmentldngen
Polymorphismen (RFLP). Grodzicker et al. konnten 1974 zeigen, dass
Restriktionsfragment Bandenmuster genutzt werden konnen, um genetische Unterschiede
darzustellen. Jedoch mussten zu dieser Zeit Typisierungen iliber Southern Blots mit
radioaktiv markierten Proben dargestellt werden. Dessen ungeachtet wurde die erste

humane genetische Karte des Menschen auf diese Weise konstruiert (Botstein ef al. 1980).

relative Popularitat

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1966 1980 1985 1990 1995 2000 2003

|:| Allozymes |:| SNPs |:| Mikrosatelliten |:| AFLPs
|:| DNA Sequenzierung - RAPDs % Minisatelliten

RFLPs

Abbildung 2.6: Darstellung der im Zeitablauf sich &ndernden Anwendungshaufigkeit
unterschiedlicher molekularer Marker, gemessen an der Frequenz ihrer Publikationen. Die
horizontale Achse représentiert die Zeit. An jedem Zeitpunkt korrespondiert die vertikale
Achse mit der gesamten Anwendung molekularer Marker. Wenn mehr als ein molekularer
Marker an einem gegebenen Zeitpunkt verwendet wurde, ist sein relativer Anteil an
Wichtigkeit auf der vertikalen Achse aufgetragen (nach Schidtterer 2004, veréndert).

Der Vorteil der RFLP-Technik liegt heute in der vereinfachten Anwendung durch

Auswahl der moglichen Restriktionsenzyme per Datenbank und Sequenzabgleich (z.B.
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REBASE, URL: 6), dem Mikrotiterplattenformat der Verdaus der PCR-Produkte und der
Typisierung durch Auftrennung auf Agarosegelen, ebenfalls im Mikrotiterraster. Die
Informativitit von RFLP liegt in der Kodominanz beider Allele und in dem Erkennen von
Polymorphie an definierten Loci. Wird kodierende Sequenz auf diese Weise untersucht,
konnen anschlieBend Gene kartiert werden. Durch RFLP-Kartierung und molekulare
Klonierung konnten speziesiibergreifende komparative Karten erstellt werden und in der
Genomanalyse der wichtigsten Nutzpflanzen stellen sie die Grundlage der genetischen
Kartierung dar (Kowalski et al. 1994, Van Deynze et al. 1998, Brubaker et al. 1999,
Livingstone et al. 1999).

Ein grundsitzlicher Nachteil dieser Technik liegt jedoch in ihrer begrenzten
Informativitit verglichen mit z.B. Mikrosatellitenmarkern. RFLP besitzen lediglich zwei
Allele: Die Enzym-Erkennungsstelle ist vorhanden oder nicht; die maximale Heterozygotie
betrdagt 0.5. Vor allem zwischen verwandten Individuen kann dieser Nachteil wesentlich
werden. So konnen Familienmaterialien eng geziichteter Linien wie bei Holstein Rindern
oder innerhalb der bekannten Schweinerassen, oft nur mit erheblichem Sequenzieraufwand
tiber PCR-RFLP typisiert und charakterisiert werden. Durch die neuerliche Sequenzierung
kompletter Genome sowie durch die Verfligbarkeit in groBer Anzahl, gewinnen jedoch
Einzel-Nukleotid-Austausche (SNP) wieder an Bedeutung (Eck et al. 2009, Allen et al.
2010).

2.1.3.3 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Im menschlichen Genom wurden bislang 1,42 Mill. SNP gefunden (Sachidanandam et
al. 2001), d.h. 1 SNP pro 500-1000 bp (Lander et al. 2001, Daly & Day 2001). Durch die
Sequenzierung kompletter Genome ergeben sich neue Vergleichsmoglichkeiten zwischen
Spezies. Der Abgleich gesamtgenomischer Sequenz zeigte, dass Méuse (Waterstone et al.
2002) und Ratten (Gibbs et al 2004) eine anndhernd doppelt so hohe

Nukleotidsubstitutionsrate wie der Mensch (Lander ef al. 2001) besitzen.

Es existieren Offentliche Datenbanken humaner SNP (URL 1), die aus Ergebnissen
genomweiter Screens zusammengestellt wurden, sowie boviner in silico SNP (URL 22),
die eine Ableitung aus Alignments veroffentlichter boviner EST und mRNA Sequenzen
darstellen. Aufgrund von Substitutions- (Transitionen, Transversionen), Deletions- und
Insertionsereignissen, erzeugen SNP-Polymorphismen die Mdglichkeit zur Differenzierung
an einzelnen Nukleotidpositionen und sind als bi-allelische Marker charakterisiert. Mit nur

zwei Allelen (in seltenen Fillen bis drei Allelen), sind SNP Marker in der Regel weniger
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informativ als Mikrosatelliten Marker. Genetische Karten fiir Kopplungsstudien auf der
Basis von SNP bendtigen deshalb wenigstens die dreifache Menge an Markern verglichen
mit Mikrosatelliten Karten bei gleicher Auflésung (Kruglyak 1999). Die zurzeit rapide
zunehmende Verfiigbarkeit gesamtgenomischer Sequenzen eréffnet jedoch eine intensive
Nutzungsmoglichkeit von SNP. Dies geht einher mit Neuentwicklungen wie z.B.
Microarrays, die stark erhohten Durchsatz ermoglichen, so dass die geringere
Informativitit des einzelnen SNP durch die Datenmenge mehr als ausgeglichen werden

kann (Butcher et al. 2005, Duijvesteijn et al. 2010, Verbyla et al. 2010).

Assoziationsstudien zwischen QTL und Kandidatengenen wurden in den vergangenen
Jahren vorwiegend fiir einzelne Allele durchgefiihrt. SNP befinden sich aber hédufig in
einem Kopplungsungleichgewicht und sind deshalb aus statistischer Sicht nicht
unabhéngig voneinander (Belmont & Gibbs 2004). Bei der Erforschung quantitativer
Merkmale, die heute im Mittelpunkt vieler Untersuchungen stehen, ist es jedoch
wahrscheinlich, dass nicht nur ein einzelner SNP eine deutliche Verdnderung der
Eigenschaft bewirkt, sondern dass mehrere SNP in verschiedenen Genen und in
Wechselwirkung mit der Umwelt die Auspridgung der Eigenschaft bewirken und dies im
Besonderen fiir Merkmale mit niedrigen Heritabilitéten. Der Einfluss des einzelnen SNP ist
daher oft quantitativ gering und wird erst in Wechselwirkung mit bestimmten anderen SNP
und spezifischen Umweltbedingungen deutlich. Davon ausgehend scheint die
Untersuchung von spezifischen Kombinationen von Polymorphismen iiber grofBere
chromosomale Entfernungen in Form von SNP-Haplotypen eine attraktive
Nutzungsmoglichkeit genomischer Variation in der Tierzucht darzustellen (Hayes et al.

2007, Marques et al. 2008).
2.1.3.4 Expressed Sequence Tag (EST)

EST sind kurze, 200 -500bp groBe, im Genom einmalig vorkommende DNA
Sequenzen, deren genomische Position bekannt ist. EST sind STS-Marker, die aus cDNA
abgeleitet sind. Vor der Zeit von gesamtgenomischer Sequenz wurde durch die Produktion
von EST Markern genfragmentarische Sequenz generiert. Diese ermdglichte, durch

differentielle Beprobung gewebespezifische Expressionsmuster zu erstellen.

Ausgehend von cDNA Sequenz kann genomische Sequenzierung vorgenommen
werden, die je nach Sequenzierrichtung unterschiedliche Arten von EST Fragmenten
generiert. Sequenzierungen der 'upstream' Region fithren zu 5' EST, die in der Regel eine

proteinkodierende Genregion darstellen. Diese Regionen neigen dazu innerhalb Spezies

21



Kapitel 2: Literaturiibersicht

q23

q4

q25
a2t

BTA14

Abbildung 2.7: BTA14 mit cytogenetischem

Bandenmuster und superpositionierten homo-

g2l ¢

g ——
qlt  [—
qi2 4
ql3 _ _[— &R
C]l‘1 = AEIRI
qis ™
qlﬁ 0. -
a7 =
qls = :
q19 s

S1T4T
-

Misog
1B BATE

bive
SOEE.
RMASE
HASZ

spCBp-

PENK
BMS184q
HlEa0203
ShP 1™
RABZ
LR
ESTO0ZS
BMAG30
ESToReT
PMEZ1S
B

LaTSANe

: B%SD;_

=~ Ehi{gz:

|

==

N

~=

—
——

22 =
i =
. —

=

i

?::

—

AN

EsToEE 1
BL1028
FABFPE -
FABPS
r
PABPLA

. Enza3a

D1088d,

—  YESSK
- EST
E5T2068

logen humanen Kopplungsgruppen des

invertierten g-Arms von Chromosom HSA8.
Kopositioniert ist die RH-Karte von BTA14,
die homolog zu humanen Kopplungsgruppen
aufgebaut ist (Band ef al. 2000, Everts-van-

der-Wind et al. 2004).

konserviert zu sein und verdndern
sich nicht sehr innerhalb
Genfamilien. Sequenzierung der
'downstream' Region von cDNA-
Molekiilen generiert 3'EST. EST
aus dem 3'-Ende eines Transkripts
beinhalten in der Regel die nicht
translatierte Sequenzregion (UTR)

und konnen Variation zeigen.

Neben SNP stiitzt sich die
aussagekriftigste Kartierungs-
technik auf Marker, die kurze
wieder erkennbare und einmalige
Sequenzfragmente darstellen (STS).
Aufgrund ihrer Einzigartigkeit
stellen EST eine héufig genutzte
STS Variante dar und liefern
dariiber hinaus Informationen iiber
exprimierte Gene (Everts-van der

Wind et al. 2004).
2.1.4 Physische Kartierung

Physische Karten zeigen die
wahre Position von Genen auf dem
Chromosom. Die MaBeinheit ist das
Basenpaar (bp) oder die
cytogenetische Bandenregion auf

dem jeweiligen Chromosomenarm.

Die physikalische Kartierung
dient der Positionierung eines

Genlocus auf dem Chromosom und

gibt die Entfernung zu anderen Genen auf demselben Chromosom in absoluten Distanzen

an. Die genaueste Methode der physischen Kartierung ist die DNA-Sequenzierung, mit der

die Abstinde zwischen Genen auf Chromosomen in Basenpaaren definiert werden konnen.
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Weitere Methoden zur Erstellung einer physischen Karte sind z.B. Fluoreszenz-in situ-

Hybridisierung (FISH) und Radiation-Hybrid-Kartierung (RH-mapping).

Fluoreszenz in situ Hybridisierung: Die zytogenetische Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (Solinas-Toldo et al. 1993) bedient sich der Darstellung von DNA-Sonden
von 500 bp bis mehreren kb, auf Metaphasen-Chromosomen. Die Zellen werden in der
Metaphase auf einem Objekttriager fixiert und denaturiert. Die doppelstrangige DNA wird
dadurch in Einzelstrang DNA {berfiihrt. Die DNA-Sonde, mit der die Hybridisierung
erfolgt, ist durch den Einbau modifizierter Nukleotide markiert. Danach erfolgt eine
Auswaschung der iiberschiissigen Sondenmolekiile und Inkubation in einer Losung, die ein
fluoreszenzmarkiertes Affinitdtsmolekiil enthélt. Dieses Molekiil bindet dabei an das
Reportermolekiil der markierten Sonde. Positive Signale an Metaphasen-Chromosomen
konnen als fluoreszierende Signalpunkte erkannt werden. Sie entsprechen der Sonde, die

an beide Schwesterchromatiden gebunden hat.

Sequenzierung: Durch DNA-Sequenzierung werden einzelne Nukleotide dargestellt und
somit verkorpert diese Technik die bestauflosenste physische Kartierungsweise in der
QTL-Analyse. Zur Entschliisselung kausaler Mutationen und jeglicher Sequenzvariation

verkorpert sie heute die Technik der Wahl.

FCCGCGCGGGCGCGCCGGETATTCTGCAACGTGGT
= _Ulil lIB'.'-' lEI.IS 1?9 EI}IE

2475
2250
Z0Z5
1200
1575
1350
11zt
200
&75
450
ZZ5

Abbildung 2.8: Signale unterschiedlicher Signalstirken einer Gelelektrophorese basierten
Sequenzierung (ABI377), die iiber Farbcodierungen Nukleotiden zugeordnet werden
konnen. Identifizierbar sind Nukleotide zwischen Position 175 und 209 dieser
Sequenzierung. Mit dem Fadenkreuz werden vertikale Signalintensitét (1832) und
horizontale Position (2466) des Sequenzierlaufes gekennzeichnet.
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Radiation Hybrid Kartierung: Die Radiation Hybrid (RH) Kartierung (Cox et al. 1990)
stellt eine Methode dar, bei der durch Bestrahlung von z.B. humanen oder bovinen Zellen
mit Rontgen- bzw. y-Strahlung das zu kartierende Genom fragmentiert wird. Die
Fragmentgrole hidngt dabei von der Strahlendosis ab und bestimmt die
Auflésungsintensitit des RH-Panels. Zurzeit sind drei bovine RH-Panel international
verfiigbar: Der Womack-5000 rad Panel mit 90 RH-Klonen (Womack et al. 1997), der
Womack-12000 rad Panel mit 180 Klonen (Rexroad et al. 2000) und der TM112-3000 rad
Panel mit 94 RH-Klonen (Williams et al 2002). Die bestrahlten Zellen werden
anschlieBend mit Hamsterzellen fusioniert. Die neuentstandenen Hybridzellen tragen
neben dem Wirtsgenom Fragmente des zu untersuchenden Genoms. RH-Kartierung basiert
auf der Uberlegung, dass auf einem Chromosom nahe zusammen liegende Marker mit
groBBerer Wahrscheinlichkeit entweder in einer Zelllinine anzutreffen oder nicht vorhanden
sein werden, als Marker die weiter voneinander entfernt liegen. Mit Hilfe einer Multi-Point
Analyse mit Likelihood Ratios von wenigstens 1000:1 ist es anschlieBend moglich die
Kosegregationsfrequenz von Markern festzustellen, woraus ihre wahrscheinliche

Anordnung auf dem Chromosom abgeleitet werden kann.

Vor der Zeit der Gesamtgenomsequenzierung stellte die Radiation Hybrid (RH)
Kartierung eine intensiv genutzte Kartierungsmethode dar und Karten von Mensch (Olivier
et al. 2001), Maus (van Etten ef al. 1999), Ratte (Scheetz et al. 2001), Schwein (Hawken et
al. 1999), Rind (Band et al. 2000), Pferd (Chowdary et al. 2002), Katze (Murphy et al.
1999), Hund (Mellersh et al. 2000) existieren in sehr hoher Auflosung. Eine besondere
Bedeutung dieser Technik liegt in der Tatsache, dass alle auf PCR basierenden Marker
kartiert werden konnen, ungeachtet ihres polymorphen Status. Auf diese Weise konnen
hochpolymorphe Mikrosatelliten ebenso wie nichtpolymorphe EST-Marker zur Kartierung
genutzt werden (Wallace et al. 2002).

2.2 Positionale Klonierung und Gesamtgenomsequenz

Gene nach ihrer kartierten Position zu klonieren (Positionale Klonierung) stellt eine
Methode dar, Gene von denen nur ein mutanter Phianotyp (Krankheitsbild) bekannt ist zu
isolieren. Diese Methode kommt in der genetischen Forschung bei Pflanze, Tier und
Mensch, sowie in der genetischen Diagnostik zum Einsatz und setzt sich aus
unterschiedlichen  Teilschritten zusammen. Das umfassende Standardwerk der
grundlegenden Labormethoden (Molecular Cloning) wurde 1989 von Sambrook, Fritsch &

Maniatis verdffentlicht. Erste positionelle Klonierung in Phagen und Bakterien wurde aber
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bereits 1972-73 durchgefiihrt (Jackson et al. 1972, Cohen et al. 1973) und ein erster
bedeutender Erfolg in der humanen Diagnostik wurde mit der Klonierung des Gens fiir
Cystische Fibrose (Kerem et al. 1989) erzielt. Bis heute verkorpert positionale Klonierung

die Grundlage der Genomanalyse.

Eine positionale Klonierung kann beschrieben werden, beginnend mit der genetischen
Kartierung eines Gens, relativ zu flankierenden Genen oder Markern. Im Anschluss
miissen aus BAC-Bibliotheken Klone isoliert werden, die durch Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) physisch kartiert werden konnen. Das Rekonstituieren der
genomischen Region durch Anordnung der BAC-Klone in der richtigen Reihenfolge ergibt
einen Contig, der das zu klonierende Gen enthilt. Zur Isolierung des entsprechenden BAC-
Klons muss der Contig nach Loci untersucht werden, die sich in enger genetischer
Kopplung mit dem gesuchten Gen befinden. Der zutreffende BAC-Klon wird fragmentiert
und durch Hybridisierung einer genspezifischen Sonde das entsprechende Fragment
isoliert. Durch Sequenzierung dieser chromosomalen Einheit erfolgt die Detektion des
gesuchten Gens. Mit Hilfe dieser Ursequenz kann schlieBlich, mit Hilfe gezielt gelegter

Primer und PCR-Amplifikation die Suche nach moglicher allelischer Variation beginnen.

Family Chromosome Large-insert Candidate Disease
studies interval clones genes mutation

Met A A Me

val va

Ser Se

Leu

Gln
Pro
Cys

————— —— — E—
Genetic Physical Transcript Gene

mapping mapping mapping sequencing

Le

I

:kl ||

HaoaHOoaooEFaOEBAFOHAOHOO S
HoHOoQOEFESOBARAROHEOO S

Abbildung 2.9: PlanmiBige Schritte der positionalen Klonierung in der humanen
medizinischen Diagnostik (Pray 2003).

Markerkarten sollten mdglichst viele und gleichméBig iliber das Genom verteilte
hochpolymorphe Markerloci beinhalten. Auf diese Weise kdnnen unbekannte Gene bei

einem Nachweis der Kosegregation mit einem oder mehreren chromosomal bereits
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lokalisierten Markern einer Chromosomenregion zugeordnet werden. Diese Region kann
anschlieBend mittels zusétzlicher Marker weiter eingeengt werden um die genaue Position

des Gens zu erhalten.
2.2.1 BAC- Bibliotheken

BAC Bibliotheken stellen Kollektionen von DNA Klonen dar, die ein gesamtes Genom
eines Organismus mindestens einmal, oft aber 3 bis 10 Mal in Form von in Plasmide
einklonierten Fragmenten umfassen. Zur Erstellung der klontragenden Bakterien werden
Vektoren eingesetzt, die das Einbringen und die Stabilitit der Fremd-DNA im
Wirtsorganismus, sowie ihre Replikation ermdglichen. Von einer solchen Bibliothek
konnen individuelle Klone mit Hilfe spezifischer DNA Sonden selektiert werden, um das

Genom partiell zu rekonstruieren.
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Abbildung 2.10: Karte des pPBACe3.6 Vektors (Frengen ef al. 1999)

F-Faktoren sind Episomen der E.coli Zelle, die durch Konjugation entweder als
eigenstindige Plasmide oder aber durch Rekombination integriert in das
Bakterienchromosom weitergegeben werden. Aus integrierten Bakterienchromosomen,
zusammenhédngend mit benachbarten replikatorischen und regulatorischen E.coli Genen
(z.B. oriS, repE, parA, parB) durch erneute Rekombination wieder ausgeschnittene F-
Faktoren, bilden die Grundlage fiir F’-Klonierungsvektoren, die bis zu 300 kb Fremd-DNA

aufnehmen konnen. Die unidirektionalen selbstreplizierenden Gene sind oriS und repE,
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wéhrend dem parA und parB die Anzahl der Kopien auf 1 oder 2 pro E.coli Genom
beschriankt halten.

Die Moglichkeit DNA-Fragmente klonieren zu konnen ist eine der Voraussetzungen zur
physischen Kartierung und positionalen Klonierung von Genen. Erste Klonierungen in
groflerem Umfang und die Erstellung von Klon-Banken wurden mit Cosmiden als Vektor
durchgefiihrt (Meyerowitz et al. 1980). Cosmide sind Hybriden zwischen dem Lambda (A)
Phagen und einem Plasmid. Thre DNA kann in der Zelle repliziert werden wie die eines
Plasmids oder verpackt werden wie die eines Phagen. Cosmide konnen jedoch grdfere
DNA-Mengen als Phagen, bis ca. 45 kb DNA Insertgrofle tragen. Aus der Kombination
von Cosmiden mit dem E.coli Fruchtbarkeitsfaktor F (Hayes 1952, Lederberg & Tatum
1953) entstanden Fosmide (Kim ez al. 1992).

Tabelle 2.2: Genotyp des E.coli Stammes DH10B (Goller & Mitterbauer 2004)

Marker Anmerkung

F- Stamm enthalt kein Episom, keine Konjugation moglich

mcrA Mutation verhindert die mcrA-Reaktion methylierter DNA

A(mrr-hsdRMS- Deletion eines ganzen Genclusters von 6
mcrBC) Restriktionsenzymen (mrr-hsdR-hsdM-hsdSmrcB-mrcC)

®80dlacZAM15 Stamm trdgt den defekten Lambda-Prophagen ®80, dieser

tragt das dlacZAM15-Allel, dlacZAMI15 codiert das o-Fragment
der B-Galactosidase

AlacX74 Deletion des kompletten lac Operons

endAl Mutation der unspezifischen Endonuclease [ (ermdglicht
stabilere DN A-Préparationen)

recAl Mutation verhindert homologe Rekombination

deoR Mutation in einem Repressor des deoCABD Operons =
konstitutive Expression (Aufnahme groB3er Plasmide moglich)

A(ara, leu)7697 Deletion eines Genclusters (von ara bis leu Operon)

araD139 Mutation der L-ribulose 5-phosphat 4-epimerase = L-
Arabinose kann nicht metabolisiert werden

galU Mutation der UDP-Glucose Pyrophosphorylase = Galaktose
kann nicht metabolisiert werden

galK Mutation der Galaktokinase —> Galaktose kann nicht
metabolisiert werden

nupG Mutation eines Nucleoside-Transporters

rpsL Mutation im Protein S12 der 30S Untereinheit =

Streptomycin-Resistenz
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BAC stellen Konstrukte auf der Grundlage eines F’-Plasmid dar (Shizuya et al. 1992).
F-Plasmide werden aufgrund des Origin of Replication (ORI) in nur geringster Anzahl in
E.coli Zellen unterhalten (low copy number; 1 bis 2 Kopien pro Zelle) und reduzieren auf
diese Weise die Moglichkeit der Rekombination zwischen DNA-Inserts unterschiedlicher

Plasmide.

Die BAC-Banken des Rindergenoms von Zhu et al. (1999) und Buitkamp et al. (2000)
basieren beide auf dem pBACe3.6 Vektor (Frengen et al. 1999). Dieser Vektor stellt eine
Weiterentwicklung des zur Herstellung der ersten humanen BAC-Bank (Shizuya et al.
1992) eingesetzten Vektors pBACI08L dar (Frengen et al. 2000). Fiir einen positiven
Selektionsmechanismus wurde hier das sacB Gen eingebaut, dessen Produkt Levansucrase
Saccharose aus dem Anzuchtmedium in Levan umsetzt (Pierce et al. 1992). Dieser Stoff ist
toxisch fiir die E.coli Zelle. Um den Zelltot zu verhindern triagt der unligierte Vektor ein
2.7 kb groBles pUC-Link zur Trennung des sacB Gens von seinem Promotor, wodurch eine
Exprimierung verhindert wird. Das pUC-Link wird flankiert von jeweils sechs
Erkennungsstellen fiir Restriktionsenzyme (Notl, BamHI, Sacll, EcoRI, Sacl, Mlul). Bei
erfolgreicher Ligation des Vektors wird das pUC-Link durch Fremd-DNA ersetzt, sodass
auch weiterhin keine Exprimierung des sacB-Gens erfolgt. Schligt die Ligation fehl, fiihrt
die Vereinigung des sacB-Promotors mit dem sacB-Gen nach erfolgreicher Transformation
zur Exprimierung und dadurch zum Tot der Zellee Um zu verhindern, dass
untransformierte E.coli Zellen weiterverarbeitet werden, wird dem Anzuchtmedium das
Antibiotikum Chloramphenicol in einer Konzentration von 20-170 pg/ml zugesetzt.
Chloramphenicol bindet an die 50S Untereinheit der bakteriellen Ribosomen (70S),
verhindert die Ausbildung von Peptidbriicken und greift so in die bakterielle
Proteinsynthese ein. Transformierte Zellen bleiben davon unberiihrt, da der pBACe3.6
Vektor zusétzlich das Chloramphenicol-Resistenzgen [CM(R)] triagt. Das Resistenzgen

kodiert eine Acetyltransferase, die das Antibiotikum acetyliert und inaktiviert.

Der Mikroorganismus E.coli gehort zu den gram negativen Bakterien. Er wird bei der
Konstruktion von BAC-Klonen in Form eines K12-Sicherheitsstammes (Blattner et al.
1997) als Empfangerorganismus fiir ligierte Vektoren eingesetzt. Der Wildtyp-Stamm von
E.coli K12 wurde vom Stuhl eines convaleszierenden Diphteriepatienten 1922 in der
Stanford University, Palo Alto, Calfifornia, USA isoliert und 1925 als typischer E.coli
Stamm unter der Nummer K12 in die Stammsammlung des Department of Bacteriology an
der Stanford University aufgenommen. Subkulturen und Derivate dieses Stammes wurden

zum ersten Mal 1944 beschrieben (Gray & Tatum 1944). Seit dieser Zeit wurde dieser
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Stamm intensiv genutzt und mutagenisiert. Kein durch dieses Bakterium ausgeloster
Krankheitsfall wurde jemals beschrieben. Ebenso konnte gezeigt werden, dass dieser
Stamm nicht fahig ist den menschlichen Darm zu besiedeln (Smith 1975). Dariiber hinaus
fehlen dem K12 Stamm aufgrund einer genetischen Mutation das O-Antigen, sowie alle
bei E.coli bekannten virulenten Gene (Muhldorfer & Hacker 1994). Aus diesem Grund
wird der K12 Stamm als der Prototyp eines sicheren und apathogenen Bakterienstamms

angesehen (Kuhnert ef al. 1995, 1997).

Tabelle 2.3: Ubersicht publizierter BAC-Banken (Mensch, Affe, Nutztierarten)

0]

Genom- Anzahl Insert-
Autoren Spezies Vektor abdeckung Klone  ldnge
Shizuya et al. 1992 Mensch pBACI108L - - 100 kb
Wang et al. 1994 Mensch - 5-6x - 63 kb
Cai et al. 1995 Rind pBeloBACI1 3x 104040 130kb
Kim et al. 1996 Mensch pBeloBACI1 4x 96000 140 kb
Asakawa et al. 1997 Mensch pBAC-Lac 3x 96000 110 kb
Zimmer & Verrinder Gibbins  Huhn pBeloBACI11 0,8x 4416 390 kb
1997
Schibler et al. 1998 Ziege pBeloBAC11 3x 61440 153 kb
Godard et al. 1998 Pferd pBeloBACI11 1.5x 40000 110kb
Gill et al. 1999 Schaf pBeloBACI1 2x 59904 103 kb
Vaiman et al. 1999 Schaf pBeloBACI11 3x 90000 123 kb
Rogel-Gaillard 1999 Schwein  pBeloBACI1 5x 107520 135kb
Zhu et al. 1999 Rind pBACe3.6 5x 157240 105 kb
Liet al. 1999 Hund pBACe3.6 8,1x 166000 155kb
Suzuki et al. 2000 Schwein  pBAC-Lac 4,4x 103488 133 kb
Warren et al. 2000 Rind pBACe3.6 10x 216439 164 kb
Buitkamp et al. 2000 Rind pBACe3.6 3x 82944 112 kb
Crooijmans et al. 2000 Huhn pECBACI 5,5x 49920 134 kb
Eggen et al. 2001 Rind pBeloBACI11 4x 105984 120 kb
Osoegawa et al. 2001 Mensch pBACe3.6 30x 546000 178 kb
Rogel-Gaillard et al. 2001 Kaninchen pBeloBACI1 3x 84480 105 kb
Fahrenkrug ef al. 2001 Schwein ~ pTARBAC?2 11,3x 185496 165 kb
Jeon et al. 2003 Schwein ~ pBACe3.6 7x 165000 125 kb
Liu et al. 2003 Huhn pBeloBACI1  13,3x 138240 118kb
Qian et al. 2004 Affe pBACe3.6 11x 193152 185kb
Xu et al. 2004 Affe pBACe3.6 6x 136320 148 kb

Der K12-Sicherheitsstamm DHI0B ist der E.coli Empfangerorganismus beider BAC-
Banken, die in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kamen. E.coli DHI0B ist ein generell
gern genutzter Empfangerorganismus, da er zusitzlich eine U3 Bakteriophagenresistenz
durch eine gal-Mutation aufweist und deshalb BAC-Banken gegeniiber Phageninvasionen

resistent sind. Tabelle 2.2 beschreibt den Genotyp dieses Bakteriums. Gene in
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unverandertem Zustand (Wildtypallele) werden bei der Beschreibung des Genotyps nicht
explizit angefiihrt.

2.2.2 BAC Fingerprinting Analyse

BAC-Klone représentieren chromosomale Fragmente eines zu untersuchenden Genoms.
Gelingt es diese Fragmente wieder in ihre urspriingliche Position zueinander anzuordnen
kann man Chromosomen teilweise oder ganz rekonstruieren. Mit den Klon-Endsequenzen
als STS-Marker konnen hochinformative physische BAC-Karten generiert werden. Diese
Vorgehensweise wurde als Grundlage der Sequenzierung der Genome des Menschen, der
Maus, der Ratte (Lander et al. 2001, Venter et al. 2001, Waterstone et al. 2002, Gibbs et
al. 2004) und des Rindes (Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium 2009)

angewandt.
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Abbildung 2.11: BAC Contig aus der centromerischen Region des bovinen Chromosoms
14, entsprechend ausgerichtet an der Karte aus dem telomerischen Ende des humanen
Chromosoms 8 (8q24.3, Region 144.902 kb bis 145.618 kb). Klonbezeichnungen
entsprechen ihren Filterpositionen. Orthologe Gene zwischen Mensch und Rind sind durch
Linien verbunden (Winter ef al. 2004).

BAC-Klone werden dazu mit geeigneten Enzymen verdaut. Verdauprodukte werden
anschlieend auf Agarosegelen elektrophoretisch getrennt und die relative Mobilitdt der
Restriktionsfragmente wird gemessen. Klone mit einer groBen Anzahl Fragmente gleicher
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Mobilitdt, plus oder minus einer konstanten ,, Toleranz®, werden daraufhin als benachbarte

Klone mit tiberlappenden Bereichen behandelt (Marra et al. 1997).

Fir die positionale Klonierung erbringt diese Technik die konkrete genomische
Umgebung des gesuchten Gens. Laborbasierte Feinkartierungstechniken bendtigen DNA-
Konzentrationen, die mit genomischer DNA nicht erreicht werden, jedoch durch
Vervielfiltigung von BAC tragenden E.coli Zellklonen, ihrer anschlieBenden Lyse und
DNA-Extraktion erreichbar sind. Fiir die weitere Eingrenzung und Linkage-Disequilibrium

Analysen bilden Typisierungen mit STS-Marker der Contig Region die weitere Grundlage.
2.2.3 Sequenzdaten

Auf der Grundlage von automatisierter DNA-Sequenzanalyse mit Fluoreszenz
Detektion (Smith et al. 1986) wurden 2004 drei vollstindige Sdugergenome (Mensch,
Maus, Ratte) sequenziert und verdffentlicht (Lander er al. 2001, Venter et al. 2001,
Waterston et al. 2002, Gibbs et al. 2004). Huhn und Rind lagen zum Ende des Jahres 2004
in einer 'Draft' Sequenz eines Bankiva Huhns und einer Hereford Kuh mit 6,6-facher bzw.
3,3-facher Genomabdeckung vor. Diese 'Draft' Sequenzen setzten sich aus komplett
sequenzierten BAC-Klonen zusammen, die in der Genbank (Benson 1999) nachgeschlagen
werden konnen. Fiir das Rind wurden weitere Rassen (Holstein, Angus, Jersey, Limousin,
norwegisches Rotvieh und Brahman) angekiindigt (NIH News:
www.nih.gov/news/pr/oct2004/nhgri-06.htm). Im Oktober 2007 veroffentlichte das

'Bovine Genome Sequencing Project', gefiihrt von 'Baylor College of Medicine' humanem
Genomsequenzierungscenter die vierte Version des bovinen 'genome assembly' (BT-Build
4.0) in der Form einer 7,15-faltigen gemischten Zusammenstellung, die 'whole genome

shotgun' Sequenzen (WGS) mit BAC Sequenzen kombiniert.

Vor der Sequenzierung von kompletten Genomen konnte durch Sequenzierung von
mRNAs eine Fiille von EST-Sequenzen generiert werden, die bei der Genomanalyse zum
Auffinden von cDNAs noch nicht kartierter Gene einen unersetzlichen Beitrag leisten.
Durch das Ansequenzieren und kartieren von BAC-Enden konnten zunehmend dichtere
genetische Karten erstellt werden (Schibler 2004), so auch von Haustierarten, die in der

Priorititenliste der Gesamtgenomsequenzierung abgeschlagen zurtickliegen.
2.3 QTL-Analyse

QTL-Analysen werden durchgefiihrt, um nach einer Assoziation zwischen dem

quantitativen Merkmal (Phinotyp) und der Segregation der Markerallele (Genotyp) in
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einer Population zu suchen. Dabei stellen Quantitative Merkmale (QTL) solche dar, die

mehr im Grad als in der Art variieren (Gelderman 1975).

Eine QTL-Analyse besteht im Wesentlichen aus drei Hauptkomponenten: Der
Kartierung der Marker (Genotypisieren), der Erfassung der Leistungsmerkmale
(Phénotypisieren) und der Assoziationsstudie zwischen dem Merkmal und den Markern,
der QTL-Kartierung (Liu 1998). Die signifikante Assoziation zwischen der
Weitervererbung eines bestimmten Markerallels und eines gemessenen quantitativen
Merkmals gibt Gewissheit, dass ein QTL mit diesem Marker gekoppelt ist (Haley 1999).
Die grundlegende Kartierungsauflosung von QTL-Kartierungsstudien ist aber begrenzt
durch die Anzahl der Meiosen (Darvasi et al. 1993). Je polymorpher sich ein Marker
verhilt, desto hoher ist jedoch die Chance informative Meiosen zu beobachten, bei denen

die Weitergabe der Markerallele an die Nachkommen verfolgt werden kann (Fries 1993).
2.3.1 Familienstudien

Durch die Praxis der Selektion von Vatertieren in der Tierzucht, in Kombination mit
kiinstlicher Besamung ist es moglich mit relativ geringem Aufwand Familienmaterialien
aus paternalen Halbgeschwistern zusammenzustellen. Zu diesem Zweck kann DNA aus
Spermaproben extrahiert und zweifelsfrei den betreffenden Tieren zugeordnet werden.
Verléssliches Familienmaterial ermdglicht die Beobachtung der Weitergabe eines jeden
Gens von einer Generation zur nichsten und dabei ebenso der Segregation von genetischen

Markern in Kopplung mit einem Allel.

Die Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter (ADR), Bonn in Zusammenarbeit
mit Tierzuchtinstituten deutscher Universititen hat ein Familienmaterial ménnlicher
Halbgeschwister in Form eines Granddaughter-Designs (Weller et al. 1990)
zusammengestellt (Thomsen et al. 2000). Auf der Basis dieses Familienmaterials werden
der heterozygote méannliche Vorfahre «Grandsire», seine Sohne «Sons» und deren Tochter

«Granddaughters» genannt.

Das ADR-Granddaughter Design griindet sich in der ersten Generation auf drei
GroBvéter (Grandsires), jeweils benannt mit AA, BB, CC der Geburtsjahrginge 1973 und
1974. In der zweiten Generation umfasst die A-Gruppe 5 Viter (Sires), die B-Gruppe 3
Viter und die C-Gruppe 7 Viter der Geburtsjahrgidnge 1979 bis 1985. Die Familien dieser
Viter besitzen eine durchschnittliche GréBe von 55 S6hnen (Sons), innerhalb der Grenzen

von 19 bis 276 Sohnen der Geburtsjahrginge 1986 bis 1993.
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2.3.2 Genotypisierung

In Kopplungsstudien wird im Unterschied zur Assoziationsstudie keine Beziehung
zwischen Allel und Merkmal, sondern zwischen zwei Loci hergestellt. Ein derartiger
Zusammenhang charakterisiert Rekombination und Segregation von DNA Markern und

Phanotypen bei einer relativ kleinen Anzahl von Meiosen in Familienmaterialien oder

Kreuzungen.
Bulle Kuh
Eltern: Gen QA9 il
Marker M & & m mgam
Qrid dHAM q 49 Qmpq
Nachkommen:
Meom moom Meom moom
N -
Wahrscheinlichkeiten: x % 100-x %

Abbildung 2.12: Weiterverfolgung der Vererbung eines Hauptgenotyps (major genotype)
mit Auswirkung auf ein quantitatives Merkmal (Q Locus), mit einem eng gekoppelten
genetischen Marker (M Locus). Der Bulle ist heterozygot fiir beide Loci, die Kuh ist
homozygot. Die Rekombinationsrate (100% - x%) legt fest, wie oft Q-Allel und M-Allel
miteinander verbunden sind (Kinghorn & van der Werf 2000).

Genetische Karten sind ‘organisatorische Karten’ und zeigen die Anordnung von Loci
entlang eines Chromosoms und ihre relative Distanz zueinander. Diesem Ordnungsschema
zugrunde liegt die Annahme, dass bei zufillig verteilter Rekombinationshédufigkeit
wihrend der Meiose Gene, die ndher zusammen liegen weniger hdufig rekombinieren und
hiufiger gemeinsam vererbt werden, als weiter von einander entfernte. Wahrend der
Meiose kann es durch Aneinanderlagern homologer Chromosomen zu einem Crossing-
over kommen. Das Austauschen der angelagerten Abschnitte zwischen den Chromosomen
fiihrt dann zur Rekombination. Die Abstinde zwischen den Genen bzw. genetischen
Markern werden aufgrund der beobachteten Rekombinationshaufigkeiten zwischen zwei
oder mehreren Genorten bei der Vererbung von Haplotypen innerhalb von Familien

bestimmt. Die genetische Distanz errechnet sich aus der physischen Distanz multipliziert
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mit der Rekombinationsrate und wird in centiMorgan (cM) angegeben. Die Entfernung
zwischen Genen, die in 100 Meiosen einmal rekombinieren (1%ige
Rekombinationsfrequenz) betrdgt 1 cM. Diese Kartierungs-Funktion wurde von A.
Sturtevant (1911) aufgestellt und basiert auf der Annahme von Gleichheit zwischen
Rekombinationsfrequenz und Kartenentfernung. Eine solche Beziehung ist zutreffend fiir
eng gekoppelte Loci, Rekombinationsfrequenzen verhalten sich jedoch nicht strikt additiv
iber grofere chromosomale Entfernung (Weller 2001). Da es entlang eines Chromosoms
grundsitzlich zu Rekombinationsereignissen zwischen jedem Markerpaar kommen kann,
wiren bei einer Markeranordnung von A, B und C der erste (A) und der letzte (C) Marker
theoretisch nicht rekombiniert, was jedoch nicht zutrifft. Dieses Phdnomen versuchten
Haldane (1919) und Kosambi (1944) mit verbesserten Kartierungs-Funktionen zu
beriicksichtigen. Ein Nachteil der Kosambi Kartierungs-Funktion besteht jedoch darin,
dass anders als bei Sturtevant und Haldane Kartierungsdistanzen zwischen Markern nicht
mehr additiv sind (Weller 2001). Die genetische Karte des Rindergenoms betrdgt ca. 3353
c¢M Haldane oder 2731 ¢cM Kosambi (Boichard et al. 2003).
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Abbildung 2.13: Graphische Darstellung der Markerverteilung und Markerdichte eines
bovinen "Whole Genome Scan'. Die jeweilige Chromosomenzahl ist auf der horizontalen
Achse aufgetragen; die chromosomalen Positionen sind auf der vertikalen Achse in
centiMorgan (cM) eingezeichnet. Die Marker auf den Chromosomen sind in kleinen
horizontalen Strichen an der Achse des entsprechenden Chromosoms markiert (Schrooten
et al. 2000).

Mit Kartierungsfunktionen kann die Rekombinationsfrequenz (8) in genetische Distanz
umgerechnet werden. Bei freier Rekombination zwischen zwei Genorten betridgt die

Rekombinationsfrequenz 6 = 0,5. Je geringer der Abstand zwischen den Genloci auf einem
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Chromosom, desto haufiger werden sie gekoppelt vererbt, dabei ist 0 < 0 < 0,5. Bei der
Kopplungsanalyse wird 6 am genotypisierten Familienmaterial geschétzt und getestet, wie

grof} die Wahrscheinlichkeit der Kopplung ist. Dabei wird ein LOD-Score (logarithm of

the odds): Z(0) =log,, LL(E)QS)) als kritischer Wert bestimmt. Der LOD-Score ist ein Mal,

um beim Test die Nullhypothese mit freier Rekombination, also keine Kopplung, zu
verwerfen. Betrdgt der LOD-Score fiir die maximierte Likelihood function >3, so
betrachtet man die Genorte als gekoppelt. Bei einem Wert gleich oder kleiner — 2 kann
man die Kopplung ausschlieBen. Zur Durchfiihrung von Kopplungsanalysen steht das

Computerprogramm CRI-MAP (Lander & Green 1987) zur Verfiigung.

Tabelle 2.4: Vergleich genetischer und physischer Genomgréfen unterschiedlicher
Spezies.

Spezies cM Mb
Mensch  (Homo sapiens) 3700 (Broman et al. 1998) 3400 (Lander et al. 2001)
Maus  (Mus nmusculus) 1400 (MGD 1998) 3454 (Waterston et al. 2002)
Ratte  (Rattus norvegicus) 1738 (Bihoreauet al. 2001) 2720 (Gibbs et al. 2004)
Rind  (Bos taurus) 3155 (Thomsen et al. 2000) 3652 (Genbank 141.0)
Rind 3160 (Ihara et al. 2004) 3750 (Weller et al. 1997)
Schat  (Ovis aries) 3470 (Pagnacco & Carta 2004) 3300 (Gregory 2001b)
Ziege  (Capra hircus) 3100 (Schibler et al. 1998) 3240 (Gregory 2001b)
Schwein (Sus scrofa) 1900 (PigMap, ArkDB) 3000 (Rohrer ef al. 2004)

Hund  (Canis familaris) 2600 (Switonsky et al. 2004) 2400 (Kirkness ef al. 2003)
Huhn  (Gallus gallus) 3800 (Groenen et al. 2000) 1200 (McPherson et al. 2002)
4000 (Schmid ez al. 2000) 1000

Rekombinationshaufigkeiten sind nicht zwischen Genomen iibertragbar. Unterschiede
existieren zwischen Arten und treten auch zwischen Rassen (Thomsen et al. 2001a,
Weimann et al. 2003), Individuen (Park et al. 1995, Simianer et al. 1997), Geschlechtern
(Broman et al. 1998), sowie zwischen Chromosomen (Schmid et al. 2000) auf. Dabei
charakterisiert das Verhiltnis von genetischer zu physischer GenomgroBle eine
durchschnittliche theoretische Beziehung zwischen Rekombinationsrate und Distanz in

Basenpaaren.

Im Genom des Huhnes existieren jedoch groBe Unterschiede im Verhiltnis der
physischen zur genetischen Distanz zwischen den Chromosomen. Makrochromosomen
werden in der Literatur mit ca. 396 kb/cM (Smith & Burt 1998, Smith et al. 2000) und
Mikrochromosomen mit 150-250 kb/cM (Schmid ef al. 2000) angegeben.
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Abbildung 2.14 a, b: Genetische Karte von Chromosom 14 des Rindes, (a) MARC 2004
(Ihara et al. 2004), (b) ADR 2000 (Thomsen et al. 2000). Mit der Verdffentlichung der
genetischen Karte des US Meat Animal Research Center konnte der durchschnittliche
Markerabstand auf der genetischen Karte des Rindes von 2,5 ¢M (Switonski 2002) auf
1,0 cM (Ihara et al. 2004) verkiirzt werden.

Die ersten Kopplungskarten bei Nutztieren, die mit Hilfe von DNA Markern erstellt
wurden entstanden zwischen 1994 und 1995 fiir Rinder (Barendse et al. 1994, Bishop et al.
1994), Schweine (Archibald et al. 1994, Ellegren et al. 1994, Rohrer et al. 1994) und
Schafe (Crawford et al. 1995). Genetische Karten des Rindes nahmen in den folgenden
Jahren kontinuierlich an Markerdichte zu und Kopplungskarten der zweiten Generation
wurden fiir Rinder (Barendse et al. 1997, Kappes et al. 1997), Schweine (Rohrer et al.
1996) und Schafe (de Gortari ef al. 1998) verdffentlicht. Der erste genomweite Scan zur
Auffindung von QTL beim Milchrind wurde 1995 von Georges et al. durchgefiihrt. Mit
147 Markern wurden 1645 cM des Rindergenoms kartiert. Barendse et al. (1997) nutzte
746 Marker und Kappes ef al. (1997) publizierten eine dichtere Version aus 1250 Markern

fiir das gesamte Genom. Diese Karte mit einer genetischen GroéBle von 2990 cM diente
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lange Zeit als Standardreferenz fiir das Rindergenom mit einem durchschnittlichen
Markerintervall von 3,0 cM. Derartige Markerabstinde ermoglichten es, durch QTL-
Analysen vererbbaren Phénotypen spezifische Chromosomenabschnitte zuzuweisen, eine
Feinkartierung war mit dieser Auflosung jedoch nicht moglich. Thara er al. (2004)
publizierten die zurzeit aktuellste genetische Karte des Rinder-Genoms mit einem
durchschnittlichen Markerintervall von 1,4 c¢cM. Dabei sind nun iiber die Hélfte des

Genoms mit Intervallen von 2,0 cM oder kleiner abgedeckt.
2.3.3 Phanotypisierung (Erfassung der Leistungsmerkmale)

Nur Merkmale mit feststellbarer Heritabilitit (h”) kénnen chromosomalen Bereichen
zugeordnet werden. Merkmale mit niedrigem h” wie Fruchtbarkeit, Krankheitsresistenz,
Vitalitdt bis Wesensmerkmale, tiber Merkmale mit mittlerem h? wie die Mehrzahl der
Leistungsmerkmale bis zu Merkmalen mit hohem h? wie z.B. Exterieurmerkmale kénnen
wie in Abbildung 2.15 dargestellt unter Berilicksichtigung ihrer Heritabilitdten in der
Zuchtwertschiatzung (ZWS) beriicksichtigt werden.

hZ
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0,9 Fett kg

0,8 GroRe

0,7 Milch kg
Korper

0,6 Milchtyp
Beckenbreite

0,5 Strichplatzierung hinten
Beckenneigung
Eutertiefe

0,4 Strichlange

Milchcharakter
Korpertiefe

Euter

Hintereuter
Strichplatzierung vorne
Vordereuteraufhdngung
Starke

Fundament

SCSs

—
-  —
—
Hinterbeinwinkelung
Hinterbeinstellung
0,1 -’—\ Sprunggelenk

0,3 -+

Zentralband

Klauen

funktionale Nutzungsdauer
Kalbeverlauf
Totgeburtenrate

NRR9O
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Abbildung 2.15: Heritabilitidten in Deutschen Holstein Rindern fiir Milchleistungs-,
Fruchtbarkeits- und funktionale Merkmale (VIT, Verden, Mai 2004).

Seit 1996 bzw. 1998 erfolgte die ZWS fiir Zellzahl und Leistungsmerkmale im VIT

(Vereinigte Informationssysteme Tierhaltung, 27283 Verden) mit einem Mehrlaktations-
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Fixed-Regression-Tiermodell, das die Ergebnisse der einzelnen Kontrollen als

Informationsmerkmale beriicksichtigt.

Im Mai 2003 wurde das bis dahin verwendete Fixed-Regression-Modell durch ein
Random-Regression-Modell (RRM) ersetzt. Das Fixed-Regression-Modell betrachtete die
Kontrolltagsleistungen innerhalb einer Laktation als wiederholte Beobachtungen des
genetisch gleichen Merkmals (rg =1,0) und schétzte daher nur eine iiber die gesamte
Laktation gleiche, durchschnittliche Tagesabweichung. Im RRM werden dagegen
genetische Korrelationen (0,50 < rg < 1,0) zwischen den Leistungen unterschiedlicher
Kontrolltage innerhalb einer Laktation unterstellt. Dadurch wird fiir jeden Kontrolltag eine
differenzierte Leistungsabweichung bzw. individuelle Laktationskurve geschétzt, deren
Aufsummierung tiiber 305 Tage den Laktationszuchtwert ergibt, d.h. die
Kontrolltagsleistungen innerhalb einer Laktation werden als genetisch unterschiedlich
determinierte Merkmale betrachtet. Das RRM bietet insbesondere Vorteile bei der
Schitzung aufgrund noch unvollstindiger Leistungsinformationen, da es {iiber eine
individuelle Laktationskurve die tatsidchliche genetische Leistungsabweichung im weiteren

Laktationsverlauf realistischer vorausschétzt (VIT 2005).

Die Zuchtwertschitzung erfolgt nach dem BLUP Verfahren (best linear unbiased
prediction) unter Verwendung eines Tiermodells. Bei einem Tiermodell werden die
Zuchtwerte aller Tiere unter Berticksichtigung der vorhandenen
Verwandtschaftsbeziechungen geschitzt. Die simultane Schétzung der umweltbedingten

und der genetischen Effekte fiihrt zu einer gegenseitigen Korrektur.

Daughter Yield Deviation (DYD): In Milchrind Populationen gehort zu den allgemein
benutzten Beschreibungen fiir den Phinotyp auch die Daughter Yield Deviation
(VanRaden & Wiggans 1991, Georges et al. 1995, Spelman et al. 1996, Ashwell et al.
1998). DYD eines Bullen beschreiben die durchschnittliche Tochterleistung, korrigiert um
fixe und nichtgenetische Effekte der Tochter und genetische Effekte ihrer Miitter (Liu
2004). Da DYD nicht auf die Zuchtwerte des Bullen regressiert sind, stellen sie die
unabhingigsten und genauesten Messungen der phdnotypischen Leistung der Tochter eines
Bullen dar (VanRaden & Wiggans 1991). Dank dieser Eigenschaft werden DYD in der
Genomanalyse bei QTL-Kartierung (Szyda et al. 2002), aber auch bei der Auswertung
nationaler genetischer Trends (Boichard er al 1995), bei genetischen Two-step-
Mehrmerkmals-Studien (Ducrocq et al. 2001), sowie beim internationalen Vergleich von

Besamungsbullen (Ducrocq et al. 2003, Gengler 2002, Schaeffer 2001, Weigel et al. 2001)
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genutzt. Fir die Anwendung von Wiederholbarkeits-Tiermodellen auf Laktations-

leistungen zeigten VanRadden und Wiggans (1991) die Berechnung von DYD.

De-regressed proofs (DRPF): DRPF stellen in der QTL-Analyse ein Aquivalent zu
DYD dar (van der Beek 1997, Thomsen et al. 2001b). Da DRPF jedoch im Gegensatz zu
DYD den gesamten Zuchtwert eines Bullen reprédsentieren, miissen Standardabweichungen

auch doppelt so groB sein als letztere.

Bei de-regressierten Zuchtwerten erfolgt die De-regression auf der Basis der effektiven

Tochterzahl, der Heritabilitit des Merkmals und der additiven genetischen

Verwandtschaftsmatrix.
1
DRBYV =—— - EBV
reliability

Hierbei stellt die Sicherheit (reliability) das Mal3 der Genauigkeit dar auf einer Skala
von 0 bis 100 und basiert auf der Menge verfiigbarer Information iiber die Anzahl der
Tochter, Anzahl der Aufzeichnungen, Anzahl Herden, Anzahl Verwandter, Anzahl von

Zeitgenossen, und Lénge der Laktationen von Tochtern.

(a) Verhiéltnis zwischen EBV und DYD (b) Verhiltnis zwischen EBV und DRBV
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Abbildung 2.16 a, b: Beziechungen zwischen (a) geschitzten Zuchtwerten (EBV) und
Daughter Yield Deviations (DYD) sowie Bezichungen zwischen (b) geschitzten
Zuchtwerten und de-regressierten Zuchtwerten (DRBV) fiir Milchmenge (nach Thomsen e?
al. 2001b).

Thomsen et al. (2001b) untersuchten die Vergleichbarkeit von Daughter Yield
Deviations (DYD) und de-regressierten Zuchtwerten (DRBV). Im Zuge eines Whole-
Genom-Scans beim Rind fiir MY, FY, PY, wurden zum Zwecke des Vergleichs und der
Feststellung eventueller Unterschiede als unabhingige Variablen Zuchtwerte (EBV), DYD
und DRBV verwendet. Die De-regression wurde auf der Basis der effektiven Tochterzahl,
der Heritabilitdt des Merkmals und der additiven genetischen Verwandschaftsmatrix

durchgefiihrt. Alle Ergebnisse wurden im Hinblick auf die Anzahl der entdeckten QTL
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verglichen. Es zeigte sich dabei kein wesentlicher Unterschied bei der Verwendung von

DYD und DRBV, wie in Abb. 2.16 gezeigt.
2.3.4 Marker-Merkmal-Assoziationen

Kopplungsungleichgewicht Analyse (Linkage Disequilibrium Analysis), Assoziations-
studien (LD-Mapping): Kopplungsgleichgewicht (LE) und sein Gegenteil Kopplungs-
ungleichgewicht (LD) sind Bezeichnungen mit denen die Moglichkeit der
gemeinschaftlichen Vererbung von Allelen unterschiedlicher Loci beschrieben werden
kann. Allele, die in einer zufdlligen Beziehung miteinander stehen werden als ‘im
Kopplungsgleichgewicht’ bezeichnet, denn die Mdglichkeit, ein Allel an einem Locus zu
finden verhélt sich unabhidngig von der Mdglichkeit ein anderes Allel an einem anderen
Locus zu finden. Dabei beruht ursdchlich das Kopplungsgleichgewicht (linkage
equilibrium) auf der Entkopplung beider Allele infolge von Rekombination und der
Annahme der Gleichverteilungen von Rekombinationshéufigkeit tiber das Genom. Bleibt
eine Allelkonstellation an zwei Loci durch nicht vorhandene Rekombination gekoppelt und
wird aufgrund dessen stindig gemeinsam vererbt, so stehen beide Loci im
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium). Tendenziell reduziert Rekombination
Kopplungsungleichgewicht, zwischen eng gekoppelten Loci jedoch langsamer als
zwischen weiter entfernten. So bleibt zwischen Loci mit einem Abstand von 1 ¢M nach 50
Generationen noch mehr als 50% des urspriinglichen Kopplungsungleichgewichtes
erhalten (Falconer & Mackay 1996). Bei Kopplungsungleichgewichts-Kartierung (LD-
Mapping) bzw. Assoziationsstudien werden in der Regel Marker-Phéanotyp-Beziehungen in
groflen Populationen unverwandter Individuen gesucht. Derartige Beziehungen konnen
Einblick in die Entwicklung einer chromosomalen Region oder ein gesamtes Genom geben
(Kruglyak 1999) und konnen ebenso genutzt werden, Gene oder QTL zu kartieren
(Nsengimana et al. 2004a). Ein Kopplungsungleichgewicht kommt nicht nur aufgrund
physischer Kopplung von Loci zustande, sondern kann ebenso durch Drift, Selektion,
Kreuzung oder durch den nachhaltigen Einfluss eines Griindertieres in einer Population
verursacht werden. Da die Effekte von Kreuzungen und Selektion in landwirtschaftlichen
Nutztieren weit verbreitet sind kann davon ausgegangen werden, dass LD auch zwischen
weiter entfernten Loci besteht (Haley 1999). Genomweite LD-Studien in Nutztieren fanden
Kopplungsungleichgewichte iiber weite Entfernung (>30 cM) in Schafen (McRae et al.
2002) und Milchrindern (Farnir et al. 2000).
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Kopplungsstudien (Linkage Mapping): Das wichtigste Werkzeug, um kontinuierliche
Variation in die ihr zu Grunde liegenden Faktoren zu zerlegen, ist die genetische
Kopplungskarte. Da DNA mit Hilfe von Genkarten beschrieben werden kann, konnen auch
genetische Faktoren, die kontinuierliche Variation beeinflussen auf genetischen Karten
lokalisiert werden (Barendse & Fries 1999). In Kopplungsstudien wird im Gegensatz zu
den Assoziationsstudien keine Beziehung zwischen zwei Allelen, sondern zwischen Loci
hergestellt. LD wird gemessen durch die Abweichung der Haplotypenhidufigkeiten vom
Produkt der Allelhdufigkeiten. LD = 0 bedeutet Gleichgewicht.

2.3.5 Kandidatengenansatz

QTL Kartierung durch Genomscans mit Hilfe unabhingiger molekularer Marker hat
sich als effektiv erwiesen. Derartige Projekte sind jedoch recht kostentrdchtig und
zeitintensiv. Die Kartierungsauflosung ist dabei abhédngig von der Markerdichte und nur
selten kann von einer QTL-Kartierung direkt auf das kausale Gen geschlossen werden.
Genomscans von Hybridpopulationen besitzen nur indirekte Relevanz zu
Produktionsherden. Dieser Hintergrund fiihrte zur Entwicklung des Kandidatengen

Ansatzes.

Aufgrund der Natur komplexer Merkmale ist es ungewdhnlich, dass bei einem priméiren
Genomscan nach genetischer Kopplung der Minimalinterval eines QTL auf weniger als
10-30 cM begrenzt ist (Glazier et al. 2002). Ein genetischer Intervall dieser Grofle
korrespondiert beim Menschen jedoch mit 9-27 Mb DNA oder durchschnittlich 75 bis 220
Genen (Pennisi 2003) und beim Rind mit 12-35 Mb oder durchschnittlich 95-280 Genen
(Thomsen et al. 2000, Genbank release 141.0), was zu viele Kandidaten darstellt, um eine
Evaluierung eines jeden einzelnen Gens vorzunehmen. Fiir einen Kandidatengenansatz ist
aus diesem Grunde eine feinere Auflosung bis zu 1 ¢cM notwendig. Das entspriche bei der
Spezies Rind bei einer genetischen Kartenldnge von ca. 3000 cM, einer physischen
Genomgrdfe von 3,75 x 10° bp bzw. ca. 30.000 Genen, einer durchschnittlichen Anzahl
von 10 Genen oder einer physischen IntervallgroBe von 1,25x 10°bp (Weller, ohne
Datum) pro cM. Im Zusammenhang mit der Genomanalyse werden dariiber hinaus zwei
Kategorien von Kandidatengenen unterschieden: die funktionellen Kandidatengene und
positionelle Kandidatengene. Positionelle Kandidatengene sind solche, die physisch im
Bereich kartierter QTL-Regionen lokalisiert sind, wéhrend funktionelle Kandidatengene
derartige Gene verkorpern, deren Genprodukte signifikant an der Merkmalsausprigung

beteiligt sind (Schwerin 2000).
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Ein Vorteil des Kandidatengen Ansatzes besteht in der Mdglichkeit die gefundene
Assoziation direkt in der Zuchtpopulation zu nutzen und in der Identifikation des Genes,
welches die kausale Mutation tragt. Im Unterschied zu genomweiter QTL-Kartierung, die
oft nur Kopplung innerhalb Familien aufzeigt, kann bei einer kausalen Mutation direkt auf
den Nukleotid Polymorphismus hin getestet werden. Die aufgrund der groBBen Anzahl von
Kandidaten potentiell geringe Rate eine Kandidatengen Assoziation zu finden, kann durch
die sehr enge Kopplung von Polymorphismen in einem Gen ausgeglichen werden
(Rothschild & Soller 1997). So sind oft Nukleotid Polymorphismen wie SNP oder RFLP,
wenn auch nicht als kausale Mutation, hochst effektiv iiber Populationen hinweg als
Marker nutzbar. Zum Kandidatengenansatz beim Rind eignen sich im besonderen Malle
auf Grund der hohen Konservierung von Genomregionen zwischen Spezies Erkenntnisse
aus der homologen Kartierung anderer Mammalia. Kartierung bei Mensch und Maus kann
durch ihre sehr viel groBere Dichte helfen Kandidatengene flir Nutztier-QTL zu finden.
Veranschaulicht wird dies durch die Geschichte der Kartierung des MH-Locus beim Rind
auf das centromerische Ende von BTA2 (Charlier ef al. 1995). Casas et al. (1998) konnten
die Kartierung anschlieBend weiter auf eine Region von 4 cM eingrenzen. McPherron et al.
(1997) zeigten, dass eine Deletion im Myostatin Gen der Maus (GDF-8) zu einer extremen
zelluldaren Hyperplasie &dhnlich der Doppellenderbemuskelung beim Rind fiihrt. Die
Sequenz des Myostatin Gens der Maus konnte daraufhin erfolgreich genutzt werden die
urséchlichen Mutationen im Myostatin Gen des Rindes zu finden und dieses auf B742q11-

q12 zu kartieren (Grobet ef al. 1997, Smith et al. 1997).
2.4 Bos taurus Autosom 14 (BTA14)

Obwohl QTL fiir Milchleistungsparameter bereits auf allen 29 Autosomen des
Rindergenoms beschrieben wurden, fokussiert doch die Mehrzahl der Literaturbeitrige
tiber bekannte Milchleistungs-QTL auf drei Chromosomen (URL 46). Unter diesen weist
BTA14, gemeinsam mit BTA6 und BTA20, die QTL mit den genomweit groBten Effekten
fiir Milchleistung auf. Insgesamt wurden iiber 40 Untersuchungen publiziert mit Berichten
von 126 QTL, die iiber das gesamte Chromosom B7A414 verteilt sind (Wibowo et al.
2008).

2.4.1 Kandidatengene auf BTA14

Ein Kandidatengenansatz kann in hohem Mafle von komparativer Genetik profitieren.
Durch die vergleichende Genomanalyse kann von dichteren humanen und murinen

Genkarten Nutzen gezogen werden und bei der Segregation bestimmter Gen-Marker-
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Kombinationen konnen beim Menschen oder der Maus bereits sequenzierte Gene in
Markernihe beim Nutztier untersucht werden. Im selben Mal3e bieten Mausmodelle, die in
der humanen Forschung als transgene oder knock-out Mausmodelle erstellt werden
Moglichkeiten, analoge Sachverhalte beim Nutztier zu analysieren (Darvasi 1998). In der
Literatur lassen sich Quellen fiir Mausmodelle mit Analysen von Laktation (Smith et al.
2000), Korpergewicht (Brockmann & Bevova 2002, Diament et al. 2004, Stylianou et al.
2004), Wachstum (Wolf et al. 2002), Verhalten (Miner et al. 1993, Turri et al. 2001, Reif
& Lesch 2003), Krankheitsresistenz (Caron et al. 2002) und Parasitenresistenz (Iraqui et
al. 2003) finden.

2.4.2 CYP11B1-Gen

Genetische Untersuchungen an CYP-Gen (P450) Unterfamilien waren bislang limitiert
durch typische Schwierigkeiten, die sich ergeben, wenn Gene einen Teil einer Gruppe mit
extrem dhnlichen Loci darstellen. Aus diesem Grund wurde die iiberwiegende Mehrzahl
der P450 Gene bislang iiber cDNA Sequenzierungen beschrieben (Hoffman et al. 2001).
Einzelne genomische Sequenzen dieser sehr dhnlichen Genfamilie konnten nur durch
Subklonierungstechniken erzielt werden. Neuerlich verfiigbar werdende Ganzgenom-

Sequenzen stellen eine lang erwartete Hilfe fiir diesen Sachverhalt dar.

Die Biosynthese von Steroidhormonen in der Nebennierenrinde bendtigt vier
unterschiedliche Cytochrom-Gene (Mathew et al. 1990). Davon sind CYPIIA und
CYPI11B Enzyme diejenigen, die in der inneren mitochondrialen Membran, sowie CYP21
und CYPI7A4 Enzyme solche, die in der Membran des Endoplasmatischen-Reticulums
lokalisiert sind (Omura et al. 1993). CYPI11B]1 katalysiert bei Rind, Schaf und Schwein mit
seinem Genprodukt 11B-Hydroxylase [EC:1.14.15.4] das Ende des biosynthetischen
Entwicklungsweges der Steroide von Cholesterol zu Mineralocortikoiden und
Glucocortikoiden in der Nebennierenrinde (NNR). Bei Rind, Schaf und Schwein
katalysiert somit ein Enzym unterschiedliche Steroidhormone (Ogishima et al. 1989).
Demgegeniiber kam es im Laufe der Entwicklung in anderen Arten, so auch bei Mensch
und Nagetieren zu einer funktionalen Genverdopplung und einer anschliefenden

Funktionsdifferenzierung zwischen den entstandenen Zwillingsgenen (Bureik et al. 2002).
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Mineralocortikoide

CYP11A HSD3B CYP21 CYP11B1 CYP11B1 CYP11B1
EC:1.14.15.6 EC:1.1.1.145 EC:1.14.99.10 EC:1.14.15.4 EC:1.14.15.4 EC:1.14.15.4
Cholesterol Pregnenolon Progesteron 11-Desoxycortikosteron Cortikosteron 18-Hydroxycortikosteron Aldosteron
CYP17A CYP17A
EC:1.14.99.9 EC:1.14.99.9

Glukocortikoide

| N

17a-Hydroxypregnenolon 17a-Hydroxyprogesteron 11-Desoxycortisol Cortisol Cortison
EC:1.1.1.145 EC:1.14.99.10 EC:1.14.15.4 EC:1.14.15.4
HSD3B CYP21 CYP11B1 CYP11B1

Abbildung 2.17: Biosynthetischer Entwicklungsweg von Mineralocortikoiden und
Glucocortikoiden in der Nebenniere des Rindes. Ausgehend von Cholesterol sind die C21-
Hormone bis zum Aldosteron (Mineralocortikoid) und Cortison (Glucocortikoid) blau
unterlegt. Das zu jedem Entwicklungsschritt notwendige Enzym ist mit seiner EC-
Nummer der [UBMB Enzym Nomenklatur dargestellt. Im Einzelnen sind EC: 1.14.15.6
Cholesterol monooxigenase (C27-side chain cleavage enzyme), EC: 1.1.1.145 3beta-
hydroxy-deltaS-steroid dehydrogenase, EC: 1.14.99.9 steroid 17alpha-monooxygenase,
EC: 1.14.99.10 steroid 21-monooxygenase, EC: 1.14.15.4 steroid 11beta-monooxygenase.
Die Grafik wurde erstellt aus Daten der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KEGG (URL: 10).

Beim Menschen entwickelte sich das CYPIIB Gen in zwei (Kawamoto et al. 1992,
Muller 1998) und bei Nagetieren in drei (Mellon et al. 1995, Biillow et al. 1996)
unterscheidbare  Isoformen (CYPIIBI, CYPIIB2, CYPIIB3) mit funktionaler
Differenzierung. Bei Schwein, Schaf und Rind blieb die funktionale Einheit im CYPI/IB
Gen erhalten (Biilow et al. 1996, Muller 1998), obwohl Duplikationen auch in diesen
Spezies sich ereignet haben miissen, da CYPI/IB Pseudogene in allen Sdugetieren zu
finden sind (Biilow et al. 1996, Muller 1998). CYPIIBI iibernimmt beim Rind im
Unterschied zum Mensch zusitzliche Funktion durch Katalyse von sowohl Aldosteron als
auch Cortisol, da es hier zu keiner funktionalen Genverdopplung (CYP11BI und CYPI1B2
bei Mensch und Nagetieren) gekommen ist (Ogishima et al. 1989). Broad et al. (1995)
schlossen durch homologe Kartierung vom Schaf (OAR 9), dass das bovine Gen auf
BTA 14 lokalisiert sein muss und Schibler et al (1998) Kkartierten dieses Gen auf
Chromosom 14 in der Ziege. Kaupe et al. (2004b) kartierten CYPIIB beim Rind auf
BTA 14q12 durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH). Da die homologen Gene des
bovine CYP11B beim Menschen (CYPIIBI, CYPIIB2) auf HSA 8q21-23 kartieren
(Wagner et al. 1991, Taymans et al. 1998), kann dieses Gen als ein positionelles
Kandidatengen fiir den Milchleistungs-QTL auf Chromosom 14 beim Rind angesprochen

werden. Da dieses Gen iiber den Weg des Kohlenwasserstoff- und Aminoséure-
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metabolismus in den Energiehaushalt involviert ist (Wierda et al. 1987, Friedman et al.
1993, Shpigel et al. 1996), kann es ebenso als ein funktionelles Kandidatengen fiir

Milchproduktion angesehen werden.

Durch Proteinaufreinigung konnten drei unterschiedliche Formen CYPI1IB (P45011p)
in der Nebennierenrinde des Rindes identifiziert werden: Isoenzym 1 mit den Genbank
Zugangsnummern A28415, AAA83383, BAA00127 (Ogishima et al. 1983, Chua et al.
1987, Morohashi et al. 1987), Isoenzym 2 mit den Genbank Zugangsnummern P15150,
JX0071, 1508213A (Morohashi et al. 1987, Kirita et al. 1988, Chua et al. 1987, Hashimoto
et al. 1989) und Isoenzym 3 mit den Genbank Zugangsnummern JX0151, BAA00268
(Kirita et al. 1988, Kirita et al. 1990).

Tabelle 2.5: Aminosdure-Austausche in bovinen CYP/IB Isoenzymen, zusammengestellt
nach NCBI Genbank Eintragen. Genbank Acc Nummern sind I: A28415, II: AAA83383,
III: BAAO127, IV: P15150, V: JX0071, VI: 1508213A, VII: JX0151, VIII: BAA00268.
Die AS Positionen sind nach der Struktur des unreifen Proteins, vom Translationsstart

(ATG) aus gezihlt.

Aminosiuren- Aminosiuren

position CYPI1B- CYPI1B- CYP11B-
im Isoenzym-1 Isoenzym-2 Isoenzym-3
Protein I II I v AV VI VII VIII
30 A A A A A A A% Vv
60 G G S S S S G G
102 O 0] 0O 0] 0O E 0O O
106 H H H H H H R R
132 L L L L L - L L
179 N N N N N D N N
187 D D G D D D D D
188 | 1 H 1 | I I I
189 A A R A A A A A
190 P P A P P P P P
191 R R O S S S S S
192 L L L Vv A% Vv A\ Vv
335 E E E E E O E E
337 O 0] O O T T T O
477 E E E E E O E E
502 | 1 | 1 Y Y I I

Im Einzelnen ist beim Rind die 11B-hydroxylase (CYPI1B) das Enzym, welches beide,
die 11B- und 18-Hydroxylierung der Corticosteroide katalysiert (Ogishima et al. 1989,
Muller 1998) und auf diese Weise Cortisol- and Aldosteronsynthese ermdglicht. Das
Wirkspektrum von Cortisol ist sehr weitldufig. Die Sekretion von Cortisol in der
Nebennierenrinde ist fiir die Induktion von mehreren gluconeogenesischen Enzymen
notwendig, die es Tieren ermdglichen Stress zu iiberleben (Engelbrecht & Swart 2000).

Steroidhormone sind physiologische Regulatoren, und Cortisol gemeinsam mit anderen
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gehort zu den Haupthormonen der Lipogenese und Lipolyse, die die Konzentration von
Fettsduren in Plasma und Geweben kontrollieren (Bhathena 2000). Durch Einflussnahme
auf anabolisches Potential kann Cortisol Wachstum verlangsamen, wenn es in erhohter
Menge in der Zelle produziert wird (Weiler et al. 1998). Cortisol wurde erfolgreich
verabreicht, um Milchdriisendifferenzierung in Mausen aufrecht zu erhalten (Casey et al.

2000).

Mineralocorticoide sind essenzielle Steroidhormone bei Sdugetieren, die Natrium- und
Kaliumionenabscheidung in den Nieren regulieren (Imai et al. 1998). Beide Hormone
besitzen Auswirkungen auf die Volumen-/Elektrolyt-Homeostase und den Glucose-
/Fettstoffwechsel (Kirita et al. 1988, Biilow & Bernhardt 2002). Mathew et al. (1990)
berichten von AS Austauschen P66L und S126P beim Rind. Diese Austausche verhindern

sowohl die Cortisolsynthese als auch die Aldosteronsynthese.

CYP11B1

353394

Al 17
e IraEs

Exon 1 2 345678 9

32 174 H B
3.'33 3':"#.-

Abbildung 2.18: Bovines CYP11B und humanes CYP11B1 sind orthologe Gene. Das
Diagramm zeigt Nukleotidpositionen im humanen CYPIBI Gen, deren Mutation
nachweislich 11B-hydroxylase Mangel verursachen. Sieben Mutationen (T318M, Q338X
Q356X, R374Q), 1394, V441G, R448H) treten in homozygoter Form auf, drei Mutationen
(AC32, K174X, R384Q) in heterozygoter Form (Curnow et al. 1993).

2.4.3 GML-Gen

Das GML Gen besitzt vier Exone und kartiert beim Menschen auf HS4 8q24.3 (Kimura
et al. 1997a). Sein Produkt gehdrt zur Gruppe der durch Glycosylphosphatidylinositol
(GPI) verankerten Zelloberflichenmolekiile. Derartige Molekiile werden fiir wichtige
physiologische Funktionen benétigt, wie Zelle-Zelle Erkennung, Zellanheftung,
Rezeptoren sowie Nihrstoff- und Ionentransport (Udenfriend & Kodukula 1995). GPI-
Verankerung stellt einen generellen Mechanismus dar, Proteine der Zelloberfldchen-
Membran anzuheften. Dieses Verankerungssystem wird von allen Séugetierzelltypen

genutzt (Takeda & Kinoshita 1995, Udenfriend & Kodukula 1995). Zwei weitere Gene die
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ebenso fiir GPI-verankerte Molekiile kodieren, E48 und LY6E, sind in der unmittelbaren
genomischen Region lokalisiert. Das GPAA1 Gen kartiert ebenso in die QTL-Region, sein
Produkt ist das Glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor attachement Protein (URL30).
Der gesamte Gencluster liegt mit weniger als 0,5 cM Abstand im synthenischen Bereich
der QTL-Region des Rindes. Die Expression des GML Gens wird durch das
tumorsupressor Gen p53 reguliert (Kagawa et al. 1997) und die p53-Bindestelle befindet
sich in seiner 5’-Region. Von einigen der GPI-verankerten Molekiile ist eine Beteiligung
an interzelluldrer Signaliibertragung bekannt, durch Interaktionen mit Tyrosin Kinasen und
Phosphatasen (Stefanova et al. 1991). Derartige Gene finden sich ebenso in der QTL-
Region: Am centromerischen Ende von B7A414 lokalisiert das PTK2 Gen, eine Protein-

Tyrosin-Kinase, sowie das PTP443 Gen, eine Protein-Tyrosin-Phosphatase.

GML

p53-binding site

N 67 95 108 452
s—() —H— -
19073 5547 609 5302
Exon 1 23 4

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung der genomischen Organisation des humanen
GML Gens. Exone und Introne sind jeweils durch Kédstchen und horizontale Linien
dargestellt. Schwarze Bereiche sind nicht kodierend, wei3e Bereiche symbolisieren den
offenen Leserahmen (Kimura ef al. 1997a).

2.4.4 DGAT1-Gen

Das DGATI-Gen verkorpert in der Nutztierzucht das rezente Beispiel eines
Kandidatengens mit Auswirkung auf Leistungsmerkmale beim Rind, welches durch
komparative Genetik erfolgreich identifiziert werden konnte (Grisart ef al. 2002, Winter et
al. 2002). Smith et al. (2000) stellten durch ein knock-out Mausmodell (B6.129S4-
Dgat1"™"/]) fest, das Mause mit defekten DGATI-Genen nicht laktieren konnen. Die
Position des DGATI Gens auf den synthenischen Chromosomenabschnitten von Maus
(MMU15) und Mensch (HSA8) zur QTL-Region beim Rind in der centromerischen Region
von BTA14 machte es zu einem sehr wahrscheinlichen positionellen Kandidatengen. Die
zentrale Rolle des Gens in der Lipidsynthese machte es dariiber hinaus zu einem

physiologischen Kandidatengen.
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Abbildung 2.20: Schematische Darstellung der genomischen Organisation des bovinen
DGATI Gens. Exone und Introne sind jeweils durch gefiillte Kédstchen und
Zwischenraume dargestellt, ihre Gréfen sind in bp angegeben. Die Lysin/Alanin-
Substitution in Exon 8 ist eingezeichnet (Winter et al. 2002).

In der Literatur finden sich Beitrdge von Assoziationsstudien der K232A Substitution
im DGATI Gen. Niederldndische und neuseeldndische Holsteins (Grisart et al. 2002),
neuseelidndische Schwarzbunte (Spelman ef al. 2002), deutsche Holstein- und Fleckvieh-
(Thaller et al. 2003), israelische Holstein- (Weller et al. 2003), deutsch/franzdsische
Holstein- (Bennewitz et al. 2003) sowie deutsche Holstein- (Bennewitz et al. 2004)
Populationen wurden bislang untersucht. Fiir DGATI® (Q-Allel) stellten alle Autoren
gleichgerichtete Effekte fest, so dass mit jedem weiteren DGATI® die Fettmenge erhoht
und die Proteinmenge und Milchmenge reduziert ist. Die Hohe des durchschnittlichen
Allelsubstitutionseffektes (a/2) liegt zwischen Rassen nicht immer in vergleichbarer
GroBenordnung und betrdgt flir neuseeldndische Jerseys -110,00 kg, neuseeldndische
Holsteins -133,00 kg und neuseeldndische Ayrshires -202,00 kg (Spelman et al. 2002).
Thaller et al. (2003) fanden durchschnittlich 107,00 kg fiir Fleckvieh und 146,00 kg fiir
deutsche Holstein in den ersten drei Laktationen. DGATI® Effekte fiihren demnach, wie in
Tabelle 2.6 gezeigt, zu erhohten Milchfett- und Milchproteinprozenten, jedoch aufgrund
einer reduzierten Milchmenge nur bei Fettmenge zu einer Erhdhung und bei Proteinmenge

zu einer Reduktion.

Der von Winter et al. (2002) beschriebene PCR-RFLP Gentest durch PCR-
Amplifikation eines 411 bp groflen, die K232A-Substitution enthaltenden Genfragments
und anschlieBendem Restriktionsverdau mit Enzym Cfrl bzw. Eael (Y vGGCCR)
ermdglicht es, Rinder auf Allelvarianten zu testen und anschlieBend nach Allelvarianten zu
selektionieren. Der jeweilige Vorteil der unterschiedlichen Allele héingt jedoch von
O0konomischen Gewichtungen der Milchproduktionsmerkmale im Zuchtziel ab. Spelman et
al. (2002) konnte zeigen, dass unter momentanen neuseeldndischen Marktbedingungen

sich der 6konomische Nutzen eines DGATI® und des DGATI* gegenseitig aufheben.
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Tabelle 2.6: DGATI® Allelsubstitutionseffekte o/2 (definiert wie in Falconer & Mackay
1996) anderer Autoren, fiir Milchleistungsmerkmale in Holstein Rindern.

DGATI® DGATI® DGATI® DGATI® DGATI®

o/2 o/2 o/2 o/2 o/2

Autoren Milch kg Fettkg Prot. kg Fett%  Prot. %
Grisart et al. 2002 (& 1-3 Lakt.) -158,00 +5,23 -2,82 +0,17 +0,04
Thaller et al. 2004 (< 1-3 Lakt.) -146,00 +4,85 -2,51 +0,14 +0,03
Spelman et al. 2002 -133,00 +5,92 -2,40 - ---
Bennewitz et al. 2003 (& 1-3 Lakt.) -153,00 +4,14 -2,46 +0,14 +0,03
Weller et al. 2003 -153,00 +3,70 -1,55 +0,08 +0,03
Bennewitz et al. 2004 (& 1-3 Lakt.) -136,00 +3,26 -3,20 +0,13 +0,03
de Roos et al. 2007 - --- -4,6 +0,35 -

Von DGATI wird, gemeinschaftlich mit dem Thyroglobulingen (7G), ein Einfluss auf
den intramuskulédren Fettgehalt (IMF) beim Rind vermutet (Barendse 2002, Thaller et al.
2003). Beide Gene kartieren an das proximale Ende von B7A414. Fiir beide Gene ergeben
sich Hinweise auf einen rezessiven Erbgang, d.h. ein positiver Effekt ist vor allem dann
festzustellen, wenn die vorteilhafte Variante reinerbig vorliegt (Thaller & Fries 2004,
Thaller et al. 2003). Der Einfluss des DGATI Gens auf intramuskulédres Fett (IMF) in
Fleischrindern wird jedoch diskutiert. Thaller et al (2003) berichten von einem
signifikanten Effekt des DGATI Gens auf intramuskuldren Fettgehalt der Riicken- und
Unterschalenmuskulatur (Musculus longissimus dorsi, Musculus semitendinosus) in
Holstein und Charolais Rindern. Kédmmerer et al. (2008) analysierten den IMF-Gehalt der
Riickenmuskulatur (Musculus longissimus dorsi) in Populationen von Fleckvieh Bullen,
gepoolt fiir hohe und niedrige Zuchtwerte fiir intramuskuldres Fett und konnten in keiner
der Gruppen signifikante Genwirkung fiir DGATI nachweisen. Casas et al. (2005)
verifizierten den Einfluss des DGATI Gens auf die Variation des IMF-Gehalts der
Muskulatur von Brahman Kélbern (Bos indicus). Auch diese Untersuchung konnte keinen
Einfluss nachweisen. Demgegeniiber fanden Gill ef al. (2009) in einer Untersuchung der
Aberdeen Angus Rasse ein erhohtes Gewicht der Riickenmuskulatur (Musculus
longissimus dorsi), sowie erhohte Fettummantlung dieser Muskulatur (intermuskuldrer

Fettgehalt) bei Rindern, homozygot fir DGATI™.

Acyl CoA:diacylglycerol acyltransferase 1 [EC:2.3.1.20] ist das Genprodukt des
DGATI Gens (Genbank AY065621, AJ318490). Dieses Enzym nutzt Diacylglycerol und
Fatty-Acyl-CoA als Substrate um den letzten Schritt der Triacylglycerol-Synthese zu

katalysieren. Triglyceride stellen das wichtigste Energiespeichermolekiil im Organismus

49



Kapitel 2: Literaturiibersicht

dar. Das DGATI Genprodukt ist ebenso involviert in zelluldre als auch physiologische

metabolische Prozesse.
2.5 Haustierzucht unter molekulargenetischen Aspekten

In den vergangenen Jahren wurde eine Fiille genetischer Marker, die sich in Kopplung
mit QTL befinden und Merkmale mit Okonomischer Bedeutung beeinflussen, im
Rindergenom Kkartiert (Georges et al. 1995, Kappes et al. 1997, Barendse et al. 1997,
Zhang et al. 1998, Schrooten et al. 2000, Van Tassel et al. 2000, Plante et al. 2001,
Nadesalingam et al. 2001, Grisart et al. 2002). Das Ansammeln derart hochgradiger,
qualifizierter genotypischer Information setzte Bemiihungen in Gang, Nutztiere nicht mehr
ausschlieBlich {iber ihre messbare phidnotypische Leistung und unter Berilicksichtigung
ihres Pedigrees zu selektieren, sondern zu untersuchen, in wie weit Markerinformation und
QTL-Feinkartierungsergebnisse sinnvoll als weitere Selektionsinformation genutzt werden

kann (de Roos et al. 2007).
2.5.1 Marker gestttzte Selektion (MAS)

Die Entstehung der Hochleistungsrassen beim Milchrind im vergangenen Jahrhundert
war im Wesentlichen gekennzeichnet durch eine Selektion auf wenige gut messbare
Merkmale (Milch- und Fettmenge, Exterieurmerkmale). Derartige Merkmale besitzen in

der Regel Heritabilititen (h?) von 0,3 bis 0,4.

Mit dem bis 1940 angesammelten genetisch-statistischen Wissen entwickelten Lush und
Hazel die Grundsdtze der Index-Zucht, um die kiinstliche Selektion, basierend auf
bekannten Beziehungen zwischen Individuen und phanotypischer Merkmalinformation zu
optimieren. Dabei erwies sich die Index-Zucht als eine dufBlerst effiziente und flexible
Methode fiir die praktische Ziichtung von Pflanzen und Tieren (Weller, kein Datum).
Jedoch war die traditionelle Selektion innerhalb Populationen nicht immer effektiv, wenn
Zuchtziele zum Beispiel Merkmale mit negativen Korrelationen wie Milchmenge und
Proteinprozent beinhaltete (Schwerin et al. 1995) oder geringe Heritabilititen wie
Fruchtbarkeitsmerkmale und Krankheitsresistenzen besallen (Weller 2001). Aufgrund
veranderter okonomischer Produktionsbedingungen muss heute das Leistungsspektrum
eines Nutztieres jedoch weiter gefasst werden. Auf diese Weise finden in heutigen
Zuchtzielen auch Merkmale mit geringen Heritabilititen (h’[]0,1) Eingang. Schlecht
messbare Merkmale wie Parasitenresistenz und allgemeine Konstitution, ebenso wie
Merkmale, die vor der ersten Selektionsgelegenheit oder am lebenden Tier nicht messbar

sind, wie Langlebigkeit, Nutzungsdauer oder Schlachtkorper-Merkmale erlangen
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zunehmend Okonomische Bedeutung (VIT 2010). Klassische Selektion anhand der
gemessenen Phénotypen favorisiert Individuen oder Populationen mit dem besten
Gesamtergebnis und {bersieht untergeordnete Qualititsstufen mit moglicherweise

wertvollen Einzelgenen.

Mehrere in der Fachliteratur veroffentlichte Simulationsstudien haben zum Inhalt, dass
MAS die Rate der genetischen Antwort in einem Rahmen von 5% bis 64 % in
Tierzuchtpopulationen steigern kann, dies jedoch in Abhéngigkeit von Selektionsmerkmal
und Marker - und QTL- Informationen (Ruane & Colleau 1995, Meuwissen 2003, Hayes
& Goddard 2003). Obwohl die Schiatzungen der Substitutionseffekte von erkannten QTL
generell eine Tendenz zur Uberschitzung in sich bergen (Goring et al. 2001), wird von
einigen Autoren (Kashi et al. 1990, Mackinnon & Georges 1998, de Roos et al. 2007) die
Ansicht vertreten, dass die Mehrzahl der gefundenen QTL von ausreichender Méchtigkeit
seien, um sie zur Nutzung in der markergestiitzten Selektion in Betracht ziehen zu kdnnen,
vor allem bei der Vorselektion von Jungbullen, die in die Nachkommenspriifung eintreten

aber auch in der Zuchtwertschitzung.

Weltweit werden heute mehr als 80 % der Besamungsbullen auf dem Weg des Embryo-
transfers (ET) erzeugt (Roschlau 2005). Bei der Nutzung genetisch iiberlegener Eltern zur
Erzeugung der nichsten Generation durch gezielte Paarungen von Elitebullen und
Elitekiihen, entstehen unter Nutzung von multipler Ovulation mit anschlieBendem
Embryotransfer Vollgeschwistergruppen. Speziell hier kann durch MAS auf den Besitz
favorabler Genvarianten hin getestet und differenziert werden, um dadurch kostentrachtige
Nachkommenspriifungen effektiver zu gestalten (Georges et al. 1995). Bereits durch den
Einsatz von MAS bei Embryonenselektion ist die Moglichkeit gegeben, ein solches Ziel zu
erreichen, so dass zur Erzeugung einer weiteren Generation keine geschlechtsreife,
fortpflanzungsfiahige Generation erstellt werden muss (Georges & Massey 1991, Haley &
Visscher 1998).

Zukiinftig konnte MAS den jdhrlichen genetischen Zuwachs in der Milchrinderzucht
durch Zuwichse in der Selektionsgenauigkeit und der Selektionsintensitit, sowie einer
Verringerung des Generationsintervalls bereichern (Weller 2001). Bislang kam zusétzliche
Information durch genetische Marker hauptsdchlich der Selektionsgenauigkeit zugute, so
dass in MAS - Zuchtprogrammen Zuchtfortschritt in erster Linie auch durch erhdhte
Selektionsgenauigkeit erzeugt werden kann. Aktuelle Zuchtprogramme sind jedoch derart

konzipiert, dass Selektionsgenauigkeit bereits sehr hoch ist, so z.B. bei Nachkommen-
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priifungen um 80 - 90 % (Powell et al. 2003). Aufgrund dessen eignet sich MAS vor allem

fiir Merkmalskomplexe wo die Genauigkeit der konventionellen Selektion gering ist.

1. monogen vererbte genetische Defekte

2. Schlachtkérperqualitdt und Geschmacksmerkmale
3. Fruchtbarkeit und Fortpflanzungsettizienz

4. Schlachtkérpermasse und Schlachtkérperertrag

5. Milchproduktion und Muttereigenschaften

6.  Wachstum, Geburtsgewicht und Leichtkalbigkeit

Abbildung 2.21: Selektionskriterien beim Rind in absteigender Reihenfolge des grofiten
bis geringsten Nutzens von markergestiitzter Selektion (MAS) nach van Eenennaam
(2004).

Die Integration von MAS in bestehende Selektionssysteme macht aber auch dort Sinn,
wo trotz hoher Selektionsgenauigkeit aufgrund von Nachkommenspriifungen
Generationsintervalle sehr grof3 sind und dadurch Zuchtfortschritt reduzieren. So besteht
durch MAS von Jungtieren oder Embryonen die Mdglichkeit das Zeitintervall einer
Generation betrachtlich zu verkiirzen. Nach Meuwissen (2003) kann Zuchtfortschritt
( ¥ G) in Nutztierzuchtprogrammen definiert werden wie in Abbildung 2.22 beschrieben.
Sie zeigt, dass bei einer Verkiirzung des Generationsintervalls um die Hilfte, bei gleich

bleibender Selektionsgenauigkeit sich der Zuchtfortschritt verdoppelt (Meuwissen 2003).

Selektionsintensitit - Selektionsgenauigkeit - genetische Standardabweichung
Generationsintervall

Abbildung 2.22: Formale Definition des Zuchtfortschritts (AG) nach Meuwissen (2003).

AG =

In der Literatur vorgeschlagene Nutzungsmoglichkeiten von Marker gestiitzter

Selektion (zusammengestellt nach Weller 2001) in der Tierzucht umfassen sechs Punkte:

1) In einem standardisierten Nachkommen Testsystem mit Informationen aus genetischen
Markern, um die Genauigkeit der Vater Bewertung zu verbessern, zusétzlich zu

phénotypischen Information von Tochter Datensétzen (Meuwissen & Arendonk 1992).

2) In einem 'Multiple Ovulation and Embryo Transfer' (MOET) Nukleuszuchtschema, in
dem Markerinformation genutzt wird, um Vererber fiir den Zuchteinsatz in der MOET
Population zu selektieren, zusétzlich zu phéinotypischen Informationen aus

Halbschwestern (Meuwissen & Arendonk 1992).
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3) In Nachkommen Testsystemen, in denen Information von genetischen Markern genutzt
wird, um junge Vererber fiir die Teilnahme am Nachkommentest vorzuselektieren

(Kashi et al. 1990).

4)Bei der Selektion von Bullenvditern ohne Nachkommentest, basierend auf

Halbgeschwisterdaten und genetischen Markern (Spelman et al. 1999).

5)Bei der Selektion von Bullenvitern in einem Halbgeschwisterschema, basierend auf

Halbgeschwisterdaten und genetischen Markern (Spelman ef al. 1999).

6) Der Einsatz genetischer Marker bei der Abstammungskontrolle (Israel & Weller 2000).

kurzzeitiger Erfolg (2% - 60%)

Selektionserfolg

0 5 10 15 20 25 30 Jahre

Abbildung 2.23: Markergestiitzte Selektion (MAS) kann kurzzeitig die Rate der
genetischen Antwort in einem Rahmen von 2% bis 60% in Tierzuchtpopulationen
steigern (Kinghorn & van der Werf 2000).

Auf lange Sicht nimmt der Selektionsfortschritt bei markergestiitzter Selektion (MAS)
ab, da der QTL der sich in Kopplung mit dem Marker befindet, in der Rasse fixiert wird,
sodass danach eine Selektion auf dieses Allel nicht mehr moglich ist (Goddard & Wiggans
1999). Da aber sowieso jegliche Selektion diesen Weg beschreiten wiirde konnte MAS den
Zeit- und Kostenrahmen in der Tierzucht positiv beeinflussen. Tests fiir den QTL selbst an
Stelle des gekoppelten Markers ermoéglichen einen noch forcierteren genetischen
Fortschritt, da hierbei eine Datenerhebung fiir die Kopplungsphase unnétig ist. Deshalb
wire der ideale Marker fiir MAS und MALI ein Gen mit einer kausalen Mutation selbst oder

ein Fragment daraus, welches fiir das Merkmal von Interesse kodiert, so dass die Selektion
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auf den Marker immer den erwarteten Genotyp erbringt (Simm 1998). Wenn auch der
Einsatz von MAS zur Erhéhung des Zuchtfortschrittes bei Produktionsmerkmalen eine
rezente Neuerung in der Tierzucht darstellt, kann sie bei der Selektion von
Besamungsbullen bereits seit langerem erfolgreich zur Vermeidung einer Transmission
von Erbfehlern angewandt werden (Herzog 1992). So werden heute bekannte Erbfehler
wie Citrullindmie (Dennis et al. 1989), DUMPS (Deficiency in Uridine Monophosphate
Synthase) (Schwenger et al. 1993), WEAVER (Progressive bovine myeloencephalopathy)
(Georges et al. 1993), BLAD (Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency) (Shuster et al.
1992), MD (Myophosphorylase Deficiency) (Bilmstrom et al. 1998), CVM (Complex
Vertebral Malformations) (Agerholm et al. 2001) und weitere bei Besamungsbullen

systematisch mit Gentests {liberpriift.

Mit dem Forschungsvorhaben Genomanalyse-Rind (I) wurde die Implementierung der
markergestiitzten Selektion im Jahr 1995 fiir Deutsche Holstein eingeleitet (Szyda et al.
2003) und ist seit dem Jahr 2003 voll etabliert (Wilkens et al. 2006). Es wird erwartet, dass
mit der Identifizierung bzw. Kartierung von QTL mit signifikanten Effekten auf Leistungs-
und Qualitidtsparameter und durch die Anwendung dieses Wissens im Rahmen der MAS
eine  weitere Steigerung des  Zuchtfortschrittes sowohl fir die direkten
Produktionsmerkmale als auch fiir die sekunddren Merkmale erreicht werden kann

(Schwerin et al. 2003).

2.5.2 Zuchtwertschatzung und Selektion unter der Berlcksichtigung des gesamten

Genoms

Genomische Selektion ist eine Form von markergestiitzter Selektion. Dabei versucht
genomische Selektion (G-Lektion) alle genetische Variation durch eine liber das gesamte
Genom verteilte Fiille von genetischen Markern zu erkldren, ohne sich auf eine Auswahl

von Markern zu beschrinken, die zur genetischen Varianz beitragen (de Roos et al. 2007).

Neuerliche Untersuchungen zeigen einen Vorteil durch die Einbeziehung genetischer
Daten (gene assisted selection) oder gesamtgenomischer Daten (genomic selection) zur
Zuchtwertschitzung, gegeniiber der konventionellen Methode (BLUP). Derartige Ansétze
haben den Vorteil einer groBeren Genauigkeit, ohne dass kausale Mutationen bekannt sein
miissen, um z.B. eine QTL-Wirkung beriicksichtigen zu koénnen (de Roos et al. 2007).
Allerdings weisen Hayes et al. (2009) darauf hin, dass die genutzte Referenzpopulation
sehr grol sein muss, um genaue genomische Zuchtwerte schitzen zu konnen.

Schiatzmodelle, die aus nur einer Rasse abgeleitet werden, schétzen keine genauen
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genomischen Zuchtwerte in einer anderen Rasse. Die Autoren sehen aufgrund dessen
Schwierigkeiten in der Anwendung von genomischer Selektion in kleinen Rassen-
populationen. Beruht jedoch die Auswahlgruppengréfle der genotypisierten Bullengruppen
auf gleichen relativen Mengenverhéltnissen zur Gesamtpopulation wie bei groflen

Rassenpopulationen, sollten auch hier gleiche Genauigkeiten erreicht werden konnen.

Schaeffer (2006) konnte zeigen, dass die iiberwiltigende Fiille der verfiigbaren
Nachweise genomischer Sequenzvariation, von einer genomweiten SNP Abdeckung mit
bis zu 1 cM groBen Markerintervallen, klare strategische Vorteile bietet. Da in einer
Population, abhéngig vom Heterozygotiegrad, bis zu vier Haplotypen pro Markerintervall
moglich sind, ergibt sich bei hoher Markerdichte ein gro3es Potential durch die simultane
Schitzung fiir alle Intervalle in einem Modell, in dem Intervalleffekte Zufallsfaktoren
darstellen. Das Aufsummieren der Einzeleffekte pro Haplotyp fiihrt dann, nach der
zitierten Untersuchung, zu Genauigkeiten um 80%. Die Gewissheit derart hoher
Zuchtwertgenauigkeiten bereits zur Geburt eines Tieres, wiirde es unter anderem
ermoglichen die Kosten der Bullenselektion in erheblichem Umfang zu reduzieren.
Villumsen et al. (2009) untersuchten die Verdnderung der Genauigkeiten genomischer
Zuchtwerte liber sieben Generationen in einer simulierten Milchviehpopulation und fanden
in Abhéngigkeit der Heritabilitit unterschiedliche Verdnderungsraten. Merkmale mit
mittlerer Heritabilitit (h* = 0,30) verloren 20 % (93 %—86 %) und Merkmale mit geringer
Heritabilitdt verloren 45 % (80 %—69 %) an Genauigkeit im untersuchten Zeitraum. Die
Autoren schlugen auf der Grundlage ihrer Ergebnisse Milchrinder Selektionsschemata

ohne Nachkommenspriifung fiir die Dauer von zwei bis drei Generationen vor.
2.5.3 Marker gestutzte Introgression (MAI)

Die Bedeutung der markergestiitzten Selektion in der Tierzucht verdeutlicht sich nicht
nur durch die Erhohung der Effizienz der Zuchtwertschitzung (Fernando & Grossman,
1989) sondern auch durch die Mdéglichkeit von Introgression ziichterisch und wirtschaftlich
interessanter Allelvarianten in Populationen und anschlieBender Riickkreuzung.
Introgression kann aber nur dann nachhaltig durchgefiihrt werden, wenn es moglich ist die
Vererbung der Allele am zu introgressierenden Lokus sowie im genotypischen Hintergrund
zu kontrollieren (van Heelsum et al. 1997). Die notwendige Anzahl von Riickkreuzungen,
um ein Allel erfolgreich zu introgressieren und anschlieend den Ausgangsgenotyp wieder
herzustellen, ist abhéngig von der Anzahl und Qualitit der verwendeten Marker (Hospital

et al. 1992). Marker Genotypen konnen auf diese Weise als Unterstlitzung einer
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Selektionsentscheidung zur Anwendung kommen, um die Frequenz wertvoller QTL

anzureichern aber auch um ihre Introgression in andere Zuchtlinien zu erreichen

(Montgomery & Kinghorn 1997).

In zuriickliegender Zeit wurde in der Fleckviehrasse dieser Weg der Zuchtverbesserung
gewdhlt. In Rinder der Produktionsrichtung Milch wurden wertvolle Allele der Red
Holstein Rasse zur Steigerung der Milchproduktion introgressiert. Winter et al. (2002)
konnten in der von ihnen untersuchten Fleckviehpopulation bereits gemeinsame DGAT1

Haplotypen zwischen Holstein und Fleckviehrindern nachweisen.

Durch das Auftreten von natiirlich hornlosen Individuen in der Fleckviehrasse konnte
durch gezielte Introgression des Polled-Locus in behornte Herden der Produktionsrichtung
Fleisch eine genetisch hornlose Population aufgebaut werden. Drogemiiller et al. (2005)
feinkartierten den Polled-Locus auf BTA1ql2 in einen BAC-Contig von 1 Mb GroBe.
Uber eng gekoppelte Marker wurde an der TiHo-Hannover ein Gentest entwickelt (Wohlke
2004), der fiir die Genotypen PP, Pp, pp informativ ist. Derartige Erfolge fiihrten in den
zuriickliegenden Jahren ebenso zum Aufbau einer genetisch hornlosen Population der
Produktionsrichtung Milch. Seit den Auswertungen der Jahresleistungen 2005/2006 haben
die ersten genetisch hornlosen Milchkiihe der neuen Zuchtrichtung das durchschnittliche

Leistungsniveau der Fleckvieh Rasse erreicht (Lunz & Robeis 2007).

Abbildung 2.24: Weibliche Rinder der Rasse Dt. Fleckvieh (Zuchtrichtung Milch).

a: Fleckvieh Kuh aus der Introgressionszucht mit Red Holstein Genetik zur Steigerung der
Milchleistung.

b: Fleckvieh Kuh aus der Introgressionszucht mit genetisch hornlosen Fleckviehbullen

(PP) zur Erstellung einer genetisch hornlosen Milchfleckvieh Rasse.
(Fotos & Information: BLT, Grub).
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3 Materialien & Methoden

3.1 Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien wurden von Zulieferfirmen bezogen oder
stammten aus den Grundausriistungen der Labore. Aufgefiihrte Gerdte beziehen sich auf
die Ausstattung der Tierzuchtinstitute der Justus-Liebig Universitdt Giessen und der
Technischen Universitdt Miinchen. Radioaktive Arbeiten wurden im Isotopenlabor der TU-
Miinchen durchgefiihrt. Gentechnische Arbeiten wurden nach Sicherheitsstufe 1 (S 1) in

den dafiir zugelassenen Laboren der TU-Miinchen und JLU-Giessen durchgefiihrt.

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Falcon-Tubes
Handschuhe:

Safe Skin

Rotiprotect
Microtiterplatten 96-well
Nylonmembran Hybond-N+

PCR softstrips 0,2 mL
Petrischalen
Pipettenspitzen:
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen mit Aerosolfilter
Reaktionsgefasse:
0,5 - 15 mL Gefasse
0,5 - 15 mL Gefasse
9 mL EDTA-Monovetten
S&S Faltenfilter
Sterilfilter (0,2 um)

3.1.2 Chemikalien

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Kimberly-Clarke Corp., Roswell, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Corning Costar Deutschland, Bodenheim
Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf
Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht

Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht
Fisher Scientific, Nidderau

Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht
Schleicher & Schnell GmbH, Dassel
Schleicher & Schnell GmbH, Dassel

Alle Chemikalien wurden in pro analysis Qualitit verwendet.

Aceton

Acrylamid

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1, 40%)
Acrylamid/Bisacrylamid (37:1, 40%)
Acrylamid/Bisacrylamid (49:1, 40%)
Agar

Agarose

Agarose

Ammonium Acetat
Ammonium Chlorid
Ammonium Persulfat (APS)
Ampicillin

Merck KGaA, Darmstadt

Biotech Fisher GmbH, Reiskirchen
Biotech Fisher GmbH, Reiskirchen
Biotech Fisher GmbH, Reiskirchen
Applichem GmbH, Darmstadt

USB United States Biochemicals Inc.,
Cleveland, OH, USA

AGS Angewandte Gentechnologie
Systeme GmbH, Heidelberg
Applichem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Chemie, St.Louise, MO, USA
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Bactotrypton Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Bacto yeast Extrakt Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Borsédure ICN Biochemicals GmbH, Eschwege
Bovine Serum Albumine (BSA) Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Bromphenolblau Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
DAPI Boehringer GmbH, Mannheim
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dodecylsulfat-Na-Salz (SDS)

Essigsdure
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylen diamin tetra-acetat (EDTA)

Formamid
Glycerin
Glycerol

Hoechst H 33258

Isopropanol
Lachssperma
Magnesiumchlorid

Methanol

Methanol-Eisessig

NaCl

N,N'-methylenbisacrylamid
N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED)

Perchloressigsédure
Phosphorséure

Quinacrine mustard

Sodium dodecyl sulphat (SDS)

Salzsdure 37% (HCI)

Tris

Triton X-100

Trypton

Tween20

Urea

Vectashield Mounting Medium

X-Gal
Xylen cyanol FF
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Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

Applichem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

Molecular Probes Inc., Eugene, OR,
USA

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
AGS Angewandte Gentechnologie
Systeme GmbH, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Applichem GmbH, Darmstadt
Biotech Fisher GmbH, Reiskirchen
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

ICN Biochemicals GmbH, Eschwege
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Applichem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
ICN Biochemicals GmbH, Eschwege
Vektor Laboratories, Burlingam, CA,
USA

Gerbu-Biotechnik GmbH, Gaiberg
USB United States Biochemicals Inc.,
Cleveland, OH, USA
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3.1.3 Reaktionskits
AutoSeqTM G-50

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

DyeEx 2.0 Spin Kit

E.Z.N.A. Gel Extraction Kit
Fast Plasmid Mini, 100

GFX Micro Plasmid Prep Kit

GIBCO BRL BioNick Labeling System Kit

Microcon YM-100 MIDI Aufreinigungskit
MinElute Gel Extraction Kit

MontageTM PCR Aufreinigungskit
Nucleobond PC 500 Plasmid MIDI Kit

Plasmid MAXI-Kit

Plasmid MIDI-Kit

Plasmid MINI-Kit

QiaEx II Gel Extraktionskit

QIAquick PCR Purification Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
Wizard Plus MINI Kit

TOPO TA Cloning Kit

TOPO XL PCR Cloning Kit
MegaprimeTM DNA labelling Systems

3.1.4 Enzyme

Klenow Fragment

Taq (Thermus aquaticus) Hotstar-/DNA-
Polymerase

Taqg (Thermus aquaticus) DNA-Polymerase

Pwo (Pyrococcus woesei) DNA-Polymerase

RNAse A

Proteinase K

Restriktions Enzyme:
Bgll
Bglll
Bpul0I
BseSI
Cfrl
Dral
EcoRI
Ehel
HindIII

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

AB Applied Biosystems Inc.,

Foster City, CA, USA

Qiagen GmbH, Hilden

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Eppendorf AG, Hamburg

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Life Technologies Inc.,

Gaithersburg, MD, USA

Millipore GmbH, Eschborn

Qiagen GmbH, Hilden

Millipore GmbH, Eschborn
Macherey-Nagel GmbH & Co KG,
Diiren

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Promega GmbH, Mannheim

Promega GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Promega GmbH, Mannheim
Qiagen GmbH, Hilden

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
AGS Angewandte Gentechnologie
Systeme GmbH, Heidelberg

Serva Feinbiochemica GmbH & Co,
Heidelberg

Biometra GmbH, Gottingen

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
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Hinfl MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Hpall MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Mbol MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Mboll MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MnliI MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Ndel MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Pstl MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Becl NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
BseRI NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
BstBI NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
Ddel NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
Cac8lI NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
EcoNI NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
MspA1l NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
Stul NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
SmLI NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main

3.1.5 Nukleotide

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Eppendorf AG, Hamburg

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) MWG Biotech AG, Ebersberg

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Interactiva Biotechnologie GmbH, Ul

[0-32P]dCTP Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

[a-35P]dATP Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

3.1.6 Puffer

1 x PBS Merck KGaA, Darmstadt

1 x Proteinase K-Reaktionspuffer Biometra GmbH, Géttingen

1 x RBC-lysis solution Merck KGaA, Darmstadt

10x Buffer Tango™ (with BSA) BSA MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

10x Buffer B MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

10x Buffer G MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

10x Buffer O MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

10x Buffer R MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

10 x Nick-Translationspuffer Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, USA

Church Puffer Merck KGaA, Darmstadt

Church Puffer Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Church Puffer Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Dulbecco’s Minimum Essential Medium Biochrom AG, Berlin

Dulbecco’s Minimum Essential Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Dulbecco’s Minimum Essential Medium Merck KGaA, Darmstadt

Hybridisierungsmischung: 10% Dextransulfat ~ Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

NEBuffer 1 + BSA NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main

NEBuffer 2 NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main

NEBuffer 3 NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main

NEBuffer 4 NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main
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NEBuffer 4 + BSA

P1 fiir Plasmid-Préparation
P2 fiir Plasmid-Préparation
P3 fiir Plasmid-Préparation
QC fiir Plasmid-Priparation
QF fiir Plasmid-Préparation
QTB fiir Plasmid-Priparation
SOC-Medium
SOC-Medium
SOC-Medium

Sohrensens Puffer
Tris-Puffer

3.1.7 Losungen und Medien

NEB New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Clin-Tech Limited, Guildford, SRY, UK
Merck KGaA, Darmstadt

1 x TAE 400 mM Tris-Acetat, 10 mM EDTA, pH 8,0

1xTE 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA pH 8,0

10 x TBE 0,89 M Tris/HCI, 0,89 M Borsdure, 20 mM EDTA, pH 8,3

20 x SSC 3,0 M NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat, pH 7,0

Auftragspuffer 15 mmol/L EDTA, 2% SDS, 0,5% Bromphenolblau, 50% Glycerin
Gelfédrbe-Losung 2 mg Ethidiumbromid pro Liter dH,O

LB-Medium 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10/L NaCl, pH 7,5

3.1.8 Antibiotika

Ampicillin
Chloramphenicol

3.1.9 Dokumentationsmaterial

Planfilme:
Agfa Pan F Film
Hyperfilm 3-Max, Hyperfilm MP

Rontgenfilm NewRX

Thermodruckpapier B 500 HD

3.1.10 Gerate
ABI377 Prism Sequencer

Autoklav
Bidestanlage Bi-Dest 2302

Eismaschine Scotsman AF10
Elektrophorese-Gerite:

Elektrophoresekoammer Biomax

Elektrophoresekammern HRH, VCV

Elektrophoresekammer P9DS

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Agfa-Gaevert AG, Leverkusen
Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

FUJIFILM Medical Systems,
Stamford, CT, USA

Polaroid GmbH, Offenbach

AB Applied Biosystems Inc.,
Foster City, CA, USA

Webeco GmbH, Bad Schwartau
Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Kilte Mack, Maintal

Scientific Imaging Systems, Eastman
Kodak Co., New Haven, CT, USA

IBI International Biotechnologies, Inc.,
Subsidiary of Eastman Kodak Co.,
New Haven, CT, USA

OWL Scientific, Inc., Woburn, MA,
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Elektrophoresekammern Mini & Midi

Electrophoresekammer, wasserkiihlbar

Netzgerite E 321/425/443
SSCP Elektrophoresekammer P9DS
Pengiun

Fluorometer

Gene Quant II
Gene Pulser 11

Heizplatte MR2002
Hybridisierungsofen 30 spezial
Inkubatoren:

Brutschrank

Brutschrank O40

Schiittelinkubator Certomat H/R

Kameras:
Nikon CoolPix 995 Digital Camera
Nikon-Kamera FE2

Kryostat
Kryostat

Mikrowellen-Gerit
Mikroskope:
Zeiss Axioplan Mikroskop
PCR-Geriite:
PCR Mastercycler gradient
Thermocycler iCycler 96 well

Thermocycler PE 9600

Thermocycler personal
Thermocycler professional
pH-Meter pH 537

Photometer Gene Quant II
Pipetten:
P2/10/20/100/200, Distriman,
Multipipette 20-200 pL
Multipipette 1-10 pL.
Rontgenkassetten
Schiittler:
Kreiselschiittler KS 10

Rotationsschiittler 3011
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von Keutz Laborgerite GBR,
Reiskirchen

C.B.S. Scientific Co., DelMar, CA, USA
Consort S.A., Turnhut, Belgien

OWL Separation Systems,

Portsmouth, NH, USA

Hoefer DyNA Quant 200, Hoechst
Pharmacia Biotech Inc., San Francisco,
CA, USA

Pharmacia LKB Biochrome LTD.,
Cambridge, UK

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules,CA, USA

Heidolph Instruments GmbH, Kehlheim
Bachhofer GmbH, Reutlingen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Memmert GmbH&Co KG, Schwabach
B. Braun Dissel Biotech GmbH,
Melsungen

Nikon Corp., Tokio, Japan

Nikon Ltd., Tokio, Japan

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach
Colora Messtechnik, Lorch

Siemens AG, Miinchen

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Eppendorf AG, Hamburg

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules,CA, USA

Perkin Elmer Corp., Norwark,
Connecticut, USA

Biometra GmbH, Gottingen

Biometra GmbH, Gottingen

Wiss. Technische Werkstétten,
Weilheim

Amersham Bioscience GmbH, Freiburg

Gilson Medical Electronics S.A.,
Villiers-le-Bel, Frankreich
Eppendorf AG, Hamburg
Appligene S.A., lllkirch, Frankreich

Edmund Biihler Laborgeritebau,
Tiibingen

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel
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Taumelschiittler 3011
Sterilwerkbank Kojair

Strahlungsmessgeréte:

Strahlungsmessgerdt Contamat FHT 111M
Strahlungsmessgerédt LB 2810
Strahlungsschutzschilde Nalgene

Thermoblock TB2

Trockenschrianke:
Trockenschrank UM600
Trockenschrank

Ultraschallbad Sonorex RX 255

UV-Transilluminatoren:
UV-Transilluminator

UV-Transilluminator TM20

Video-Dokumentationen:

BioDocAnalyze, Biometra Ti5
Videodokumentation Polaroid Digital

Video System

PXL-CCD-Kamera
Vortexer, Reax 2000
Waagen:

Analysenwaage

Feinwaage AE 100

Feinwaage PE 628
Wasserbader:

Wasserbad Julabo 22A

Thermostadbad RTE-111

Wasserbad 3043

Unitherm 1225 PC
Zentrifugen:

Biofuge A

Biofuge 13

Biofuge 13R

Labofuge GL

Suprafuge 22

Winkelroto HFA 21.94

Eppendorf Zentrifuge 5810R

Zentrifuge J2-21M/E
Combi-Spin FUL-2400

3.1.11 Computerprogramme

Online Programme:
GenePop Version 3.1
QTL-Express
Rebase
Primer3

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Cleanair Reinraumtechnik GmbH,
Rielasingen-Worblingen

FAG Kugelfischer, Erlangen

Berthold GmbH, Miinchen

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Biometra GmbH, Go6ttingen

Memmert GmbH, Schwabach

WTB Binder Labortechnik, Memmingen
Brandelin electronic GmbH & Co KG,
Berlin

Polaroid, Offenbach/Main
UVP, San Gabriel, CA, USA

Biometra GmbH, Gottingen
Polaroid GmbH, Offenbach/Main

Photometrics Inc., Tucson, AZ, USA
Heidolph Instruments GmbH, Kehlheim

Satorius AG, Gottingen
Mettler Waagen GmbH, Giessen
Bosch AG, Jungingen

Julabo Labortechnik GmbH, Saalbach
Neslab, Frankfurt/Main

Kottermann GmbH&Co KG,
Uetze/Hénigsen

Frobel Labortechnik, Wasserburg

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Eppendorf AG, Hamburg

Beckmann Instruments GmbH, Miinchen
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

(Raymond & Rousset 1995); URL 17
(Seaton et al. 2002); URL 45
(Roberts et al. 2003); URL 6

(Rozen & Skaletsky 2000); URL 8
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Reverse Compliment Conversion Program

MultAlin
CAP3
GeneBee
BCM Search Launcher:
Multiple Sequence Alignments
BLAST 2 Sequences
Spectral Repeat Finder V 1.1

ExPasy Translation Tool
Evolutionary phylogenetic SHADOWing
of closely related species

Residentielle Programme:
Adobe Photoshop
Chromas V 2.13

CRI-MAP Version for MS-WINDOWS

Endnote
SAS-Programmpaket

3.1.12 Datenbanken, online

Bovmap
Cattle gene index
Cattle Genome Database

COMPASS

ESTIMA: Cattle

NCBI:
Genbank Map Viewer
BLAST Pub Med
Gene Journal

Interactive Bovine In Silico SNP database
UniProt/SwissProt

3.1.13 DNA

University of California, Irvine, CA,
USA; URL 14

(Corpet 1988); URL 15

(Huang & Madan 1999); URL 16
(Brodskii et al. 1995); URL 12
Baylor College of Medicine, Houston,
TX, USA; URL 19

NCBI, NIH, USA; URL 1
Bioinformatics Centre IMTECH,
Chandigarh, Indien; URL 20
SwissProt, Lausanne, Schweiz; URL 23
Comparative Genomics Center at
Lawrence Livermore National
Laboratory, USA; URL 38

Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
Technelysium Pty Ltd., Helensvale,
Australia

Millon LV, University of California,
Davis, CA, USA

Adept Scientific GmbH, Frankfurt/Main
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA

INRA, Frankreich; URL 18

TIGR, Rockwell, MD, USA; URL 24
CSIRO, Australien; URL 21

University of Illinois, IL, USA; URL 25
University of Illinois, IL, USA; URL 26
NIH, Bethesda, MD, USA; URL 1

CSIRO, Australien; URL 22
URL 33

Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit stand eine grofle Vielfalt von Rinder-DNA zur

Verfligung. Dazu gehorte genomische DNA unterschiedlicher Bos taurus Rinderrassen aus

dem ADR-Familienmaterial, sowie dem Fleckvieh/Deutsch-Angus-Familienmaterial des

Instituts fiir Tierzucht und Haustiergenetik der JLU-Giessen. Ebenso wurde DNA

internationaler Bos taurus und Bos indicus Rinderrassen aus DNA-Sammlungen paralleler

Forschungsprojekte in den Untersuchungen genutzt. Desweiteren wurden DNA-Pools und

klonierte Rinder-DNA aus BAC-Banken eingesetzt und auch Standard DNA als Marker in

der Elektrophorese.
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3.1.13.1 DNA der Rinderrassen

ADR-Familienmaterial:

Dt. Holstein (Milch) Dt. Fleckvieh (Milch) Dt. Braunvieh (Milch)
Familienmaterial des Instituts fiir Tierzucht & Haustiergenetik, JLU-Giessen:

Dt. Fleckvieh (Fleisch) Dt. Angus (Fleisch)
Internationale Rinderrassen (Milch, Fleisch):

Aberdeen Angus Dt. Braunvieh Nellore

Anatolian Black Dt. Brown Swiss Pezzata Rossa
Angler Dt. Fleckvieh Piemontese
Asturian Mountain Dt. Holstein Pinzgauer

Ayrshire Dt. Schwarzbunte Polish Red

Banyo Goudali East Anatolian Red Sahival

Belgian Blue Beef Gelbvieh Santa Gertrudis
Belgian Blue Mixed Hariana Slavonian Syrmian
Bohemian Red Hereford South Anatolian Red
British Frisian Istrian Swiss Simmental
Casta Navarra Jersey Tharparkar
Charolaise Maremmana Toro De Lidia
Chianina Menorquina Turkish Grey Steppe
Dt. Angus N'Dama White Fulani

3.1.13.2 ADR-Familienmaterial

Das zur Verfligung gestellte Familienmaterial der Arbeitsgemeinschaft Deutscher
Rindersziichter (ADR) bestand aus einem {iber maénnliche Halbgeschwister
verwandtschaftlich strukturierten Familienmaterial und umfasst die drei deutschen
Rinderrassen: Dt. Holstein, Dt. Fleckvieh und Dt. Braunviech. Innerhalb der Holstein Rasse
konnte ein zusammenhidngendes Familiensystem (Familien A, B, C, D, E, F) aufgebaut
werden, wobei die Familien A, B, C in Unterfamilien (A: AB, AC, AD, AE, AF; B: BC,
BD, BE; C: CD, CE, CF, CG, CH, CI, CK) strukturiert sind. Die Fleckvieh Rasse ist mit
drei Familien (G, H, I) und die Braunviehrasse mit einer Familie (K) vertreten (Abb. 3.1).
Allelfrequenzen der Marker KIEL_E8, DGAT1, CYP11B1, GML, ILSTS039, CSSM066
wurden in allen Familien (Holstein, Fleckvieh, Braunvieh) geschitzt. Aufgrund der zu
geringen Anzahl an Braunviehproben wurden nur die genetischen Karten der Rassen Dt.
Holstein und Dt. Fleckvieh errechnet. Die QTL-Studien beriicksichtigten die
Allelfrequenzen der Rinder der Familien Dt. Holstein.

Auf der Basis des von Weller et al. (1990) vorgestellten «Granddaughter Designsy,
wobei in einem Familienmaterial der heterozygote minnliche Vorfahre «Grandsire»
genannt wird, seine Sohne «Sons» und deren Tochter «Granddaughters», wurde im
Rahmen des ersten Abschnitts des Forschungsvorhabens Genomanalyse Rind der

Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter (ADR), ein 4 Generationen umfassendes
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Granddaughter-Design fiir die Rasse Dt. Holstein erstellt. Davon wurden Generation 1, 2
und 3 genotypisiert und Phénotypen in Generation 4 erhoben (Thomsen et al. 2000).

Bei der Suche von Polymorphismen in Kandidatengenen wurde zusétzlich DNA von
europdischen und afrikanischen Bos taurus, sowie afrikanischen Bos indicus Rindern
eingesetzt, die parallelen Forschungsprojekten des Instituts fiir Tierzucht und
Haustiergenetik der JLU-Giessen, entstammten.

DNA von Deutsch Angus und Fleckvieh Fleischrinder-Familienmaterial des Instituts fiir
Tierzucht und Haustiergenetik der JLU Giessen wurde zu Segregations-Analysen genutzt.
Dieses Familienmaterial umfasste zum Zeitpunkt der Untersuchungen 8 Viter der Rasse
Dt. Fleckvieh und 10 Viter der Rasse Dt. Angus. DNA von Kélberjahrgidngen 1998 bis

2002 konnte in beiden Rassen genutzt werden.

AA BB CC Great Grandsires
DH DH DH
AB AC BC CD CE DA EA
32sons | || 42sons [~ | 128 sons 23sons | || 31sons 352 sons 60 sons
DH DH DH DH DH DH DH
AD AE BD CF CG FA GA
22sons |11 51sons [ | 275 sons 57sons | [ | 29sons 58 sons 80 sons
DH DH DH DH DH DH DFV
AF BE CH Cl HA 1A
18 sons | 28sons 19sons [ [| 25sons 61 sons 60 sons
DH DH DH DH DFV DFV
CK KA
42 sons 32 sons
Grandsires with sons DH BS

Abbildung 3.1: Das ADR Granddaughter-Design nach Thomsen et al. (2000) beinhaltet 18
viterliche Halbgeschwisterfamilien der Dt. Holstein Population (DH), 3 Familien der

Dt. Fleckvieh Population (DFV) und eine Familie Dt. Brown-Swiss (BS). Die Grof3e jeder
Halbgeschwisterfamilie wird dargestellt durch die Anzahl der S6hne in den umrandeten
Feldern. Einige Halbgeschwisterfamilien sind durch gemeinsame Grofviter (AA, BB, CC)
verwandt, die als 'Great Grandsires' dargestellt sind.
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3.1.13.3 BAC-Banken

BAC-Banken:
RZPD B750 RZPD Deutsches Ressourcenzentrum fiir
Genomforschung GmbH, Berlin
RZPD B754 RZPD Deutsches Ressourcenzentrum fiir
Genomforschung GmbH, Berlin
RPCI 42 Children’s Hospital Oakland Research Institute

(BACPAC Resources), Oakland, CA, USA
High-density Filter:

High-density filter Library BBI B750 RZPD

High-density filter Library TUM B754 RZPD

High-density filter RPCI 42 BACPAC Resources
Primary Pools:

Primary Pools Library BBI B750 RZPD

Primary Pools Library TUM_B754 RZPD
Secondary Pools:

BBI B750PP1 bis 16/ -PP18 bis 23/ -PP25 bis 26/ RZPD

-PP28 bis 34/ -PP37/ -PP39/ -PP41 bis 45

TUM_B754PP1 bis 10/ -PP12 bis 25 RZPD

3.1.13.4 BAC-Klone
Tabelle 3.1a, b beinhaltet BAC-Klone mit ihren Sl-relevanten Identifikationen.
Zugeordnet sind die DNA-Sonden mit ihren PCR-Primern, die zum Auffinden der Klone

genutzt wurden. Kartierte BAC-Klone sind als solche gennzeichnet.

3.1.13.5 DNA-Standardproben (DNA-Grolienmarker)

pUC Mix Marker, 8 MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Lambda-Mix Marker, 19 MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Lambda-HindIII Marker, 2 MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
pUC19 DNA/Mspl Marker, 23 MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
GeneRuler 100bp DNA Ladder MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
GeneRuler DNA Ladder Mix MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
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Tabelle 3.1a: Ubersicht der BAC-Klone mit S1 relevanten Identifikationen. JLU-Reg.-Nr.

(JLU), Herkunfts-ID (ID), Herkunft (Ort), Kartierungen (FISH, n.k.=nicht kartiert, is.=in
und den PCR Primersequenzen (Primer) der jeweiligen Screening-Sonde (Sonde).

silico kartiert), Screening Methode (SM, r=radioaktiver Filter Screen, p
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Tabelle 3.1b: Ubersicht der BAC-Klone mit S1 relevanten Identifikationen. JLU-Reg.-Nr.

(JLU), Herkunfts-ID (ID), Herkunft (Ort), Kartierungen (FISH, n.k.=nicht kartiert, is.=in

silico kartiert), Screening Methode (SM, r=radioaktiver Filter Screen, p
und den PCR Primersequenzen (Primer) der jeweiligen Screening-Sonde (Sonde).
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3.1.14 E.coli Stamm DH10B(K12)

von Sicherheitsstimmen (Kunert et al. 1995) genutzt, die auf den urspriingliche E.coli
Stamm K12 zuriickgehen, der 1922 aus dem Darm eines Diphteriepatienten an der
Stanford-Universitdt isoliert wurde. Abbildung 3.2 zeigt den Genotyp des E.coli
DHI10B(K12). Speziell kam der E.coli K12 Stamm DH10B zur Nutzung, der in der
Entwicklungsreihe der E.coli Stimme DH1, DHS und DH10 steht (Grant et al. 1990) und

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich E.coli K12-Derivate mit dem Status

eine technische Weiterentwicklung des letzteren darstellt.

Marker Anmerkung

F Stamm enthalt kein F Episom, keine Konjugation maglich

mcrA Mutation verhindert die McrA-Restriktion methylierter DNA

A{mrr-hsdRMS-merBC) | Deletion eines ganzen Genclusters von 6 Restriktionsenzymen (mrr-hsdR-hsdM-hsdSmrcB-mrcC)

&80dlacZAM15 Stamm tragt den defekten Lambda-Prophagen €80, dieser tragt das dlacZAM15-Allel,
dlacZAM15codiert das e-Fragment der p-Galactosidase

AacX74 Deletion des kompletten fac Operons

endA1 Mutation der unspezifischen Endonuclease | (ermoglicht stabilere DNA Praparationen)

recA1 Mutation verhindert homologe Rekombination

deoR Mutation in einem Repressor des deoCABD Operons

AMara, leu)7697
araD139

galll

galK

nupG

mpsL

= konstitutive Expression (Aufnahme grofRer Plasmide méglich)

Deletion eines Genclusters (reicht vom ara bis ins leu-Operon)

Mutation der L-ribulose 5-phosphate 4-epimerase = L-Arabinose kann nicht metabolisiert werden
Mutation der UDP-Glucose Pyrophosphorylase = Galaktose kann nicht metabolisiert werden
Mutation der Galaktokinase = Galaktose kann nicht metabolisiert werden

Mutation eines Nucleoside-Transporters

Mutation im Protein S12 der 30S Untereinheit = Steptomycin-Resistenz

Abbildung 3.2: Genotyp des E.coli Stammes DH10B(K12) (Goller & Mitterbaur 2004)

3.1.15 Vektor pBACe3.6

Seine komplette genomische DNA-Sequenz ist in Genbank unter Accession-Nr. U80929

hinterlegt.
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FamHI(1)
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Abbildung 3.3: Karte des pPBACe3.6 Vektors. Das pUC Link wird bei erfolgreicher
Ligation durch DNA-Inserts zwischen den ECORI Schnittstellen ersetzt. CM(R) kenn-
zeichnet das Chloramphenicol Resistenzgen zur Negativselektion fiir nicht transformierte
Zellen sowie das SacB Gen als Indikator erfolgreicher Ligation. Die T7 und SP6
Promotorsequenzen wurden zum Primerdesign fiir BAC Endsequenzierungen genutzt.

3.2 Methoden

Dieses Kapitel umfasst Methoden der Informationsbeschaffung, der Laboranalysen und
der biometrischen Analysen. Informationsbeschaffung erfolgte fast ausschlieBlich tiber das
'WorldWideWeb' (www), dltere Informationen aber auch iiber Universititsbibliotheken
und umfasst wissenschaftliche Literatur, ebenso wie genomische Information. Zur
Datengenerierung im Labor kamen klassische Methoden (Sambrook et al. 1989) zur
Anwendung. Zur Datenanalyse durch statistische Auswertung wurden sowohl online

verfiigbare, als auch residentielle Computerprogramme genutzt.

3.2.1 Methoden zur Nutzung von genomischer und biotechnologischer Information
aus dem World Wide Web

In besonderem MaBle konnten die Seiten des National Center of Biotechnology
Information (NCBI) und National Library of Medicine (NLM), Bethesda, MD, USA als
Informationsdrehkreuz genutzt werden. Dariiber hinaus wurde Information aus einer

Vielzahl von Internetseiten internationaler Biotech-Centren und Unternehmen, sowie
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Universitédten einbezogen. Das Verzeichnis der URL im Text beinhaltet die entsprechenden

www-Adressen.

3.2.1.1 Datenbanken

Nukleotid Datenbanken: NCBI (URL 1): Mit vollstindiger humaner oder muriner mRNA
Sequenz oder auch Sequenzfragmenten (EST) wurde bovine Sequenzinformation
positioneller Kandidatengene anhand der BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
Funktion (Altschul et al. 1990) der NCBI Datenbank gesucht. Die EST-Datenbank
(Boguski et al. 1993) ist Teil der NCBI Datenbank und lieferte wertvolle Ansdtze zur
Entwicklung von Kandidatengenen. EMBL (URL 39): Das European Molecular Biological
Laboratory, stellt durch das Angebot des EMBL Outstation, dem European Bioinformatics
Institute (EBI), Hinxton, UK (URL 32) eine in den letzten Jahren sprunghaft angestiegene
Fiille von genetischer Information in Form von Datenbanken online zur Verfiigung. Aus
diesem Angebot wurde bevorzugt die Nukleotide Sequence Database (URL 32) (Baker et
al. 2000, Kulikova et al. 2004) genutzt. CSIRO (URL 40): Die Commonwealth Scientific
& Industrial Research Organisation, Canberra, Australia stellt mit ihrer Division Livestock
Industries, St Lucia, Queensland (URL 41) spezifische bovine Genominformationen bereit.
IBISS (URL 22), Interactive InSilico Bovine SNP Database (Hawken et al. 2004) ist eine
bovine SNP-Datenbank. Thr wurden Informationen iiber Polymorphismen und Intron-
Exon-Strukturen entnommen.

Protein Datenbanken: UniProt/SwissProt (URL 33): Universal Protein Resource stellt
weltweit den umfassendsten Katalog von Proteininformationen dar (Bairoch & Apweiler
2000, Gasteiger et al. 2003) und enthélt die Datenbank SWISSPROT. Enzyme (URL 34):
Mit dem Expert Protein Analysing System, ExPASy (Gasteiger et al. 2003) des Swiss
Institute of Bioinformatics (SIB), Lausanne, Schweiz (URL 42) ist eine umfassende
Sammlung von Informationen bekannter Enzyme von 4309 Eintragen (2004) online
verfiigbar. Die in diesen Datenbanken enthaltenen Proteinsequenzformationen wurden zur
Entwicklung boviner Kandidatengensequenzen genutzt.

Genomische Datenbanken: Seit der Fertigstellung von kompletten Genom-Sequenzen,
ist die Suche nach Genen in ihrem genomischen Kontext moglich. Datenbanken wie e!
(URL 37) ermdglichen die Suche fiir alle bislang fertig gestellten Genome, Pre! (URL 36)
fiir das murine Genom und RGD Rat Genomic Database (URL 31) fiir das Rattengenom.

Diese Datenbanken wurden zur Suche homologer Sequenzinformation genutzt.
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3.2.1.2 Editieren von Sequenzen zum Primer Design

Die gefundenen bovinen EST Sequenzen, aber auch jegliche fragmentarische
genomische Sequenz von Rind, Schaf oder Ziege wurden iliber Alignment Programme wie
BLAST 2 Sequences (URL 1), CAP3 (URL 16), MultAlin (URL 15) zu putativen cDNAs
zusammengestellt. Die Consensus Sequenzen wurden mit mRNAs von Mensch, Maus und
Ratte soweit verfiigbar aligned, um konservierte Bereiche zwischen den Arten zu
lokalisieren. Alignments mit genomischer Sequenz aus humanen HTGs (high throughput
genomic sequences) wurden genutzt, um Intron-Exon Grenzen festzulegen. Die auf diese
Weise aufbereitete bovine Sequenzinformation wurde anschlieBend zum Primer Design

genutzt. Vorzugsweise wurden Primer in konservierte Bereiche in Exons gelegt.

3. 2.1.3 Primer Design

PCR-Primer Sequenzen wurden entweder manuell oder mit dem Primer3 www
Programm des Whitehead Institutes, Cambridge, MA, USA (Rozen & Skaletsky 2000)
erstellt (URL 8).

Manueller PCR-Primer Design wurden nach den Grundregeln von Innis et al. (1999)
durchgefiihrt, die Schmelztemperatur (Tm) nach der Formel von Suggs et al. (1981) bzw.
Wu et al. (1991) errechnet.

Die Mehrzahl der PCR-Primer wurde jedoch mit dem Primer3 Programm entworfen.
Die Voreinstellungen des Programms wurden dazu {iiblicher Weise in den folgenden
Punkten verindert. Primer Size opt. 22 (min. 18, max. 27), Primer Tm opt. 60.0 (min. 59.0,
max. 61.0), Primer GC % opt. 50 (min. 40, max. 60), MaxSelfComplementary: 4.00, Max
3’ SelfComplementary: 1.50. Schrinkten diese MalBlnahmen die Detektionsrate von
potentiellen Primersequenzen derart ein, dass keine Auswahl mehr getroffen werden
konnte, so wurden die Verdnderungen immer nur soweit in kleinen Schritten
zuriickgenommen, bis das Programm akzeptable Primersequenzen vorschlug.

Die Sequenzierprimer wurden als Nested-Primer designed und zusitzlich die
Voreinstellungen wie folgt verdndert. Primer Size: opt. 24 (min. 20, max. 27), CG Clamp:
1. Die Programmoption Objective Function Penalty Weights for Primers ermoglicht die
Stringenz der Suchvorgaben fiir das Programm zu erhéhen. Hier wurden Vorgaben von 1-
100 eingetragen und wie oben beschrieben nur in dem Masse zuriickgenommen, bis

akzeptable Sequenzen vorgeschlagen wurden.
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Im Falle der selektiven CYP11B1-Primer lag die Selektivitdt in der Nutzung einer 4 bp
groflen “Deletionsliicke” der DNA Sequenz. Aus diesem Grunde musste die DNA-Sequenz

an dieser Stelle unveridndert als PCR-Primer tibernommen werden.
3.2.2 Molekulargenetische Methoden

3.2.2.1 Polymerase Kettenreaktion
Zentrale Labortechnik dieser Arbeit stellte die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dar,

die in unterschiedlichen Varianten zum Einsatz kam.

3.2.2.1.1 Standardisierte PCR-Methode

Da eine groflere Anzahl Kandidatengene in die Entwicklung der Feinkartierung im
centromerischen Bereich auf BTA14 aufgenommen wurden und entsprechend zahlreiche
PCR-Systeme zu etablieren waren, wurden diese im Sinne einer einfachen
Durchfiihrbarkeit und einer eventuellen Multiplexkombination moglichst nahe einem
Standard-Protokoll etabliert. Mit Primern, die optimaler Weise eine Schmelztemperatur
(Tm) von 60°C aufwiesen wurde immer mit dem in Tabelle 3.2 aufgefiihrten Standard-
Protokoll das Austesten und Etablieren des PCR-Systems begonnen und dieses
anschlieBend nur in der notwendig erscheinenden Art und Weise abgeédndert. Die
amplifizierten ProduktgrofBen variierten zwischen 200 bp und 800 bp, aus diesem Grund
blieben dANTP Mengen in der Regel unverdndert. Das Gesamtvolumen einer Reaktion
betrug immer 20 puL, so dass es auch in einzelnen PCR-Ansédtzen noch moglich war
Einzelvolumina verldsslich genau zu pipetieren. In Grofansdtzen konnten aus

okonomischen Erwidgungen Volumina halbiert werden.

Tabelle 3.2: Protokoll der standardisierten PCR-Methode

Konzentration Volumen Konzentration

Stock Reaktion Reaktion
H,O -— - 13,9 uL -— -
Puffer ﬁZéimM 10 x 2,0 uL 1 x
MgCl, 25 mM -—- uL 1,5 mM
dNTP 2 mM 1,0 uL 100 uM
Primer 1 10 pM 1,0 uL 0,5 pM
Primer 2 10 pM 1,0 uL 0,5 pM
DNA 50 ng/uL 1,0 uL 2,5 ng
Tag 5 U/uL 0,1 pL 05 U
gesamt 20,0 pL
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Das Austesten der optimalen Annealingtemperatur erfolgte mit einem
Temperaturgradienten-Cycler (BIORAD) in einem Variationsbereich von 8 Temperatur-
spriilngen. Dabei wurde immer darauf geachtet, dass die Gradientenabstufung in ganzen
Gradschritten erfolgte. Obwohl Annealingtemperaturen in der Regel 2-5°C unter
Primerschmelztemperaturen liegen, wurde 60°C als mittlere Annealingtemperatur im
Testgradienten angenommen. Die Mehrzahl der nach erfolgtem Essay selektionierten

Annealingtemperaturen im PCR-System betrug ebenfalls 60°C.

L e 11

PCR-Additive: DMSO TWEEN20  TRITON X-100

Abbildung 3.4: Drei identische PCR-Ansitze mit unterschiedlichen Enhancer-Substanzen
im Temperaturgradienten von 63°C (links) bis 56°C (rechts), getrennt durch DNA
GroBenmarker. PCR-Additive sind DMSO (links), Tween20 (Mitte) und Triton X-100
(rechts).
3.2.2.1.2 PCR-Optimierung

Um die Produktausbeute, Produktspezifitdt und Produktkonsistenz pro PCR-Reaktion
zu optimieren, werden neben der Moglichkeit die PCR-Substanzen mengenméBig zu
variieren auch unterschiedliche Substanzen als Additive genutzt. Im Rahmen dieser Arbeit
kamen DiMethylSulfOxid (DMSO), Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween20) und
Alkylphenyl-polyethylenglykol (Tritin X-100) zur Anwendung (Abb. 3.4). DMSO
unterstiitzt den PCR Vorgang durch Destabilisierung des Inter- und Intrastrang-
Reannealings der DNA und wird gezielt bei GC reichen Templates in PCR Reaktionen
eingesetzt. Aus den gleichen Griinden kommt es auch bei Dye Terminator
Sequenzierreaktionen zum Einsatz. Tween20 wird pharmazeutisch als Emulsions- oder
Dispersionsagenz genutzt und kann Verunreinigungen im Template neutralisieren (Innis et
al. 1999). Triton X-100 ist als ein nicht ionisches und oberflichenaktives Mittel
beschrieben und kann in der PCR-Reaktion die Produktmenge erhohen (Innis et al. 1999).
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Tabelle 3.3: Cycler-Temperaturgradienten-Protokoll zum Etablieren der PCR-Systeme

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1 94°C 3’
2 94°C 30"
3 57°C-64°C 30" x 30
4 72°C  30"-45"
5 72°C 10’
6 4°C oC

3.2.2.1.3 PCR-Variationen

Da Nested-PCR (Newton & Graham 1994) durch die Verwendung von PCR-Produkt als
Template in einer neuen PCR-Reaktion eine auBerordentlich empfindliche Methode
darstellt wéchst die Anfilligkeit fiir Verunreinigungen und Nebenprodukte. Sie wurde nur
selten, hauptsidchlich bei wunerkldrlich schwacher Amplifikation oder bei
Templateknappheit eingesetzt.

Touch-down-PCR (Don et al. 1991) erbrachte spezifische Produkte und wurde auch bei
Amplifikationen mit Selektivprimern fiir das CYP11B1-Gen eingesetzt. Obwohl
Annealingtemperaturen, generell in hohen Temperaturabschnitten, wesentlich weniger
effizient sind, sind sie aber spezifischer als in niedrigeren Temperaturbereichen. Auf diese
Weise werden in den ersten Zyklen hochspezifische Molekiile vervielfiltigt, die
anschlieend fiir die exponentielle Amplifikation als Template zur Verfiigung stehen. Da
intra- und intermolekulare Vorgédnge, die durch Temperaturerh6hung erzeugt werden
jedoch nicht direkt kontrollierbar sind, wurde an Stelle einer konstant erhdhten Temperatur
ein abnehmender Temperaturgradient genutzt. Primersysteme die bei einer bestimmten
Annealing Temperatur etabliert waren, wurden mit einem Vorlauf von 10°C
Temperaturerhohung gestartet, welcher in jedem folgenden Zyklus 1°C abnahm und nach
den ersten 10 Zyklen die ausgetestete Annealingtemperatur erreichte. Dem schlossen sich
weitere 30 Zyklen mit konstanter Annealingtemperatur an.

Kolonie-PCR (Hofmann & Brian 1991) stellt eine schnelle und erste Uberpriifungs-
moglichkeit sowie Erfolgskontrolle beim Klonieren und nach BAC-Screening dar.
Kolonie-PCR wurde mit Hotstar Tag-Polymerase durchgefiihrt, um die hierbei notwendige
initiale Denaturierung bei 95°C fiir 15 min zur Aktivierung der Polymerase gleichzeitig
zum Denaturieren der als Template verwendeten Zellen einer gepickten Kolonie zu nutzen.
Bei einer Verwendung von gewohnlicher Tag-Polymerase wurden die gepickten Zellen

vorher denaturiert, indem sie in 60 uL Tris-Puffer (10 mM, pH 8) suspendiert und bei 99°C
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fiir 1 min inkubierten. E.coli Zellen wurden entweder mit einer sterilen Pipette von einer
Agarplatte mit Selektionsmedium gepickt oder wurden dem Anzuchtmedium entnommen.
Da Vektor-Primer das gesamte Klonierungsprodukt flankieren, das durch seine Grof3e die
Kapazitit der Tag-Polimerase in einer PCR-Reaktion jedoch iiberfordern konnte, wurden
sie nicht zur Kolonie-PCR eingestzt. Die zum BAC-Bank- Screening genutzten PCR-
Primern lieferten hier spezifischere Ergebnisse.

Long-range-PCR (Barnes et al. 1994) kann mit einer Mischung aus Tag-Polymerase
und einer thermostabilen DNA-Polymerase mit Proofreading-Aktivitit normale
GroBenlimitierung von Standard-PCR weit {ibertreffen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden anstelle kommerzieller Kits, mit vorhandenen PCR-Substanzen eigene
Protokolle entwickelt, die in 2 separaten Volumina (Losung I, Losung I, siche Tabelle 3.4)
vorgemischt wurden. Nach einer initialen Denaturierung von 96°C fiir 15 min. von
'Losung I' wurden die ReaktionsgefdBle, im Cycler verbleibend, nochmals gedffnet und
'Losung II' zugegeben. Durch mehrmaliges vorsichtiges Durchziehen des Pipettenhubs
wurden die Losungen gemischt und anschlieBend die ReaktionsgefiBle wieder
verschlossen. Dazu war ein Wartezyklus von 68°C fiir 2 min. im Temperatur-Programm
des Cyclers vorgesehen. Tabelle 3.4 zeigt ein derartiges Long-range PCR-Protokoll aus
einem in zwei Teile getrennten 50 pL Ansatz, mit dem dazugehorigen Cycler-Temperatur-

Protokoll in Tabelle 3.5 in Form einer Touch-down-PCR.

Tabelle 3.4: Long-range PCR-Protokoll aus einem in zwei Teile getrennten 50 uL. Ansatz.

Losung Konzentration Volumen Konzentration
I Stock Reaktion = Gesamtreaktion
H,O - - 1,25 pL - -
DMSO 100 % 0,75 uL 1,5 %
Glycerol 50 % 8,00 uL 8,0 %
dNTP 2,0 mM 7,50 uL 0,3 mM
Primer 1 10 pM 5,00 pL 1,0 pM
Primer 2 10 pM 5,00 pL 1,0 pM
DNA 50 ng/pL 2,50 pL 125 ng
gesamt 30,00 pL
Losung Konzentration Volumen Konzentration
11 Stock Reaktion = Gesamtreaktion
H,O - - 13,75 puL - -
Puffer e 10 x 5,00 pL 1 x
MgCl, 25 mM - uL 1,5 mM
Taq 5 U/uL 1,00 puL 2 U
PWO 1 U/uL 0,25 pL 0,1 U
gesamt 20,00 pL
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Tabelle 3.5: Cycler-Temperatur-Protokoll zur Long-range-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

1 96°C 15' x1

2 68°C 2! x1 (Wartezyklus)
3 92°C 10"

4 62-50°C 30" x 30

5 68°C 7

6 68°C 30 x 1

7 4°C oc

3.2.2.1.4 Aufreinigen der PCR Produkte

PCR-Produkte wurden vor einer weiteren Verarbeitung zum Sequenzieren, zur
Entfernung iiberschiissiger Primer, restlicher Puffer-Salze und nicht eingebauter dNTP
tiber QIAquick Sdulen, Wizard® SV Gel und PCR Clean-Up System Sdulen oder iiber
MontageTM PCR Centrifugal Filter Devices nach Protokollen der Hersteller aufgereinigt.
Zur Konzentrationsbestimmung und als Kontrolle des Vorkommens von Nebenprodukten
wurden PCR-Produkte bereits bei Etablierung aber in der Regel erneut vor der

Sequenzierung auf einem Agarosegel iiberpriift.

3.2.2.2 Screening von BAC-Banken

Die Screens wurden durchgefiihrt als Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden an
High-density Filter mit anschlieBendem Autoradiogramm zur Sichtbarmachung, sowie
PCR-Screening von DNA-Pools mit anschlieBender Agarosegel-Elektrophorese. PCR-
Systeme wurden vor einem Screening mit genomischer DNA als eine Funktions-
tiberpriifung ausgetestet. Das Volumen einer PCR-Reaktion war dabei auf 20 uL

standardisiert.

3.2.2.2.1 PCR Pool-Screening

Nach dem typischen Aufbau eines DNA-Pool als BAC-Bank miissen einzelne Klone in
zwei getrennten Screening Schritten (1. primary screen, 2. secondary screen) aufgefunden
werden. Dabei erfolgt das Screening der DNA-Pools durch Amplifikation des locus-
spezifischen DNA-Fragmentes aus der Insert-DNA des BAC. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die BAC-Banken RZPD B750 bestehend aus 45 Primary-Pools und RZPD B754
bestehend aus 27 Primary-Pools zur BAC-Klonsuche genutzt.

Primary Pool-Screening: In einem ersten Schritt wurden die lyophilisiert gelieferten

Primary Pools in 5 pL. ddH,O aufgenommen und #.N. gelost. Aus dieser Stockldsung
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wurden Arbeitsverdiinnungen von 1:50 mit ddH,O hergestellt. Aus diesen
Arbeitsverdiinnungen wurden pro 20 pL PCR-Ansatz 1 pL als Template eingesetzt. In
jedem einzelnen Primary-Pool ist die BAC-DNA aus acht 384 well Mikrotiterplatten
vereinigt. Auf diese Weise wird mit diesem ersten PCR-Durchgang rekonstruiert, in
welcher 8er-Einheit von Mikrotiterplatten sich der positive BAC-Klon befindet. Deshalb
wird pro Auffindung eines Klons nur ein Signal erwartet. Das PCR-Resultat wird auf
einem Agarosegel durch Elektrophorese iiberpriift und dargestellt.

Secondary Pool-Screening: In einem zweiten Schritt werden die gelieferten Secondary
Pools in 50 pL ddH,0O aufgenommen und ii.N. gelost. Aus diesen Stocklosungen werden
Arbeitsverdiinnungen von 1:5 mit ddH,O hergestellt. Aus diesen Arbeitsverdiinnungen
werden pro PCR-Ansatz 5 uL als Template eingesetzt. Jeder Secondary-Pool wird auf
einer zur Hilfte belegten 96 well Mikrotiterplatte, d.h. in insgesamt 48 Wells geliefert.
Diese Anzahl setzt sich zusammen aus 8 Wells mit je einer DNA-Mischung von je einer
der acht detektierten Mikrotiterplatten, in je 24 Wells befinden sich die DNA-Mischungen
der vereinigten gleichen Spaltennummern und in den verbleibenden 16 Wells die DNA-
Mischungen der vereinigten gleichen Reihennummern aller acht Mikrotiterplatten. Auf
diese Weise legt der Secondary Screen fest auf welcher der acht Platten (1. Signal), in
welcher der Reihen (2. Signal) und in welcher der Spalten (3. Signal) sich der gesuchte
Klon befindet. Durch die multiple Genomabdeckung der BAC-Banken ist es durchaus
moglich mehrere Klone zu finden, deren Inserts die gesuchte Sequenz beinhalten. Ebenso
besteht aber auch die Mdglichkeit, dass bestimmte Teile des Genoms nicht in der BAC-

Bank enthalten sind.

3.2.2.2.2 Radioaktives Filterscreening

Im radioaktiven Screening nach BAC-Klonen mit chromosomalen Inserts aus der
centromerischen Region von BTA14 konnten die BAC-Banken RZPD B750 (Zhu et al.
1999) und RZPD B754 (Buitkamp et al. 2000) sowie BAC-Bank RPCI 42 (Warren et al.
2000) genutzt werden. Aufgebaut waren die BAC-Banken aus der Leukozyten-DNA eines
Jersey Kalbes (RZPD B750) sowie zweier Holstein Kdlber (RZPD _B754, RPCI 42). Die
errechneten  Genomiquivalente betrugen nach Angaben der Autoren 3-fache
(RZPD_B754), 5-fache (RZPD B750) und 10-fache (RPCI 42) Genomabdeckung mit
mittleren Insertlingen von 105 kb (RZPD B750), 112 kb (RZPD B754) und 164 kb
(RPCI_42).
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Abbildung 3.5: Aufbau eines High-density-Filters der BAC-Bank RZPD B754. Die Klone,
einer in 384-well Mikrotiterplatten gelagerten BAC-Bank, werden 2-mal pro Array auf-
getragen. Jeder Array besteht aus 5 x 5 =25 Feldern. Zentral wird ein Orientierungspunkt
aus Tinte (M) erzeugt. Alle 24 verbleibenden Felder werden mit BAC-Klonen belegt,
wodurch sich 12 mogliche Hybridisierungsmuster ( ® ) fiir jeden BAC-Klon ergeben. Auf
jedem high-density Filter befinden sich 48 x 48 = 2304 Arrays, die jeweils durch einen
Orientierungspunkt ( @) markiert sind.

Mit EcoRI partial verdaute und anschlieend grofenselektierte DNA war bei allen drei
BAC-Banken zwischen die ECORI-Klonierungsstellen (GAATTC) des pBACe3.6 Vektors
(Frengen et al. 1999, Genbank: U80929) ligiert. Dieser Vektor stellt eine
Weiterentwicklung des Vektors pBACI08L dar (She 2003). Die Ligationsprodukte waren
in elektrokompetente E.coli Zellen transformiert. Die Filter bestanden aus positiv
geladenen, 22x22 cm groflen Array gerasterten Nylonfiltern (Abb. 3.5).

Screening Sonde: Zum BAC-Bank Screening wurden PCR Produkte als Sonden
genutzt, die wie oben (3.2.2.2) beschrieben erzeugt wurden. Die PCR Produkte waren von
Primer und dANTP-Resten mit QIAquick PCR-Purification Kit aufgereinigt.

Markierung der Sonde: Die Markierung der PCR-Produkte erfolgte mit dem Kit
MegaprimeTM DNA labelling Systems durch enzymatische Neusynthese des DNA-
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Doppelstrangs der Sonde und Einbau des Nukleotid Deoxyadenosine-5'-(a-32P)-
triphosphat. Ein PCR-Produkt wurde auf 40 ng und 21 puL eingestellt und anschlieBend bei
99°C fiir 5 min., zusammen mit 5 pL. PrimerMix (Random Nanomer Primer) denaturiert.
Nach dem Abkiihlen auf Eis wurden 5 pL 10x Reaktionspuffer, 4 pL pro dGTP, dCTP und
dTTP, 2 pL Klenow Fragment (1U/uL) und 5 pL [a-35P]dATP (1,85 kBp) der Reaktion
zugegeben. Die Reaktion wurde bei 37°C fiir 15 min. inkubiert und anschlieBend durch
Zugabe von 10 uL 0,2 M EDTA (pH 0.8) abgestoppt. Abschlieend wurde die Reaktion
fiir 7 min. bei 95°C denaturiert.

Dot-Blot als Positivkontrolle: Je 2 pL unverdiinntes, und 10fach verdiinntes PCR-
Produkt wurden auf Nylonmembran geblottet, die vorher in 0,4 N NaOH getrinkt war.
Nach 5 min. Einwirkzeit wurde der DotBlot leicht, fiir 1 min., in 5x SSC Puffer
geschwenkt.

Vorhybridisierung und Hybridisierung: Die Filter der BAC-Bank, gemeinsam mit den
Dot-Blots, wurden in verschraubbare Hybridisierungs-Glasrohren derart eingelegt, dass sie
sich durch die Drehrichtung der Rohrenhalterung im Hybridisierofen nicht
zusammenrollten und bei 70°C vorhybridisiert: Zwei Filter pro Glasrohre mit 10-20 mL
Church-Buffer (Church et al. 1984): 5% SDS, 1 mM EDTA, 0,34 M Na,HPO,4 und 0,16 M
NaH,PO4. Nach 30 min. wurden 17 pL radioaktiv markierte Probe zugegeben und
hybridisierte in 10 mL Church-Buffer bei 67°C {i.N. (14-16 h) an die Filter. Nach erfolgter
Hybridisierung wurden die Filter zweimal in 2x SSC und ein drittes Mal in 0,5x SSC mit
1% SDS fiir 20 min. bei 63°C gewaschen. AbschlieBend wurde jeder Filter mit 2x SSC
gespiilt, in Haushaltsklarsichtfolie verpackt und auf einem gebrauchten Blatt Rontgenfilm
als Tréagerfolie fixiert.

Detektion: Gemeinsam mit einem neuen Blatt Rontgenfilm NewRX wurde der Filter in
eine Rontgenfilmkasette fiir 5-8 Stunden bei —81°C exponiert. Dem schloss sich eine
fotographische Entwicklung der Filme im Fotolabor des Lehrstuhls fiir Tierzucht (TU-
Miinchen) nach Angaben des Herstellers an. Nach den mitgelieferten Anleitungen der
Hersteller der entsprechenden BAC-Banken wurden Signale auf den entwickelten Filmen,
von positiven BAC-Klonen zu ihrer Lokalisierung in der 384 well Mikrotiterplatte aus der
sie urspriinglich auf den high-density Filter gespottet worden waren, zuriickverfolgt. Die
jeweiligen Klonbezeichnungen setzen sich zusammen aus Plattennummer, Plattenzeile und
Plattenspalte. Mit Kolonie-PCR und dem Primersystem der Hybridisierungssonde wurde

wie oben (3.2.2.1.3) beschrieben iiberpriift, ob die Klone das gesuchte Insert trugen.
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3.2.2.3 Préaparation von BAC-DNA
Bei allen drei in dieser Arbeit genutzten BAC-Banken wurde der E.coli Bakterienstamm

DH10B als Plasmid-Host genutzt.

3.2.2.3.1 Kultur von E.coli (DH10B)

BAC-Klone wurden nach erfolgreichem Screening beim RZPD bzw. BACPAC-
Recources bestellt und kamen in 1 mL Selektivmedium LB-Stabs aus Standard LB-
Medium mit 0,7% Agar und 20 pg/mL Chloramphenicol. 10 uL wurden mit einer sterilen
Pipettenspitze entnommen und auf 37°C warme, frisch gegossene Kulturplatten aus
Standard LB-Medium mit 10 g Bactotrypton, 10 g NaCl, 5 g Bactoyeast mit 1,5 % Agar,
20 pg/mL Chloramphenicol und mit einem pH Wert von 7.2, mit einer ausgegliihten
Vereinzelungsdse aus Platindraht ausgestrichen. Nach 37°C .N. Kultur (12-24 h) wurde
eine normal gewachsene Kolonie mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 3 mL
sterilisiertem Standard LB-Medium mit 20 pg/mL Chloramphenicol bei 37°C und 300 rpm
auf der Schiittelplatte kultiviert. Aus der 8-10-stiindigen logarithmischen Wachstumsphase
der Kultur, wie in Abbildung 3.6 gezeigt, wurden 850 uL entnommen und in ein
vorbereitetes, mit den Klon ID-Daten etikettiertes und autoklaviertes 1,8 mL Schraubgefdl3
mit 150 uL. Glycerol 100% eingefiillt, verschlossen und leicht gevortext. Diese Glycerol
Bakterien Stocks lagern bei —71°C. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Herstellung der
Bakterien Stocks, wurden aus dem Rest der Bakterienkultur 3 pL in einer Kolonie-PCR als

Template eingesetzt.

Abbildung 3.6: Wachstumskurve von

5.0 4
9] b‘“\. E.coli in LB-Medium am Beispiel des
D§ ;: Bakterienstammes DH5aTM mit
S 30 Plasmid pUC21 (QIAGEN News
% 2; 4/1998, verandert). Der Zeitabschnitt der
2 sy logarithmischen Wachstumsphase ist
N ;z zwischen unterbrochenen Linien auf der
0 «Mﬁ.‘ ) x-Achse gekennzeichnet.
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Zur Isolation von BAC-DNA wurden 10 uL dem bei —71°C gelagerten Glycerol
Bakterien Stock entnommen und wie oben beschrieben auf Kulturplatten mit Selektivagar

ausgestrichen und 1.N. kultiviert. Eine normal entwickelte Kolonie wurde mit einer sterilen
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Pipettenspitze gepickt und in 3 mL Selektiv-LB-Medium 8-10h bei 37°C, 300 rpm
kultiviert. Aus dieser Vorkultur wurden anschliefend 1,5 mL als Animpftkultur in 1 L auf
37°C vorgewarmtes Selektiv-LB-Medium (1:750) gegeben und dieses i.N. (12-16 h) bei
37°C, 300 rpm in 2 L groBen Erlenmeyerkolben (fiir maximalen Luftraum) kultiviert.

3.2.2.3.2 Isolation von BAC-DNA

Die Binde-, Wasch- und Elutionspuffer der in kommerziell angebotenen Plasmid
Priparationskits sind in ihrer Wirksamkeit und Effizienz stark von ihren pH-Werten
abhingig. Aus diesem Grund erbringen frische Kits die hochste DNA-Ausbeute, da die
Puffer nicht iiberaltert sind. BAC gehoren generell zu den low-copy Plasmiden, da das
E.coli F-Faktor Replikon die Anzahl von BAC auf 1 bis 2 Kopien pro Zelle limitiert
(Kelley et al. 1999). Um die Anzahl der Plasmidkopien pro Zelle zu steigern wurde im
pBACe3.6 Vektor das P1 Replikon in F’ durch ein entfernbares high-copy Replikon aus
einem pUCI19 Insert ersetzt (She 2003). Durch die Nutzung der EcoRI-Restriktions-
Schnittstellen als Klonierungsstellen besteht jedoch die Moglichkeit einer erneuten low-
copy Replikation. Um DNA-Ausbeuten bei der Pridparation zu steigern wurden jeweils
zwei 50 mL Volumina Bakterienkultur fiir den DNA-Bindeschritt pro Sdule vorbereitet,

und nach dem folgenden Protokoll verarbeitet.

Protokoll: MIDI-Préparation nach Qiagen (Hilden, Germany) Angaben (verdndert):

1 Verfiillen der frischen Bakterienkultur in 50 mL Zentrifugengefaf3e (Falcon-
Tubes).

2 Pelletieren der Bakterien durch Zentrifugieren bei 6000 x g, 4°C, 15 min.

3 Uberstand verwerfen und griindliches Resuspendieren der Pellets in 4 mL kaltem
Puffer 1 (P1) mit 100 pg RNAse A pro mL Puffer auf Eis.

4 Lyse der Bakteriensuspension mit 4mL frischem RT warmem Puffer 2 (P2) fiir 5
min bei RT.

5 Abstoppen der Lyse und Prazipitation durch Zugabe von 4 mL kaltem Puffer 3
(P3) und Inkubation auf Eis fiir 15 min.

6 Pelletieren von Zellbestandteilen und Proteinen durch Zentrifugation bei 20000 x
g, 4°C, 30 min

7 Vorsichtiges und prizipitatfreies Dekantieren des Uberstandes in einen ddH,O
angefeuchteten Faltenfilter
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8 Zwischenzeitlich Equilibrieren des Silica-Pads in den Sdulen mit 4 mL QTB-
Puffer

9 Binden der Plasmid-DNA an das Silica-Pad durch Einfillen des filtrierten
Uberstandes in die equilibrierte Siule

10 Pro Siule werden 2 filtrierte Uberstinde eingefiillt (Silica-Pad bleibt ca. 3 h
bindefdhig)

11 2 maliges Waschen der DNA mit jeweils 10 mL QC-Puffer bei RT

12 Losen der Plasmid-DNA von dem Silica-Pad, Elution der DNA mit 65°C
vorgewéarmten QF-Puffer

13 Prazipitation der Plasmid-DNA durch Zugabe von 3,5 mL Isopropanol zum Eluat,
Schwenken und Zentrifugation bei 5500 x g, 4°C, 60 min.

14 Verwerfen des Uberstandes und 2 maliges Waschen des Prizipitates durch
Zugabe von jeweils 5 mL 70% ETOH und Zentrifugation bei 15000 x g, 4°C, 15
min.

15 Uberstand verwerfen und Pellet lufttrocknen fiir 10 min.
16  1.N.l16sen in 30 uL 10 mM Tris-HCL, pH 8.0

Die Uberpriifung der Ausbeute wurde durch Messung der Konzentration von Plasmid-
DNA (MIDI-Préparation) in einem Fluorometer durchgefiihrt und Ausbeuten von bis zu
85 ng/uL Plasmid-DNA bestitigt. Zur Kontrolle der Plasmid-Inserts wurden 3 pL Plasmid-
DNA mit 4 U des Enzyms NotI ii.N. in 30 pL Gesamtvolumen verdaut und anschlieend
auf einem 1 % Agarosegel bei 1,6 V/cm, fiir 20 h elektrophoretisch aufgetrennt. Durch die
im Vektor pBACe3.6 eingebauten Notl-Schnittstellen wurde beim Verdau die Plasmid-
DNA in zwei Teile, den Vektor und das Insert zerlegt. Genomweit treten Notl-
Schnittstellen in Sdugetier DNA alle 1000-1500 kb auf (Sambrook et al. 1989). Durch
zufdllig hiufiger auftretende Notl-Schnittstellen in genomischer DNA konnen klonierte
Inserts in mehr als ein Fragment zerschnitten werden, die dann auf einem Agarosegel nach

elektrophoretischer Auftrennung als multiple Banden erscheinen.

3.2.2.3.3 DNA Quantifizierung mittels Fluoreszenzemission

Vor Beginn der Messung wurde das Fluorometer kalibriert. Dazu wurden 200 ng Calf
Thymus DNA (100 pg/mL in ddH,0) als Referenz-DNA verwendet. Zur Quantifizierung
wurden je 2 uL DNA in 2 mL TNE-Messlosung (pH 7.4, 10 mM Tris, ] mM EDTA
Nay2H,0, 0,2 mM NaCl, 0,1 g/mL Hoechst H 33258 (Bisbenzimide)) in einer Kiivette
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gemischt. Gemessen wurde bei einer Exzitationswellenldinge von 350 nm und einer
Emissionswellenldnge von 456 nm. Im Konzentrationsbereich von 10-500 ng/uL DNA,
war flir die oben beschriebene TNE-Messung, die gemessene DNA Konzentration
proportional zur gebundenen Hoechst-H33258 Menge im DNA Doppelstrang. Nach der
DNA-Messung wurden die Proben auf eine Konzentration von 25 ng/uL mit TE (pH 8.0)

eingestellt und zur Uberpriifung auf einem 0,8 % Agarosegel elektophoretisch aufgetrennt.

3.2.2.3.4 Aufreinigen von BAC MIDI-Préparation

Die in der MIDI-Prédparation gewonnene BAC-DNA musste vor der weiteren Nutzung
entsalzt und konzentriert werden. Dazu wurden die Proben in Microcon YM-100 Filtern
bei 500 x g fiir 15 min. und fiir weitere 10 min. nach der Zugabe von 250 uL Tris Puffer
(10 mM, pH 8.0) zentrifugiert. Zur Riickgewinnung der BAC-DNA wurde der Filter
umgedreht auf ein frisches Reaktionsgefdl gesteckt und nach der Zugabe von 50 pL TE
Puffer bei 500 x g flir 5 min. zentrifugiert.

3.2.2.4 BAC-Fingerprint Analyse

Im Wesentlichen wurde versucht, die in der Publikation von Marra et al. (1997) zur
Verfligung gestellte Information auf die eigene Versuchsanstellung zu tibertragen. Dazu
wurden fiir jeden BAC-Klon von frischen und inkubierten Ausstrichen auf Selektiv-Agar
jeweils 3 Klone gepickt, in selektivem LB-Medium angezogen und daraus MINI-
Préparationen hergestellt.

Aus MINI-Priparationen, die mit Microcon YM-100 Filtern entsalzt und
aufkonzentriert waren, wurden pro BAC-Klon 2 pL mit jeweils 5 U ECORI bzw. HindIII in
20 uL Ansétzen bei 37°C tiber Nacht verdaut. 1x TBE wurde in einer wasserkiihlbaren
Elektrophoresekammer mittels eines Kryostaten konstant auf einer Temperatur von +0,5°C
gehalten. Darein eingelegt wurde ein 18,5 x 40 cm groBes Gel aus 0,8 % Agarose. Pro
Tasche wurden 10 uL. Verdau geladen. Jeweils drei Klone eines BAC wurden immer
alternierend mit einem DNA-Grofenmarker geladen. Als DNA-Marker wurden 5 pL eines
DNA-Marker-Mix geladen, die kurz vorher fiir 5 min bei 60°C denaturiert wurden. Dieser
Marker-Mix bestand zu gleichen Teilen aus GeneRuler DNA Ladder Mix und Lambda
Mix Marker 19, die auf eine Konzentration von 0,5 mg/mL verdiinnt waren. Die aktiv auf
0,5°C gekiihlte Elektrophorese lief mit 3 V/cm fiir 15 - 24 h.

In Ethidiumbromid eingelegte und anschliefend gewdsserte Gele wurden auf einem

BioDocAnalyze-System unter kurzwelligem UV-Licht (310 W, 50 Hz) mit Hilfe einer
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Videokamera abgebildet und elektronisch gespeichert. Diese Abbildungen wurden
anschlieBend in einer 1:2 VergroBerung der OriginalgroBe des Gels ausgedruckt. Die
Auswertung der Gelbilder bestand im Auffinden und Zuordnen von Gelbanden gleicher

GroBe bzw. Lauflange zwischen den BAC-Klonen und wurde manuell durchgefiihrt.

3.2.2.5 Subklonierung von PCR-Produkten
Die Subklonierung wurde mit dem TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing nach
folgenden Protokoll durchgefiihrt:

Ligationsansatz:
4 pL frisches PCR-Produkt, 1 pL Salzldsung, 1 pL. TOPO-Vektor.
Ligation:
1 Den Ligationsansatz vorsichtig mischen und 5 Minuten bei RT (22-23°C)
inkubieren.
2 Den Ligationsansatz auf Eis stellen.
Transformation:

3 2 pL des Ligationsansatzes in ein Eppendorf-Cup mit chemisch kompetenten
Zellen geben und vorsichtig mit der Pipettenspitze riihren. Nicht durch auf- und
abpipettieren mischen.

4 Danach fiir 5 bis 30 min auf Eis inkubieren. (Langere Inkubationszeiten haben
keine Auswirkungen auf Transformationseffizienz)

5 Anschlieflend die Zellen fiir 30 sec. einem Hitzeschock von 42°C aussetzen, ohne
zu schiitteln.

6 Unverziiglich (!) danach die Zellen auf Eis stellen.
7 250 pL raumtemperiertes SOC-Medium zugeben.

8 Das Eppendorf-Cup dicht verschlieBen und waagerecht fiir 1 h, 200 rpm, 37°C
schiitteln.

9 10 bis 50 pL einer jeden Transformation werden auf vorgewarmten LB-Agar-
Platten ausgestrichen und bei 37°C U.N. inkubiert. LB-Agar muss adiquates
Antibiotikum, sowie X-GAL zur Blau/WeiB3-Selektion enthalten. (Um bei kleinen
Volumina ein gleichmifBiges Ausstreichen zu gewéhrleisten, kann 20 mL SOC
Medium zugegeben werden. Es ist vorteilhaft zwei unterschiedliche Volumina auf
zwel verschiedenen Platten auszustreichen um zu garantieren, dass wenigstens
eine Platte Kolonien in ausreichendem Abstand aufweist)

10 Zur Plasmid-Prédparation weille normal gewachsene Kolonien picken und
anziehen.

3.2.2.6 DNA Sequenzierung
Die DNA Sequenzierreaktionen wurden nach der Kettenabbruch-Methode nach Sanger
(Sanger et al. 1977) auf einem GeneAmp® PCR System 9600 durchgefiihrt, die

Polyacrylamidgel-Elektrophorese,  Signaldetektion und Auswertung auf einem
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ABI PRISM® 377. Als Sequenzierchemie wurde das BigDye® Terminator vl1.1
Cycle Sequencing Kit genutzt.

3.2.2.6.1 Sequenzierreaktion

In Sequenzierreaktionen mit einem Volumen von 20 pL. wurden in Cycle-Sequencing-
Enzymreaktionen von 30 bis 100 Zyklen, mit fluoreszenten dye-label Terminatoren am 3’-
Ende versehene Sequenzkettenfragmente amplifiziert, die anschlieBend in einer
Polyacrylamidgel Elektrophorese (Kapitel 3.2.2.6.3) tiiber 5 bis 8h in einem
ABI PRISM®377 Sequencer aufgetrennt wurden. Zur Detektion regt ein Argonionen
Laser die Dye-Label an. Diese emitieren darauthin Wellenldngen von 532 nm (blau),
563 nm (griin), 595 nm (gelb), 620 nm (rot), die von einer Kamera aufgefangen und durch
ein Computersystem dargestellt werden. Gelesen werden diese Dateien entweder direkt am
angeschlossenen Computersystem, konnen aber auch auf einem PC mit Hilfe des
Programms Chromas dargestellt und bearbeitet werden.

PCR Direktsequenzierung: Zur Sequenzierung von aufgereinigten PCR-Produkten
wurden entweder PCR-Primer oder speziell gelegte Sequenzierprimer als interne Primer in
einer Grofle von 20 bis 24 bp eingesetzt. Dadurch waren unterschiedliche Annealing-

temperaturen in der Cyclesequencing-Reaktion notwendig, wie in Tabelle 3.6 gezeigt.

Tabelle 3.6: Unterschiedliche Sequenzier-Annealingtemperaturen nach Primergrof3en

Annealingtemperatur 50°C Primer < 20 mer
Annealingtemperatur 55°C Primer 20 — 23 mer
Annealingtemperatur 60°C Primer > 23 mer

Die Konzentrationsschitzung von PCR-Produkten wurde mit Hilfe von 1,5-2%igen
Agarosegelen (Sambrook et al. 1989) vorgenommen. Dabei diente der DNA-
Groflenmarker pUC 8 als ReferenzgroBe. Waren auf dem Gel Nebenproduktbanden

sichtbar, so konnte die Sequenzierung durch intern gelegte Primer erfolgen.

Tabelle 3.7: Sequenzieransatz fiir PCR-Direktsequenzierung

Konzentration ~ Volumen Konzentration

Stock Reaktion Reaktion
H,O HPLC - - 11,0 pL - -
BigDye Terminator v1.1 0. A. 4,0 pL - -
Verdiinnungs- Puffer 10 x 2,0 uL 1 x
Primer 100 pM 1,0 uL 5 pM
PCR-Produkt 50 ng/uL 2,0 uL 2,5 ng
gesamt 20 uL
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Tabelle 3.8: Cycler-Temperatur-Protokoll zum Cycle-Sequencing von PCR Produkten

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1 96°C ' x 1
2 96°C 10”
3 50-60°C 5" x 25
4 60°C 4'
5 4°C oc

Sequenzierung von BAC MIDI-Priaparation und TOPO MINI-Priparation: Die
Auswertungen der Gelelektrophoresen ergaben verlédssliche Sequenzen zwischen 500-
700 bp. Gegeniiber den Angaben des Herstellers wurde die initiale Denaturierung von
2 min. auf 5 min., sowie die Anzahl der Zyklen von 30 auf 100 angehoben.

Die messenger-RNA des bovinen CYP11B1-Gens besteht aus 36 % AT und 64 % GC
Nucleotiden. Die Substanz DMSO besitzt eine destabilisierende Wirkung beim Inter- und
Intrastrang Reanealing der DNA und eignet sich aufgrund dessen dazu, den Ablesevorgang
der Tag-Polymerase wihrend des Annealing-Vorganges zu unterstiitzen (Winship 1989).
Aufgrund dieser unterstiitzenden Wirkung beim Sequenzieren wurden der Sequenzier-

Reaktion 5 % DMSO zugegeben.

Tabelle 3.9: Sequenzieransatz fiir CYP11B1 BAC-MIDI und TOPO-MINI Préparation

Konzentration = Volumen Konzentration

Stock Reaktion Reaktion
H,O HPLC - - 9,0 uL - -
BigDye Terminator v1.1 - - 8,0 uL - -
DMSO 100 % 1,0 uL 5 %
Primer 100 pM 1,0 uL 5 pM
PCR-Produkt 400 ng/uL 1,0 puL 2,5 ng
gesamt 20 pL

Tabelle 3.10: Cycler-Temperatur-Protokoll zum Cycle-Sequencing von
MIDI-/MINI-Préparationen

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1 96°C 5 X 1
2 96°C 20"
3 50-60°C 10" x 100
4 60°C 4/
5 4°C oc
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Zu Sequenzierungen aus BAC-MIDI-Priparationen wurden Primer des Gens der
jeweiligen genetischen Zielsequenz eingesetzt, zum Sequenzieren der Subklone die M13-

Primer forward und reverse (Invitrogen, Karlsruhe) genutzt.

3.2.2.6.2 Aufreinigen der Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion musste vor dem Auftrennen in der Polyacrylamidgel
Elektrophorese und Detektion der Fluoreszenzmarkierungen aufgereinigt werden. 20 pL.
Sequenzierreaktion von PCR-Direktsequenzierungen wurde mit 2 pL 3M NaAc (pH 4.6)
und 50 uL EtOH (absolut) gefdllt, mit 10000 x g, 20 min. bei RT zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit 150 pL 70 % EtOH gewaschen, mit
10000 x g, 5 min bei RT zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Offene Cups wurden
anschlieBend im Heizblock bei 60°C 20 min. getrocknet, darauf hin geschlossen und bei
—20°C bis zur Gelelektrophorese eingefroren.

Fiir BAC-DNA Sequenzierungen wurden zur Aufreinigung DyeExTM 2.0 Spin Kit oder
AutoSeqTM G-50 Sédulen nach den Protokollen der Hersteller angewandt. Die gereinigten
Produkte wurden ebenfalls im Heizblock bei 60°C 20 min. getrocknet.

3.2.2.6.3 ABI-Gelelektrophorese
Die ABI PRISM®377 Gelelektrophorese erfolgte als eine denaturierende Polyacrylamid

Gelelektrophorese auf einem 5 % igen Polyacrylamidgel.

Tabelle 3.11: Zusammensetzung eines 5% igen PAA-Gels zur Sequenzanalyse auf einem
ABI PRISM®377 Sequencer

Harnstoff 21 g

30 % Polyacrylamid 8,4 mL
(29 Teile Acrylamid :
1 Teil Bisacrylamid)

10 x TBE 6 mL

(Tris-Bor-EDTA-Puffer)

HPLC H,O 20 mL
Temed 20 mL

(Tetraethylmethylenediamin)
10 % APS (Ammoniumpersulfat) 300 puL

Die Elektrophorese wurde durchgefithrt mit 2,5 kV, 50 mA und 48 W bei einer

Temperatur von 51°C fiir 6-8 Stunden. Der Laser wurde mit 40 mW betrieben.

3.2.2.7 Typisierungen der PCR-RFLP
Die Typisierungen der CYP11B1 und DGAT1 Allele wurde durch elektrophoretische

Trennung der PCR-RFLP Verdaufragmente in Agarosegelen vorgenommen. Dort wandern
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Fragmente aus linearer DNA mit einer Beweglichkeit, die sich invers proportional dem
logl10 ihrer GroBe in Basenpaaren verhilt (J. Rinehart, URL 27). Fragmente wurden
iiblicher Weise durch Férbung der Gele mit Ethidiumbromid (C;Hy0BrN;) und
Durchleuchtung mit kurzwelligem UV Licht sichtbar gemacht und anschlieBend mit einer
Videokamera mit Computeranschluss fotografiert. Die Dateien konnten in TIFF-Format
gespeichert und durch einen Thermodrucker zur Auswertung ausgedruckt werden.

Typisierung DGAT1-Gen: Das Typisierungssystem der Polymorphismen an Basenpaar-
positionen 10433 und10434 des DGAT1-Gens wurde der Publikation Winter et al. (2002)
entnommen. Dort reprdsentieren auf dem Typisierungsgel die ungeschnittenen 411 bp
groBen Fragmente die Lysin Allelvariante (DGAT1) und die verdauten Fragmente von
203 bp und 208 bp GroBe die Alanin Allelvariante (DGAT1%).

Typisierung CYP11B-Gen: Zur Entwicklung von Primern, die in der Lage waren
zwischen dem bovinen kodierenden CYP11B1-Gen und dem CYP11B1-Pseudogen in
direkter Ndhe (~30 kB) zu unterscheiden wurde eine 4 bp grofle Deletion (GAGG) in der
5’-Region der Pseudogen-Sequenz genutzt, die den Positionen -263, -264, -265 und -266
der Sequenz des kodierenden Gens entsprachen. Um sicherzustellen, dass die Primer sich
selektiv und ausschlieBlich an dem kodierenden Gen anlagerten, wurde die genomische
Sequenz der 5°-Seite der Deletion als Primer kopiert mit jeweils einem Nukleotid Versatz
Richtung 3’-Seite pro Primer. Daraus ergaben sich die folgenden vier forward-Primer:

(245) forward 5'-ATACTGGAGGGGGAGGAGG-3'

(251) forward 5'-CATACTGGAGGGGGAGGAG-3'

(252) forward 5'-CCCATACTGGAGGGGGAGGA-3'

(253) forward 5'-TCCCATACTGGAGGGGGAGG-3'

Als Kontrollgruppe wurden zwei weitere Primer entworfen, die keines der deletierten
Nukleotide enthielten, um selektiv nur in der Pseudogensequenz anzulagern.

(255) forward 5'-CATACTGGAGGGGGAGCCTC-3'

(256) forward 5'-ACTGGAGGGGGAGCCTCTTG-3'

Diese Vorgehensweise fiihrte insgesamt zu sechs unterschiedlichen forward-Primern,
die in separaten PCR-Systemen mit dem gleichen reverse Primer aus der Anfangssequenz
des Introns 1 getestet wurden.

(195) reverse 5'-GGACAGAACGTGAGGGTGTT-3'

Von den Primerpaaren wurde erwartet, dass sie insgesamt sechs PCR-Fragmente
unterschiedlicher GroBe ergaben, wie in Tabelle 3.12 gezeigt. Zu diesem Zweck wurde ein

PCR-System in einem GeneAmp® PCR System 9600 mit 20 uL. Volumen entworfen. Eine
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Reaktion enthielt 50 ng genomischer DNA, 0,5 U Hotstar-Taq, 1x Hotstar PCR Puffer,
1,5 mM MgCl,, 150 uM von jedem dNTP, 0,5 pM von je einem forward und einem
reverse Primer, sowie 5% DMSO aufgrund GC reicher PCR Produkte. Das PCR-
Cyclerprofil bestand aus 1 Zyklus von 15 min bei 95°C, gefolgt von 10 Zyklen von 30 sec
bei 94°C, 30 sec bei 72°C-62°C (1°C Temperaturabnahme bei jedem Zyklus) und 45 sec
bei 72°C, gefolgt von 30 Zyklen von 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 62°C und 45 sec bei
72°C, gefolgt von einem Zyklus von 10 min bei 72°C.

Tabelle 3.12: Erwartete Fragmentgrof8en aus sechs selektiven PCR-Primersystemen

Primerpaar Fragmentgrofle

245/195 568 bp
kodierendes 251/195 570 bp
CYP11B1-Gen 252/195 571 bp

253/195 572 bp
CYP11B1- 255/195 565 bp
Pseudogen 256 /195 562 bp

SSCP: Fiir die SSCP-Technik wird doppelstringige DNA in einzelstringige DNA
tiberfiihrt und anschlieend in nicht denaturierenden Polyacrylamidgelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Um die Wirksamkeit der Selektivitdt der Primer zu iiberpriifen, wurden die
Amplifikate von zwei Primerpaaren (245/195, 253/195) des kodierenden CYP11B1-Gens,
die gegeniiber den beiden anderen deutlich erhohte Konzentrationen aufwiesen, sowie
beide PCR-Produkte der Primerpaare des CYP11B1-Pseudogens (255/195, 256/195) in
einem SSCP-Essay eingesetzt. Auf diese Weise sollten Konformationsunterschiede der
amplifizierten Molekiile, wenigstens zwischen der Gruppe des kodierenden und der
Gruppe des CYP11B1-Pseudogens nachgewiesen werden, die sich aufgrund der Deletion
ergeben mussten.

Dazu wurden PCR-Produkte fiir 1 min bei 90°C in einem 95 % igen Formamid-Dye
denaturiert und sofort in Eiswasser abgekiihlt. Daran anschlieend wurden die Fragmente
elektrophoretisch in einem nicht denaturierenden 10 % Polyacrylamid37 Gel mit
1 % Glycerol, in 0,5x TBE bei 5°C mit 650 V fiir 5h in einem P9DS Pengiun System
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Gele in Anlehnung an Bassam et al. (1991) in
10 % iger Essigsdure mit 15 % igem Ethanol fixiert und silbergefarbt und zusitzlich mit

einer 0,04 M EDTA Stopplosung behandelt.
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Als eine weitere Gewissheit der Selektivitit der Primersysteme wurden die PCR-
Produkte mit BigDye® Terminator v1.1 in einem GeneAmp® PCR System 9600 in 20 pL
Volumen nach Angaben des Herstellers sequenziert und auf einem ABI PRISM®377
Sequencer elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden die PCR-Produkte mit
Montage PCR Centrifugal Filter und die Sequenzierreaktionen mit DyeEx 2.0 Spin Kit
aufgereinigt.

Zum Einsatz in der Genotypisierung der ADR-Familienmaterial-Population wurde das
Primerpaar 245/195 ausgewéhlt. 2 uL. PCR-Produkt von 568 bp Grofle wurden dazu mit
3 U des Restriktionsenzyms Pstl (CTGCA ¥G) in 20 uL Volumen ii.N. bei 37°C verdaut.
Die Elektrophorese erfolgte in 2% Agarosegelen mit 4 V/cm in 0,5x TBE Puffer fiir 2 h.
Danach représentierte die Kombination aus 442/103/23 bp groen Verdaufragmenten die
Valin-Allelvariante (CYP11B") und die Fragmentkombination aus 371/103/71/23 bp die
Alanin-Allelvariante (CYP11B%).

3.2.2.8 Kartierungen der Gene CYP11B1 und CYHR

Mit einer physischen und einer genetischen Kartierung wurden zwei Kartierungsarten
genutzt: Durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) konnten das CYP11B1-Gen
sowie das CYHR-Gen cytogenetisch kartiert werden. Anhand ihrer Typisierungsergebnisse

konnten die Marker genetisch kartiert werden.

3.2.2.8.1 Physische Kartierungen (FISH)

Chromosomen Préiparation: Bovine Fibroblasten eines Simmental-Bullen mit einer
zentrischen Fusion einer Kopie von Chromosom BTA14 mit einer Kopie von
Chromosom BTA20 (Karyotyp 57XY, Joerg et al. 2001) wurden unter Standard-
bedingungen nach einem Protokoll von Mather & Barnes (1998) kultiviert. Mitotische
Zellen wurden mit KCI in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet, bei 37°C fiir
13 min inkubiert und mit Methanol-Eisessig fixiert. Durch Auftropfen von 20 pL
Zellsuspension auf eiskalte und mit 99 % EtOH gewaschene Objekttriger wurden
Metaphase Chromosomen prépariert.

Markieren der Proben: Die zu kartierenden Proben wurden den Angaben des Herstellers
folgend durch Nick Translation (Rigby et al. 1977) mit Hilfe des GIBCO BRL®
BioNickTMLabeling System Kits mit Biotin markiert. Chromosomale in situ Suppression
(Lichter et al. 1990) wurde durch die Inkubation der gelabelten DNA mit 10 pg
Lachssperma-DNA, 10 pg gescherter genomischer boviner DNA als Kompetitor-DNA und
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99 % EtOH bei 20°C fiir 30 min erreicht. Das mit 150 pL 70 % EtOH gewaschene Pellet
wurde anschlieend in Hybridisierungsmix wieder geldst.

Hybridisierung: Die Proben wurden fiir 5 min. bei 75°C denaturiert. Renaturierung der
repetitiven Sequenzabschnitte mit Kompetitor-DNA wurde durch Inkubation bei 37°C fiir
30 min durchgefiihrt. Objekttrager mit Metaphase Chromosomen wurden nun in 70 %
Formamid fiir 1,5 min bei 71°C denaturiert. Dehydrierung der denaturierten Chromosomen
wurde mittels Inkubation in einer Alkoholserie erreicht: 1 mal in 70 % EtOH eiskalt fiir
2 min, 1 mal in 90 % EtOH bei RT fiir 2 min und 2 mal in 99 % EtOH bei RT fiir 2 min.
Nach dem Vorfotografieren der Metaphasen wurden Proben aufgetragen und mit einem
Abdeckglas versiegelt. Die Hybridisierung erfolgte bei 37°C fiir 16 h.

Waschen und Inkubation: Nach dem Entfernen der Versiegelung wurden die
Objekttrager gewaschen: 2 mal in 2x SSC bei 37°C, 2 mal in 0,1x SSC bei 62°C, 2 mal in
2x SSC bei 37°C und 1 mal bei 37°C in 2x SSC mit 0,05 % Tween20. Die Detektion der
Proben erfolgte mittels 150 uL. Antikdrpermischung Avidin-FITC (verdiinnt 1:200) durch
Inkubation bei 37°C fiir 20 min. Anschlieend wurden die Objekttrager 3 mal in 2x SSC
mit 0,5 % Tween20 gewaschen. Die Gegenfarbung der Chromosomen mit DAPI erfolgte
fiir 3,5 min und anschlieBend trockneten die Objekttriger im Dunkeln. Zur Konservierung
wurden die Objekttrager mit Vectashield Mounting Medium versehen, einem Deckglas
bedeckt und mit gewdhnlichem Nagellack versiegelt.

Mikroskopieren: Ausgesucht gleichméBig verteilte Metaphasen wurden durch ein Zeiss
Axioplan Mikroskop ausgestattet mit einer PXL-CCD-Kamera fotografiert. Die
Einzelkanal-Fotos wurden mit dem Adobe Photoshop Programm unter Zuweisung von
Falschfarben iibereinander gelegt und gespeichert.

Identifikation der Chromosomen: Die Identifikation der Chromosomen fiir die
Kartierung erfolgte aufgrund des Bandenmusters der Q-Bandenfirbung mit
Fluoreszenzfarbstoff Quinacrin-mustard, die durch das Fotografieren ausgesuchter
Metaphasen vor dem Hybridisierungsschritt festgehalten wurden. Im Vergleich mit dem
standardisierten Karyotypen des Rindes, nach dem International System for Cytogenetic
Nomenclature of Domestic Animals (ISCNDA) (Di Berardino et al. 1990) bzw. dem Texas
Standard (Popescu et al. 1996) konnten anschlieBend Chromosomen identifiziert werden.
Die hier verwendeten Metaphasen-Chromosomen trugen eine zentrische Fusion einer
Kopie von Chromosom BTA14 mit einer Kopie von Chromosom BTA20 (Joerg et al.
2001). Auch durch diese Besonderheit konnten beide Chromosomen zweifelsfrei erkannt

werden.
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3.2.2.8.2 Genetische Kartierungen

Zur genetischen Kartierung wurde das Kartierungsprogramm CRIMAP Version 2.4
(Green et al. 1990) genutzt. Dieses UNIX-Programm wurde in einer fiir WINDOWS
angepassten Form von L.V. Millon, University of California, Davis, CA, USA bezogen
und auf PC eingesetzt. CRIMAP ist ein Programm mit einer Kartierungsfunktion fiir
unbekannte Kopplungsphasen. Mit den Typisierungsdaten von 16 TypI und TypII
Markern (KIEL_E8, DGAT1, CYP11B1, GML+405, GML+573, ILSTS039, CSSMO066,
RM180, RM11, BM4630, RM192, BMS1899, BM4513, BL1036, INRA092, INRA100,
CYHR1) wurde mit der MULTIPOINT (BUILD) Option je eine geschlechtsspezifische
(ménnliche) genetische Karte fiir die Rassen Dt. Holstein und fiir die Rasse Dt. Fleckvieh
errechnet.

Im 'Parameter file' (.par) der BUILD Option wurden die Positionen der Marker
KIEL_E8, DGAT1, CYP11B1l, GML+405, GML+573, ILSTS039, CSSM066 im
centromerischen Bereich von BTA14 nach ihrer Position in der physischen Karte des NCBI
(BT-Build 3.1) angeordnet. Die Positionen der Marker RM180, RM11, BM4630, RM192,
BMS1899, BM4513, BL1036, INRA092, INRA100 wurde aus der Literatur {ibernommen
(Thomsen et al. 2001, Bennewitz et al. 2003, Thara et al. 2004). Die genetischen Distanzen
zwischen den Markern wurden durch die BUILD Option im 'Build file' (.bld) ausgegeben.
Unterschiede zu Literaturangaben konnten mit der FLIPSn Option bestitigt werden.
FLIPS6 wurde angewendet bis die Markeranordnung mit der grofiten Wahrscheinlichkeit
erreicht war. FLIPS3 wurde genutzt, um Revisionen der Markeranordnung nach dem
Einfiigen aller Marker zu testen.

Die Anzahl informativer Meiosen wurden mit der BUILD Option im 'Location file'
(.Ioc) ausgegeben.

Der Test auf das Vorliegen von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht fiir jeden Locus, das
Kopplungsungleichgewicht zwischen Markern, sowie die Markerheterozygotie (Nei 1973)
wurden mit dem online Programm 'Genepop' (Weir & Cockerham 1984) (Optionen 1, 2 &
5) aus den Genotypen errechnet (URL 17).

Der single-point 'Polymorphism Information Content' (PIC) (Botstein et al. 1980) fiir
jeden Marker wurde mit dem CERVUS 3.0 Programm (Slate et al. 2000) aus den

Genotypen errechnet.
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3.2.3 Phanotypen

Die in dieser Arbeit ausgewerteten phénotypischen Daten bestanden aus geschitzten
Zuchtwerten (Liu et al. 2000a / 2000b) und Sicherheiten (Liu et al. 2001) fiir alle Familien
des ADR-Granddaughter-Design. Sie wurden von Vereinigte Informationssysteme
Tierhaltung w.V. (VIT), Heideweg 1, 27283 Verden/Aller fiir die Rasse Dt. Holstein
bezogen. Im Einzelnen beinhalteten sie die Zuchtwerte fiir die Merkmale Milchmenge,
Fettmenge, Proteinmenge, Fettprozente, Proteinprozente, somatische Zellzahl, 16
Exterieurmerkmale, 6 Reproduktionsmerkmale und Nutzungsdauer. Die Exterieur-
merkmale im Einzelnen waren: Milchcharakter, GroBe, Korpertiefe, Stirke, Becken-
neigung, Beckenbreite, Hinterbeinwinkelung, Klauen, Sprunggelenke, Hinterbeinstellung,
Hintereuter, Zentralband, Vordereuteraufthdngung, Eutertiefe, Strichlinge, Strich-
platzierung vorne/hinten. Die Reproduktionsmerkmale bestanden aus Kalbeverlauf
(paternal, maternal), Totgeburt (paternal, maternal), Non-return-rate 90 (paternal,
maternal).

Produktions- und Exterieurdaten fiir Dt. Holsteins wurden der bundesweiten
Evaluierung Februar 2004 und Fruchtbarkeitsdaten der Evaluierung August 2003

entnommen.

3.2.4 Statistische Methoden
Das Programmpaket "SAS" (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) wurde zur Berechnung
der ANOVAs und Regressionen verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurde mit den

Prozeduren FREQ, MEANS, GLM, STEPWISE und CORR gerechnet.

3.2.4.1 Regressions-Analyse des gemeinsamen Einflusses von genetischen Effekten der
Marker DGAT1 und CYP11B1 auf Milchproduktion, somatische Zellzahl,
Fruchtbarkeit und Nutzungsdauer in Dt. Holstein Rindern

Da Abstammungen im Halbgeschwister-ADR-Familienmaterial nur auf der véterlichen
Seite verfiigbar war, wurden DGAT1™ und CYP11BY™ Allelfrequenzen miitterlicher
Herkunft in den Sohnen geschitzt. Bei den Nachkommen homozygoter Viter wurden
Frequenzen direkt von den Genotypen der Sohne abgeleitet. Bei Nachkommen
heterozygoter Viter konnten Allele miitterlicher Herkunft nur dann zweifelsfrei bestimmt
werden, wenn die S6hne homozygot waren. Aus diesem Grunde wurde eine 'Maximum-

Likelihood-Procedure' angewendet (Thaller et al. 2003), um Allelfrequenzen zu schitzen
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'
— n ll+n12
n'll +an + n'22+n22

(1)

wobei p die Allelfrequenz der CYP11B1 Valin Allelvariante (V=1, A=2) bzw. die DGAT1
Lysin Allelvariante (K=1, A=2) représentiert und n';; und n';; jeweils die Anzahl der
homozygoten (11, 22) S6hne innerhalb heterozygoter Viter darstellen. Ny, und ny, sind
jeweils die Anzahlen der heterozygoten (12) und homozygoten (22) Sohne innerhalb
homozygoter (11, 22) Viter. Die komplette Anzahl S6hne mit alternativen Genotypen iiber
jeweils alle homozygoten und heterozygoten Viter wurde zur Bestimmung der
Allelfrequenzen genutzt.

Die Deregression der geschétzten Zuchtwerte (DRZW) fiir alle Merkmale wurde anhand
einer Naherung von Thomsen (personliche Mitteilung) durchgefiihrt:

DRZW, :é' -ZW; - 0,5 (2)

wobei DRZW; der deregressierte relative geschétzte Zuchtwert von Sohn 1, ZW; der relative
geschitzte Zuchtwert des Sohnes 1 und S; die Sicherheit des relativen geschétzten
Zuchtwertes von Sohn i ist (Kiihn et al. 2003).

Die unterschiedliche Anzahl Tochter pro Vater, die zur Kalkulation der deregressierten

Zuchtwerte beitrugen, wurde durch einen Wichtungsfaktor (W) beriicksichtigt:
n

R @
in welchem die Anzahl der effektiven Tochter eines jeden Vaters, die zur Kalkulation des
deregressierten Zuchtwertes beitrugen gleich n ist, und h® die Erblichkeit des jeweiligen
Merkmals darstellt.

Fiir deregressierte Zuchtwerte der Reproduktionsmerkmale musste eine ungewichtete
Analyse durchgefiihrt werden, da die effektive Tochterzahl durch das Rechenzentrum nicht
mitgeteilt werden konnte.

Gensubstitutionseffekte (0/2), definiert wie in Falconer und Mackay (1996), wurden fiir
CYP11B1Y und DGAT1® mit den folgenden fixen Modellen geschitzt:

Regressions-Modell der CYP11B1 Effekte

y; = u+Vater, + b, X +€; 4)
Regressions-Modell der DGAT1 Effekte

y; = u+Vater, +b, - z; +g; (5)

Regressions-Modell der gemeinsamen CYP11B1 und DGAT1 Effekte
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y; = u+Vater, +b, - x; +b, - z; +¢y (6)
wobei yjj den deregressierten Zuchtwert des Sohnes j innerhalb Vater i darstellt, p den
Mittelwert, Vater; den fixen Effekt von Vater 1, und x;; die Anzahl der CYP11B1Y Allele (0,
1, oder 2). Z; stellt die Anzahl der DGAT1" Allele (0, 1, oder 2) des Sohnes j innerhalb
Vater i dar, b; und b, jeweils den Regressionskoeffizienten, der die Hailfte des
Gensubstitutionskoeffizienten (o/2) reprdsentiert. E; ist der zufillige Restfehler mit

polygenischen und Umwelteffekten.

3.2.4.2 Regressions-Analyse des gemeinsamen Einflusses von genetischen Effekten der
Marker DGATL1, CYP11B1, GML, KIEL_ES8, ILSTS039, CSSM066 in additiven
Kombinationen auf Milchleistungsmerkmale in Dt. Holstein Rindern

In einem ersten Schritt erstellt die SAS-STEPWISE Methode das Modell ohne
Variablen. AnschlieBend werden Variablen einzeln und nacheinander in das Modell und in
die Berechnung der F-Statistik aufgenommen, da eine Variable einen signifikanten
Einfluss, am Eingangssignifikanzniveau (SL-Entry level) gemessen, haben muss, um
aufgenommen werden zu konnen. Diese Eingangsgrenze kann dem Programm angegeben
werden und betrdgt als Vorgabe den Wert 0,5. Variablen werden in der Weise selektiert
und in das Modell aufgenommen oder aus dem Modell wieder ausgeschlossen, dass jedem
vorwirts gerichteten Selektionsschritt auch ein oder mehrere riickwirts gerichtete
Ausschlussschritte folgen konnen. Der Stepwise Auswahlprozess der zu beriick-
sichtigenden Marker endet, wenn keine weiteren Variablen mehr zum Modell hinzugefiigt
werden konnen oder wenn die zuletzt aufgenommene Variable die einzige ist, die im
nichsten riickwirts Ausschlussschritt wieder entfernt werden miisste. Die geschilderte
Prozedur verfolgt bei jedem Schritt das Ziel, die Erklirlichkeit (R%) zu steigern.

Stepwise-Regressionsanalysen der vorliegenden Auswertungen wurden drei Mal,
jeweils mit unterschiedlichen = Markerkombinationen  durchgefiihrt, die das
Auswahlergebnis der STEPWISE-Methode darstellen und jeweils aus unabhéngigen SAS
Stepwise-Auswahlverfahren stammen. Dem Programm wurden die folgenden Marker-

Kombinationen angeboten:

Marker-

Kombination 1: ~ DGAT1, CYP11B1, GML™" GML"™"

Marker-

Kombination 2:  DGAT1, CYP11B1, GML™" GML"™", KIEL_E8

Marker- DGAT1, CYP11B1, GML™%, GML"™”, KIEL_ES, ILSTS039,

Kombination 3: CSSM066
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Bei den Kombinationen 1 und 2 wurden alle Marker in die Regressionsmodelle
ibernommen. Aus der angebotenen Markerkombination 3 wurden CYP11B1Y und

KIEL_E8' durch das Programm von der Auswertung ausgeschlossen.

1. Regressions-Modell zur gemeinsamen Analyse von Effekten nach der SAS-Stepwise
Markerauswahl: DGAT1¥, CYP11B1Y, GML™"% GML""¢

yj = 4+V,+b-m; +b,-n; +b,-0; +b,-s; +g (7)
2. Regressions-Modell zur gemeinsamen Analyse von Effekten nach der SAS-Stepwise
Markerauswahl: DGAT1¥, CYP11B1Y, GML™%% GML™"¢ KIEL_ES8'

Yy = 4+V,+b-m; +b,-n; +b,-0; +b,-s; +b; -t; +g (8)
3. Regressions-Modell zur gemeinsamen Analyse von Effekten nach der SAS-Stepwise

Markerauswahl: DGAT1X, GML™%C GML™7S, 1LSTS039%", 1LSTS039%%°, CSSM066'%,
CSSM066'*

Vi = u+V+b -my +by -0, +b, s +b, Uy +b, oWy +bg - X +by -z + €y )

wobei die Modellvariablen wie folgt definiert sind als:

Yii = deregressierter Zuchtwert (DRZW) von Sohn j innerhalb Vater i
u = Mittelwert

Vi = der fixe Effekt von Vater i

m;j = Anzahl der DGAT1® Allele (0, 1 oder 2)

njj = Anzahl der CYP11B1" Allele (0, 1 oder 2)
0 = Anzahl der GML™%© Allele (0, 1 oder 2)

i = Anzahl der GML™7© Allele (0,1 oder 2)

t; = Anzahl der KIEL_E8" Allele (0, 1 oder 2)
uj = Anzahl der ILSTS039%'” Allele (0, 1 oder 2)
Wi = Anzahl der ILSTS039“%% Allele (0, 1 oder 2)
Xi = Anzahl der CSSM066"%® Allele (0, 1 oder 2)
Zi = Anzahl der CSSM066"*Y Allele (0, 1 oder 2)

by -by = Regressionskoeffizienten, die den halben Gensubstitutionseffekt (o/2)
reprisentieren (0/2 wie in Falconer & Mackay, 1996)
€ij = Rest, einschlieBlich polygenische und Umwelteinfliisse

Viter wurden im Modell als fixe Effekte eingefiigt, da sie hoch selektionierte Tiere der

Viter-Population darstellen und nicht als Zufallsstichprobe gelten kdnnen.

3.2.4.3 Phanotypische Korrelationen zwischen deregressierten Zuchtwerten (DRZW)
von funf Milchproduktionsmerkmalen mit somatischer Zellzahl und Fruchtbarkeits-
merkmalen mit Nutzungsdauer bei Dt. Holstein Rindern

Pearson's Korrelationskoeffizienten zwischen deregressierten Zuchtwerten und

Milchproduktions- und Fruchtbarkeitsmerkmalen und Nutzungsdauer wurden mit der
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CORR-Procedure des SAS-Statistik-Programmpakets berechnet. Ergebnisse wurden in

Matrixformat ausgewiesen.

3.2.5 Charakterisierung des DGAT1 (K232A) Polymorphismus in 42 internationalen
Rinderrassen

Zur Differenzierung und Charakterisierung von 42 internationalen Rinderrassen
(Kapitel 3.1.13.1) am DGAT1 Locus (K232A-Polymorphismus) konnte das online
Programm GENEPOP Version 3.4 genutzt werden. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
wurde mit Programm Option 1 und Allelfrequenzen mit Programm Option 5 berechnet.
Erwartete Anzahlen homozygoter und heterozygoter Genotypen wurden ebenfalls mit
Programm Option 5, unter Beriicksichtigung von Levene's Korrektur (Levene 1949)
errechnet.

Rassen wurden nach Literaturangaben (Jensen 1995) aufgrund ihres durchschnittlichen
Milchfettgehaltes gepoolt. Dazu wurden alle Bos taurus Rassen drei willkiirlich
festgelegten Milchfett-Klassen (3,4-3,8 % = gering; 3,9-4,4 % = mittel, 4,5-6,3 % = hoch)
zugeordnet. Aus den Allelfrequenzen dieser drei Subpopulationen plus einer Bos indicus
Rassengruppe als einer weiteren Subpopulation wurden mit GENEPOP Option 6 paarweise
Fsr-Werte berechnet. Zur Uberpriifung der Signifikanz der Fsr-Resultate wurde ein y°-Test

im Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel vorgenommen.
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4 Ergebnisse

Aus systematischen Erwidgungen sind Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nach

molekularer Analyse (4.1) und Datenanalyse (4.2) gegliedert.
4.1 Molekulargenetische Analyse

Die molekulargenetische Analyse dieser Arbeit umfasst die Identifikation von BAC-
Klonen aus der QTL-Region am centromerischen Ende von BTA14 sowie ihre Darstellung
im genomischen Kontext. Identifikation von allelischer Variation des DGAT1-Gens
(Grisart et al. 2002, Winter et al. 2002) in unterschiedlichen Rinderrassen von Bos taurus
ssp. und Bos indicus ssp. beschreibt die populationsgenetische Bedeutung des QTL fiir
Milchleistungsmerkmale. Die Untersuchung weiterer positionaler und funktionaler
Kandidatengene mit ihrer allelischen Variation in der QTL-Region werden anhand der
Analyse des CYP11B1-Gens (Genbank NM 174638) und des bovinen GML-Gens
(Genbank MGC134423) vorgestellt. Die Existenz eines CYP11B1-Pseudogens in der QTL-
Region und seine Differenzierung werden beschrieben. Die Auswertung der Effekte von

STS-Markern erginzen die vorliegenden Auswertungen.
4.1.1 BAC-Bank Screening und BAC-Contigs

Das Screening von zwei BAC-Banken des Deutschen Ressourcenzentrums fiir
Genomforschung, Berlin (RZPD) durch PCR-Pool Screening (Abbildung 4.1) und
radioaktives Filter-Screening (Abbildung 4.2) zur Auffindung chromosomaler Fragmente
aus der QTL-Region erbrachte 13 Klone (Tabelle 4.1). Aus BAC-Bank RZPD BBI-B750
ergaben sich 5 Klone, aus BAC-Bank RZPD TUM-B754 ergaben sich 8 Klone. Das PCR-
Pool-Screening wurde mit 13 Primerpaaren, das radioaktive Filterset-Screening wurde mit
5 Primerpaaren aus 8 bzw. 5 unterschiedlichen Gen- oder STS-Regionen aus der QTL-

Region am centromerischen Ende von BTA14 durchgefiihrt.

Zur Validierung der BAC-Klone auf das Tragen von Inserts und deren approximative
Groe wurden Notl-Verdaus unternommen und anschlieBend auf Agarosegel
elektrophoretisch getrennt, wie in Abbildung 4.3 gezeigt. Hierbei wurden an den
Vektorenden eingebaute Schnittstellen genutzt, um Vektoren durch Verdau von den Inserts
zu trennen. Die Vektorbanden lagen bei 8 kb, die Insertbanden deutlich iiber der obersten

GroBenmarkerbande von 48,5 kb. Durch das Linearisieren der BAC-DNA waren
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anschlieBend in PCR-Reaktionen mit den Marker-Sonden als PCR-Primer Uberpriifungen

auf Spezifitdt moglich, die Produkte in erwarteter GroBe ergaben.

Abbildung 4.1: Ein Secondary-Screen aus der BAC-Bank RZPD B754 (PCR-Pool-
Screening). Die 8 halbbelegten Reihen einer 96 well Mikrotiterplatte sind auf dem Gel
ebenfalls in Reihen (6er Einheiten) aufgetragen. Unterbrochen sind sie jeweils durch eine
genomische DNA Kontrolle zum Vergleich der erwarteten Produktgrofle. An den
Gelrdandern sind DNA Grofenmarker aufgetragen. In der dritten Reihe (1 Pfeil) sowie in
der achten Reihe (2 Pfeile) sind insgesamt 3 Signale auf erwarteter Produkthohe zu
beobachten.

BETES AR SEEINESEE T R ERREEET] | Abbildung 4.2:
A | S P ek 5 1 o ~ Autoradiogramm
| i - -;',f;. _r“---'-f ke Tl eines BAC-Bank
: i : A Rl .. Filter-Screens. Eine
. ‘. : ¥ e L, - KIEL_ES8
» - i . | spezifische Sonde
- - - P 2.5 Ny ' . & o> 1
i e R ~ wurde an Filter Nr
PReSwae YRR :*;"_‘E" ' 10L (Filter Set
APy - » 004594) der BAC-
Ji SLIF 3 _‘ * Bank RZPD TUM-

- B754 hybridisiert.
Kreise kennzeichnen
2 positive
Doppelsignale

(Position oben:
439F2

Position unten
461HI11).
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Tabelle 4.1: Durch PCR-Pool-Screening und radioaktives Filter-Screening identifizierte
BAC-Klone der QTL-Region im centromerischen Bereich von BTA14. Zum Screening
wurden BAC-Bank BBI-B750 (Zhu et al. 1999) und BAC-Bank TUM-B754 (Buitkamp et
al. 2000) des Deutschen Ressourcenzentrum fiir Genomforschung GmbH, Berlin (RZPD)
genutzt.

JLU BAC-
SONDE NR. PCR-PRIMER 5°-3 BAC-BANK KLON
CYP11B1 9 GGCCATCCAGTAGTCGTGTC RZPD BBI-B750 K2432Q2
CTGTGCTGTTCCATGAGTGC
AGCGGAGAAGGGACGGAAGC

CYHRI1 5 RZPD TUM-B754 J10135Q2

CGGTGTGCAGCCCAGAGC
ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA

CSSMO66 49 | A ATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG

RZPD BBI-B750 A0924Q2

ILSTS039 53 | T RZPD BBL-B750 023120Q2
ILSTS030 45 | orllCToeee AT o, RZPD TUM-B754 F2141Q2
ILSTS030 56 | oolic [ e S RZPD TUM-B754 G0725Q2
INRA2ZT 48 | oo e~ RZPD_BBLBTS0 E1416Q2
T .
PTK2 S0 | roacnmen At S RZPD_BBLBTS0  HIS63Q2
PTK2 66 | ACACGCCGAGTTCAAGTACC RZPD TUM-B754 E13125Q2

CCTGACATCAGTAGCATCTCC
ACTCTGTGCACGCTGCCCAATG

CACNB3 57 1 11GCCCTGTTCCCACAAACTGA

RZPD TUM-B754 F1796Q2

ﬂ—hﬂ—h—x—hﬂ—h—q—hﬂ—h—x—hﬂ—hﬂ—hﬁ—hﬂ—hﬂ—h—q—hl

TGCCACAGCATGGACTATGT
CYCl1 68 TGGTTTGGGGAAGTAGTCAGA RZPD TUM-B754 C11198Q2
TGCCACAGCATGGACTATGT

Zum Auffinden chromosomaler Fragmente, die wieder zu einer fortlaufenden Sequenz
(Contig) zusammengesetzt werden konnen, wurden BAC-MIDI-Praparationen mit den
Restriktionsenzymen ECORI und HindIIl verdaut und anschlieBend elektrophoretisch
getrennt (Abb. 4.4). Alle Klone lieferten Inserts. Aufgrund {ibereinstimmender
FragmentgroBBen der verdauten BAC-MIDI Praparationen konnten fiir jedes Enzym 2
Contigs zusammengestellt werden (Tab. 4.2 und 4.3). Fiir den EcoRI-Verdau ergaben 6
bzw. 5 Klone einen Contig, fiir den HindIII-Verdau ergaben 7 bzw. 5 Klone einen Contig.
FEin sequenzkongruenter Bereich zwischen den BAC-Klonen RZPD-B750K2432Q2
(CYP11B1) und RZPD-B754F2141Q2 (ILSTS039) wurde anschlieBend durch

Sequenzierung mit T7-Primern bestétigt.
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Abbildung 4.3: Elektropherogramm der mit dem Restriktionsenzym Notl verdauten BAC-
MIDI Priparationen zur Uberpriifung von Vektorbande und Inserts. Die Vektorbande
(Vektor pPBAC3.6e, Frengen et al. 2000) ist bei 8 kb sichtbar. Alle groeren Fragmente sind
BAC-Inserts. Es treten BAC-Inserts mit und ohne zusétzlichen Notl-Schnittstellen auf (ein
oder mehrere Fragmente), da NotI-Schnittstellen im Sdugergenom eine durchschnittliche
Haufigkeit von 3000/Genom (Imoto et al. 1994) besitzen. Auf den duBeren Spuren des Gels
sind DNA-GroBenmarker (Lambda-Mix Marker & Lambda-HindIIl Marker) aufgetragen.

Tabelle 4.2: Der Verdau von BAC-MIDI Priparationen mit Restriktionsenzym ECORI
zeigte nach elektrophoretischer Auftrennung auf Agarosegel Fragmente gleicher Grofie
zwischen den aufgefiihrten Paaren. Die BAC-Klone sind benannt nach den Genbezeich-
nungen der PCR-Sonde, mit der sie gefunden wurden. In Klammern tragen sie die JLU-
Nummer unter der ihre Glycerolstocks lagern.

Contig 1 Contig 2

CYC1 (63) — CYC1 (68) CSSMO066 (49) — ILSTS039 (56)
PTK2 (47) — CYC1 (68) CSSMO066 (49) — ILSTS039 (53)
PTK2 (66) — CYC1 (63) ILSTS039 (56) — ILSTS039 (53)
PTK2 (50) — CYC1 (63) ILSTS039 (45) — ILSTS039 (56)
INRA273 (48) — CYCL1 (63) ILSTS039 (45) — ILSTS030 (53)
INRA273 (48) — PTK2 (50) CYP11B1 (9) — ILSTS039 (53)

PTK2 (47) — PTK2 (50)
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Abbildung 4.4: Elektropherogramm eines 0,8%igen Agarosegels mit elektrophoretisch
aufgetrennten Restriktionsfragmenten von BAC-MIDI DNA-Préparation verdaut mit Res-
triktionsenzym HindIII. Pro BAC sind jeweils 3 verdaute Klone aufgetragen. In den aufien
liegenden Gelbahnen des Fingerprint-Agarosegels, sowie zwischen Verdaus, wurde DNA-
Marker-Mix (Lambda-Mix Marker, 19, GeneRuler DNA Ladder Mix) zur Schétzung der
gemeinsamen Fragmentgroflen aufgetragen. BAC-MIDI Restriktionsfragmente tragen den
Namen der Sonde, mit dem der jeweilige BAC-Klon gefunden wurden (siche Tabelle 3.1).
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Tabelle 4.3: Der Verdau von BAC-MIDI Préparationen mit Restriktionsenzym HindIII
zeigte nach elektrophoretischer Auftrennung auf Agarosegel Fragmente gleicher Grof3e
zwischen den aufgefiihrten Paaren. Die BAC-Klone sind benannt nach der Gen
Bezeichnung der PCR-Sonde, mit der sie gescreent wurden. In Klammern tragen sie die
JLU-Nummer unter der sie lagern.

Contig 1 Contig 2

PTK2 (47) — PTK2 (50) CSSMO66 (49) — ILSTS039 (56)
PTK2 (50) — PTK2 (66) CSSMO066 (49) — ILSTS039 (53)
PTK2 (47) — PTK2 (66) CSSMO66 (49) — ILSTS039 (45)
PTK2 (50) — CYCL1 (68) ILSTSO039 (53) — ILSTS039 (45)
PTK2 (47) — CYCL1 (68) ILSTS039 (45) — ILSTS039 (56)
PTK2 (47)— CYC1 (63) ILSTS039 (45) — CYP11B1 (9)
CYC1 (63)—CYC1 (68) ILSTS030 (53) - CYP11B1 (9)

PTK2 (50) — CYC1 (63)

PTK2 (66) — CYC1 (63)

PTK2 (66) — CYC1 (68)

PTK2 (47) — INRA273 (48)
INRA273 (48) — CYC1 (63)
INRA273 (48) — CYC1 (68)
INRA273 (48) — CACNB3 (57)

4.1.2 Physische Kartierungen des CYP11B1-Gens und eines putativen CYHR1-

Paralogs

Durch PCR-Screening der BAC-Bank BBI-B750 des Deutschen Resourcenzentrums fiir
Genomforschung (RZPD Berlin) mit den PCR-Primern (forward
5’-GGCCATCCAGTAGTCGTGTC-3" und reverse 3’-CTGTGCTGTTCCATGAGTGC-5),
abgeleitet aus Genbank DO00185 Eintrag, wurde der BAC-Klon BBI-B750K2432Q2
identifiziert. Durch Kolonie-PCR und Teilsequenzierungen mit CYP11B1-Primern, die aus
cDNA Sequenz entwickelt wurden (forward 5’-CCTACTCTATTCCCTGGGTCGAAAC-37;
reverse 3’-CAAGGTTCATCCCCAGCTCT-57), konnten CYP11B1 spezifische Sequenzen
in diesem Klon nachgewiesen werden. Durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
konnte der BAC-Klon physisch in die QTL-Region am centromerischen Ende von BTA14
kartiert werden, wie in Abbildung 4.5 (a) gezeigt. Das CYP11B1 Gen wurde dort der
homologen QTL-Region HSA8q23 des humanen CYP11B1-Gens (Taymans et al. 1998)
der cytogenetischen Region BTA14q12 zugewiesen.
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(b)

Abbildungen 4.5a, b: Physische Kartierung der bovinen Gene CYP11B1(Abb. 4.5a) und
CYHR1 (Abb. 4.5b) auf Chromosom BTA14 durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH). Zur Hybridisierung wurden Metaphasen-Chromosomen eines Simmental Bullen
mit einer 14/20 Robertson’schen Translokation an einer Kopie von BTA14 und BTA20
genutzt, um zweifelsfreie Zuordnung der Hybridisierungssignale zu gewédhrleisten.
Hybridisiert wurde der BAC-Klon RZPD BBI-B750K2432Q2 fiir das CYP11B1 Gen und
BAC-Klon RZPD BBI-B754J10135Q2 fiir das CYHR1 Gen. Hybridisierungssignale sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. Zur besseren Erkennung sind Chromosomenbilder vergrofBert
auf dem invertierten DAPI-Bild dargestellt. Doppelsignale kennzeichnen Schwester-
chromatiden der Metaphase-Chromosomen.
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Aus der EST158 (KIEL_E8) Sequenz (Genbank AI461432; Karall-Albrecht et al. 2000)
entwickelte PCR-Primer (forward 5 -AGCGGAGAAGGGACGGAAGC-37; reverse
3’-CGGTGTGCAGCCCAGAGC-5") wurden zum radioaktiven Filter-Screening der BAC-
Bank RZPD _TUM-B754 eingesetzt. Der auf diese Weise identifizierte BAC-Klon TUM-
B754J10135Q2 konnte durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) wie in
Abbildung 4.5b gezeigt physisch in die telomerische Region von BTA14 kartiert werden.

4.1.3 Kandidatengene und Kandidatenloci der QTL-Region

Zur Feinkartierung der QTL-Region im ADR-Familienmaterial Deutsche Holstein und
Fleckvieh wurde der von Winter et al. (2002) beschriebene Aminosdureaustausch K232A
im "Diacylglycerol O-acyltransferase homolog 1 (mouse)"-Gen (DGAT1) in Kombination
mit dem von Morohashi et al. (1987) beschriebenen Aminosdureaustausch V79A im
"Cytochrome P450, subfamily XI B, polypeptide 1"-Gen (CYP11B1) genutzt. In einem
zum humanen GML-Gen paralogen Locus, dem "hypothetical protein MGC134423"-Gen
beim Rind wurden mehrere SNP entwickelt, von denen zwei SNP zur Typisierung
ausgewdhlt wurden. Existierende Typisierungen des gleichen ADR-Familienmaterials mit
dem SSCP-Marker "Bovine Lambda Zapll Library Bos taurus cDNA clone 158"
(KIEL_E8) sowie den Mikrosatelliten-Markern "UniSTS:32658 BOVILS39" (ILSTS039)
und "UniSTS:279351 CSSM66" (CSSM066) aus der QTL-Region auf BTA14 konnten als
Rohdaten der ADR-Datenbank des Instituts fiir Tierzucht der Universitit Kiel entnommen
und fiir die Feinkartierung zusitzlich herangezogen werden. Ubernommene Daten sind als

solche in Tabellen und Text gekennzeichnet.
4.1.3.1 DGAT1-Genotypisierung und Allelfrequenzen

Die Typisierung der allelischen DGAT1 Variation zeigte eine klare Trennung dreier
unterschiedlicher Genotypen (AAAA, AAGC, GCGC), wie in Abbildung 4.6 in einem

Elektropherogramm des CfrI-Restriktionsverdaus dargestellt.
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Abbildung 4.6: Elektropherogramm von Genotypen des heterozygoten (AAGC) und
homozygoten (AAAA, GCGC) Status beider DGAT1-Allele.

In 18 Dt. Holstein-Familien (durchschnittlich 73 Séhne/Familie) und 3 Dt. Fleckvieh-
Familien (durchschnittlich 68 Sohne/Familie) wurden Allelfrequenzen im mittleren
Heterozygotie-Bereich gemessen. Fiir die Gesamtpopulationen konnte bei Dt. Holstein
0,564 (0,429 - 0,789) fiir DGAT1® und 0,436 (0,211 - 0,571) fir DGAT1", sowie bei
Dt. Fleckvieh 0,511 (0,500 - 0,533) fiir DGAT1* und 0,489 (0,500 - 0,467) fir DGAT1%*
festgestellt werden. Die Dt. Braunvieh-Familie war annihernd homozygot. DGAT1® hatte
dort eine Frequenz von 0,030 und DGAT1” von 0,970, Die DGAT1-Allelfrequenzen der
einzelnen Holstein-, Fleckvieh- und Braunvieh-Familien konnen Tabelle 4.4 entnommen
werden.

Aus 18 Holstein GroBvitern waren 9 heterozygot fir DGAT1*

Allele, 8 homozygot
fir DGAT1* und 1 GroBvater homozygot fir DGAT1X. Die Gesamtpopulation war zu
16 % homozygot fiir DGAT1¥, 51 % heterozygot fir DGAT1*™ und 33 % homozygot fiir
DGAT1". Bei Fleckvich waren aus 3 GroBvitern einer heterozygot fir DGAT1™ und
zwei homozygot fiir DGAT1*. Die Gesamtpopulation war zu 2 % homozygot fiir DGAT1,
18 % heterozygot fir DGAT1*™ und 80 % homozygot fir DGAT1*. Ein Braunvieh
GroBvater war homozygot DGAT1*. Die Gesamtpopulation war zu 6 % heterozygot fiir

DGAT1* und 94 % homozygot fiir DGAT1.

Genotypenfrequenzen fiir DGAT1 in erwarteter (Tabelle 4.5) und beobachteter
Frequenz (Tabelle 4.6) waren zwischen Familien unterschiedlich. Differenzen zwischen
beobachteten und erwarteten Genotypen konnen zufillig sein oder ein Hinweis, dass die
Population sich nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) befindet. Tabelle 4.7
zeigt Signifikanzen der Abweichung der Subpopulationen (ADR-Familien) vom HWG.
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Tatsdchlich weichen am DGAT1 Locus 16 Familien hochst signifikant vom HWG ab.
Fis-Werte (Weir & Cockerham 1984), die in einem Wertebereich von -1 bis 0
Heterozygoteniiberschuss und von 0 bis +1 Homozygoteniiberschuss in Subpopulationen
beschreiben, werden parallel hierzu in Tabelle 4.7 gezeigt. Die Individuen der ADR-
Familien im HWG am DGAT1 Locus (ADR Familien CG, CH), unterscheiden sich auch
durch einen Fig-Wert geringfiigig ndher null von den restlichen Familien. Insgesamt

wurden an diesem Locus mehr Heterozygote festgestellt, als unter HWG erwartet werden

kann.
4.1.3.2 CYP11B1-Genotypisierungen und Allelfrequenzen

Allelische Variation am CYP11B1-Locus zeigte drei klar unterscheidbare Genotypen
(TT, TC, CC), wie in Abbildung 4.7 in einem Elektropherogramm eines Pstl-Restriktions-

verdaus dargestellt ist.

Von 18 Holstein GroBvitern waren 9 heterozygot fir CYP11B1Y™ und 9 homozygot
fir CYP11B1". Drei Fleckvieh GroBviter waren homozygot fir CYP11B1", ebenso war
der Braunvieh GroBvater homozygot fiir CYP11B1".

DE0110700592 DE0340118479 DE1500054499
orange 21 PAMTERA orange orange 27
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POLY LOLRY
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Abbildung 4.7: Segregation beider PCR-RFLP Allele (Pstl) des Polymorphismus an
Position 30 in Exon 1 des bovinen CYP11B1-Gens, dargestellt an zwei Halbgeschwister-
Familien. Gezeigt ist in der Mitte der Abbildung der Genotyp des Dt. Angus Bullen
PAMTERA (orange) und an beiden Enden des Gels die Genotypen der beiden mit ihm
angepaarten Dt. Angus Kiihe "orange 21" und "orange 27". Dazwischen liegend aufgefiihrt
sind die Genotypen der aus den jeweiligen Anpaarungen resultierenden Kélber der
Jahrgédnge '98, '99, '01, '02 bzw. '98, '99, '00, '01, '02 zu sehen. Die beiden dullersten Spuren
sind mit DNA GroBenmarker (pUC Marker 8) belegt.
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Kapitel 4: Ergebnisse

In der ADR Holstein Population war die Haufigkeit der Frequenzen am CYP11B1
Locus in Richtung des Valin (V) Allels verschoben. Dieser Trend wiederholte sich auch in
den Fleckvieh- und Braunvieh-Familien. Uber alle Familien wurde in der Holstein
Population eine Frequenz fiir CYP11B1" von 0,771 (0,609 - 0,895) und CYP11B1" von
0,229 (0,105 - 0,391) festgestellt, in der Fleckvichpopulation fir CYP11B1Y von 0,868
(0,812 - 0,910) und CYP11B1* von 0,132 (0,090 — 0,188), sowie in der Braunvieh
Population fiir CYP11B1Y von 0,797 und fiir CYP11B1* von 0,203. CYP11B1
Allelfrequenzen der einzelnen Holstein-, Fleckvieh- und Braunvieh-Familie konnen

Tabelle 4.4 entnommen werden.

Die Frequenzen der erwarteten (Tabelle 4.5) und beobachteten (Tabelle 4.6) Genotypen
des CYP11B1 Gens waren in der Mehrzahl der Familien in guter Ubereinstimmung. Keine
der 18 Holstein-, 3 Fleckvieh- und der Braunvieh-Familie wich signifikant vom HWG
(Tabelle 4.7) ab. Fis-Werte (Weir & Cockerham 1984) waren bis auf eine ADR-Familie
(CG) an diesem Locus negativ und zeigten einen Heterozygoten Uberschuss an. Auch an
diesem Locus wurden insgesamt mehr Heterozygote festgestellt, als unter HWG erwartet

werden kann.
4.1.3.2.1 Molekulare Analyse des CYP11B1-Gens und eines CYP11B1-Pseudogens

Das Screening der BAC-Bank RZPD BBI-B750 identifizierte einen BAC-Klon
(RZPD-B750K2432Q2), der durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), wie in
Abbildung 4.5a gezeigt, in die QTL-Region auf BTA14q12 kartiert werden konnte.

1116bp
883bp
692bp

501bp
4839bp

404bp
331bp
242bp
190bp

cesthesas ABSRaERE HEPNESNS SESE-Fes

= -8 e sl pQeases S8 B* = ===

147bp

111bp
110bp

67bp

AAAAAAAT AAATAAAA  AA AT ATATAT AT AT AA AT AT AT AT AT AAAT AT AT AT AAAT AAAT AT AT MleiC8
arker

Abbildung 4.8: Elektropherogramm eines mit Restriktionsenzym Ddel verdauten
Mischamplifikates aus kodierendem CYP11B1-Gen und CYP11B1-Pseudogen. Aufgrund
der Uberlagerung von Signalen aus zwei verdauten Amplifikaten (Mischamplifikat) pro
DNA-Probe sind nur zwei Genotypen (AA, AT) zu erkennen. "Genotyp AA" liegt in
beiden Genen (CYP11B1, CYP11B1P) vor. Dem "Genotyp AT" kann jedoch eine Signal-
iiberlagerung aus den Kombinationen AA+AT oder AA+TT hinterliegen.
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QTL-Feinkartierung auf Chromosom BTA14

Dieser Klon trigt mindestens zwei Kopien des bovinen CYP11B1 Gens, wovon eine
Kopie fiir ein Genprodukt kodiert [EC: 1.14.15.4], die andere jedoch ein Pseudogen
(CYP11B1P) darstellt. Ein erster Ansatz einer Typisierung der polymorphen
Nukleotidposition 79 mittels eines PCR-RFLPs fiihrte zu einer Differenzierung von
anscheinend lediglich zwei Genotypen (AA, AT), da PCR Primer, aufgrund von
Sequenziibereinstimmung der Template von CYP11Bl1 wund CYP11B1P ein
Mischamplifikat von kodierendem Gen und Pseudogen erzeugten. Der Verdau mit
Restriktionsenzym Ddel fiihrte wie in Abbildung 4.8 gezeigt bei der elektrophoretischen
Auftrennung in jedem Verdau zu einer Uberlagerung und in Folge zu scheinbar zwei
Genotypen. Der Polymorphismus befindet sich im Pseudogen, das kodierende CYP11B1 ist
an dieser Position monomorph. Aufgrund dessen liegt der Schluss nahe, dass "Genotyp
AA" in beiden Genen (CYP11B1, CYP11B1P) vorkommt. Dem "Genotyp AT" kann jedoch

eine Signaliiberlagerung aus den Kombinationen AA+AT oder AA+TT hinterliegen.
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-266 -265 -264 -263 -262 -261 -260 -259 -258 -257

A G G G G G A G
274 273 272 =271 -270 -269 -268 -267

Abbildung 4.9: Detektion einer 4 bp groflen Deletion (GAGG) in der Promotorregion des
bovinen CYP11B1P-Gens durch Sequenzierung. Reihe 1 zeigt die Sequenzierung eines
Mischamplifikates aus dem CYP11B1-Gen und CYP11B1P-Gen. Reihe 2 zeigt die
Sequenzierung eines Subklons des bovinen CYP11B1P-Gens. Reihe 3 zeigt die
Sequenzierung eines Subklons des CYP11B1-Gens. Die unterbrochene Linie markiert den
Beginn der Doppelsequenz.
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Die Sequenzierung eines Mischamplifikates aus der 5'-Region von CYP11B1
(Gen/Pseudogen) von 33 Tieren erbrachte das Ergebnis einer Doppelsequenz ab
Sequenzposition -266 wie in Abbildung 4.9 dargestellt, wobei der Leserahmen um 4
Nukleotide verschoben war. Dieser Befund lieB auf eine Deletion von 4 Basenpaaren in
einer der beiden Sequenzen schlieBen. Sich daraus ergebende Nukleotidsubstitutionen sind
in Tabelle 4.8 dargestellt.

Tabelle 4.8: Nukleotidsubstitutionen zwischen kodierendem CYP11B1-Gen und
CYP11B1-Pseudogen in der Promotorregion und im Exon 1.

Nukleotid (5'-Region und Exon 1)
Position CYP11B1 CYP11B1P
-266
- 265
-264
-263
-212
-211
- 157
-62
+59
+ 65

+ 68

+ 89

+114

+ 180

(=) Richtung 3> —> 5°
(+) Richtung 5> - 3°; A (ATG) =1

AN==RERARRRT!

HOoOH-3Qra0r000 >0

o003

O . &7 8 ONin( SiNIes1ed 153 gl

Abbildung 4.10: Darstellung eines PCR-RFLPs auf SSCP Gel (DSCN3034). Beide PCRs
wurden identisch durchgefiihrt, jedoch mit unterschiedlichen forward Primern (links
Primer 245, rechts Primer 256) die dazu entworfen waren, allelspezifisch zwischen
kodierendem und pseudo bovinem CYP11B1 Gen zu differenzieren. Anschliessend wurden
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beide PCR-Produkte ii.N. mit dem Restriktionsenzym Bccl verdaut und auf SSCP Gel
unter identischen Bedingungen (10% PA37, 1% GLE, 650V, 5h, 5°C) aufgetrennt. Die
linke Gelhilfte zeigt Genotypen (<) AA, BB, AA, AB, AA, AB (Spuren 2-7)
unabhingige Segregation von zwei Allelen. In der rechten Gelhélfte (Spur 8-14) ist keine
Segregation (—) zu beobachten. Die dargestellten Bandenkombinationen bestitigen die
Typisierung des PCR-RFLPs auf Agarosegel, sowie die Unterschiedlichkeit beider
Amplifikate.

4.1.3.2.2 Allelspezifische PCR

Durch Subklonierung der PCR Produkte und anschlieBender Sequenzierung der MINI-
DNA-Priparationen konnte eine Deletion von 4 Basen (GAGGQG) in der Promotorregion des
CYP11B1-Pseudogens nachgewiesen werden. Auf der Grundlage dieser Sequenzen und
unter Nutzung der Deletion wurden sechs Primerpaare (245/195, 251/195, 252/195,
253/195, 255/195, 256/195) entworfen, wie in Abbildung 4.11 gezeigt. Die Sequenzierung
der Subklone mit M13 Primern forward und reverse erbrachten die in Tabelle 4.8

aufgefiihrten Sequenzunterschiede.

Mit differenzierenden Primersystemen hergestellte PCR-Amplifikate konnten in der
SSCP-Gelelektrophorese aufgrund unterschiedlicher Migration im elektrischen Feld durch
Tertidrstrukturunterschiede klar differenziert werden (Abbildung 4.10). Dazu wurden mit 2
mal 2 Paaren der in Abbildung 4.11 dargestellten Primersysteme (245+195, 251+195,
255+195, 256+195) vier verschiedene PCR-Produkte amplifiziert. Zwei PCR
amplifizierten ca. 570 bp des kodierenden und zwei PCR amplifizierten den homologen
Abschnitt des Pseudogens. Diese PCR-Produkte wurden nach einem Verdau mit
Restriktionsenzym Bccl durch eine SSCP-Polyacrylamidgel-Elektrophorese nachweislich

als fiir beide Genvarianten spezifisch amplifizierende Primersysteme bestatigt.

Deletion im
CYP11B1-

Primer forward» Pseudogen < reverse Primer
245 ATACTGGAGGGGGAGGAGG:. - - - v v e e e e e e e e e e e e e e e AACACCCTCACGTTCTGTCC 195
251 CCATACTGGAGGGGGAGGAG & - - v v e e e oo e e e e et e e e AACACCCTCACGTTCTGTCC 195
252 CCCATACTGGAGGGGGAGGA . i v oo e e e e e e e e e e AACACCCTCACGTTCTGTCC 195
253 TCCCATACTGGAGGGGGAGG - - i« o oo e oe e e e e e e e e e AACACCCTCACGTTCTGTCC 195

*255 CATACTGGAGGGGGAG CCTC . - e e AACACCCTCACGTTCTGTCC 195

*256 ACTGGAGGGGGAG CCTCTTG. .« - oo e e e AACACCCTCACGTTCTGTCC 195

Abbildung 4.11: Entwicklung selektiver PCR-Primer. Die Primersequenzen wurden derart
gelegt, das Primer 245, 251, 252, 253 mit ihrem 3'-Ende genau in der Deletion lagen und
somit nicht im Pseudogen amplifizieren konnten. Pseudogen-PCR-Primer *255 und *256
enthielten nicht die deletierten Nukleotide und konnten somit nicht im kodierenden Gen
amplifizieren.
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Validierung des PCR-RFLP: Zur weiteren Absicherung der Spezifitit wurde der zur
Typisierung des ADR-Familienmaterials entwickelte PCR-RFLP Assay des V30A
Polymorphismus im bovinen CYP11B1-Gen an unabhingigem Deutsch Angus-
Familienmaterial des Instituts fiir Tierzucht und Haustiergenetik iiberpriift. In Abbildung
4.7 ist der elektrophoretisch getrennte Pstl-Verdau eines PCR-Produktes mit SNP an
Nukleotidposition 79 (V30A) des unreifen CYP11B1-Proteins dargestellt. Die vollstindige
Segregation der elterlichen Allele in zwei unterschiedlichen Anpaarungen mit Kélbern

mehrerer Jahrgdnge kann beobachtet werden.
4.1.3.3 Genotypisierung und Allelfrequenzen des GML Gens

Durch Analyse des zur bovinen QTL-Region homologen humanen genomischen
Kontexts auf HSA8, sowie durch unterstiitzende Information der "Interactive Bovine In
Silico SNP" Datenbank (IBISS), konnte auf BTA14 das néichstgelegene Gen in
telomerischer Richtung des CYP11B1-Gens lokalisiert werden. Mit Hilfe der Sequenz des
"Homo sapiens GPI anchored molecule like protein (GML)" (Genbank Acc.: NM_002066)
wurden bovine ESTs lokalisiertt An Hand von EST-Primern (forward
5’-GGGATGATGCTCCTCTTTGC-3’, reverse 3’ -CGCATGGAGACAGTAAAACAGC-S’)
konnte ein 760bp groBes PCR-Fragment amplifiziert werden. PCR-Direktsequenzierung
erbrachte eine Teilsequenz des bovinen "hypothetical protein MGC134423"-Gen (bovines
GML Paralogon, Genbank MGC134423, NCBI GenelD: 767955) beginnend mit dem
Transkriptionsstart. Sequenziert wurden Exon 1 (58 bp), Intron 1 (593 bp) und Exon 2
(107bp partiell). Ein Sequenz-Alignment von 23 PCR-Direktsequenzierungen aus DNA
von Vitern des ADR-Familienmaterials, sowie einer BAC-MIDI-Préiparation (BAC-Klon
RZPD-B750K2432Q2) ergab mehrere Nukleotidabweichungen zwischen den Sequenzen,
von denen sich 2 SNP an Basenpaarpositionen +405 und +573 zu typisierbaren PCR-

RFLPs mit den Restriktionsenzymen Bccl (+405) und Hinfl (+573) entwickeln lie3en.

Validierung des PCR-RFLPs: Die zur Typisierung des ADR-Familienmaterials
entwickelten PCR-RFLPs aus Sequenzunterschieden des bovinen GML-Gens (Genbank
MGC134423) wurden an unabhidngigem Deutsch Angus Familienmaterial tiberpriift. In
Abbildung 4.12 ist der SNP (Position +405) durch Restriktionsverdau (Bccl) dargestellt.
Die vollstandige Segregation der elterlichen Allele in zwei unterschiedlichen Anpaarungen

mit Kélbern aus mehreren Jahrgdngen kann beobachtet werden.
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GML-Genotypisierungen und Allelfrequenzen: Allelische Variation am bovinen GML
Locus zeigte drei klar unterscheidbare Genotypen, wie in Abbildung 4.13 in einem
Elektropherogramm eines Pstl-Restriktionsverdaus dargestellt. Die drei mdglichen
Genotypen sind jeweils, fiir die Transition (SNP) an Nukleotidposition +405: GG, GA, AA
und fiir die Transversion (SNP) an Nukleotidposition +573: GG, GT, TT.

NCBI Genbank Accession Number AY950682

T T T e T I T e T oA T S eAT T O CACTaReC T T as T b ARG ET e
AT AT AT AT T e T ST T T AR GACGATOAGACTT GACT T TATT GRS TOATTT A
AT T AT COART T T A COAT T T T ACCCAGC TOAGATCTOCATET TAGGARTTETE 0
AT A T oA ACAGO T BT COAGAR AT COBOACRETCAGOATOBAGBARGGEET 0
T AR ACCAGT A TAEACCACEECACAET SRR EACCRaeAGTET CTaaeT 800 o
T e T T ARCAGAOE AT G T oo T AR AR T ORGSR GRET T Tas e 0
AT AT AT ST AT ST oA T CAMCATACCACAGOETOACAS
T A AT S OAGCTTT O AR GCTOTETCTOACAAGARMAAACTECTCRE T 0
AT RO T e T o T A AR GC T AT ST RO CAGOT O OA T CACT A TEACT
AT T BT ARG CATOOAGTOCT T oA TR GOARCOREUACEECTOCTORREATA.
AT AT AR AR S TO AT T GACTET O T T T O T T A TETAGROACETT A 0
AT ACART GO AT GAGT BT AT T T O OAAAAAAGETT COAT TOTACACT TART AGAAGST 7:2
e e e SO 7

GTCCTTATGACATTAGGCGCTGTTTTACTGTCTCCATGCG

Abbildung 4.12: Genomische Sequenz des bovinen GML-Paralogons (Genbank
MGC134423). Die Abbildung zeigt Exon 1 (58bp), Intron 1 (593bp) und Teilsequenz
Exon 2 (107bp). Exonische Sequenz ist unterstrichen. (G an Nukleotidpositionen +405
(Transition G — A) und |G| +573 (Transversion G — T) kennzeichnen SNPs im Intron 1.
Die dargestellte Sequenz wurde unter Genbank AY 950682 beim NCBI hinterlegt:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nuccore&cmd=&term=AY 950682 &go=Go)

Von 18 Holstein GroBvitern war 1 GroBvater heterozygot fiir GML™9™%4 ynd 17

homozygot fir GML™ % Von 3 Fleckvieh GroBvitern waren 2 heterozygot fiir

GML™PG054 ynd 1 GroBvater homozygot fir GML™"Y. Ein Braunvieh GroBvater war

homozygot GML ™%,
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Von 18 Holstein GroBvitern war 1 GroBvater heterozygot fir GML™*¢"7T und 17

homozygot fiir GML""®. Drei Fleckvieh GroBviter waren homozygot fiir GML™"*®. Ein

Brown-Swiss GroBvater war homozygot GML™ 736,

DE1400188591 DE0340118479 DE0917501849
orange 9 PAMTERA orange orange |

%
QOLE RO

501b
— m—— 75500
— a e —— 404bp
S e S SRR SRS (el SN NN SN NN — 331bp
— 242bp
—— 190bp
— 147bp

s -  — - —
111b
— — | <1lObB

uc uc
Me|10rker8 GA GG AA AA GA GA GA AA GG GG GA GA Maprker8

Abbildung 4.13: Segregation beider PCR-RFLP Allele (Bccl) des Polymorphismus an
Position +405 in Intron 1 des bovinen GML-Gens, dargestellt an zwei Halbgeschwister-
Familien. Gezeigt ist in der Mitte der Abbildung der verdaute Genotyp des Deutsch Angus
Bullen PAMTERA (orange) und an beiden Enden des Gels die Genotypen der beiden mit
thm angepaarten Deutsch Angus Kiihe "orange 9" und "orange 1". Dazwischen liegend
aufgefiihrt befinden sich die Genotypen der aus den jeweiligen Anpaarungen
resultierenden Kélber der Jahrginge '98, '99, '00, '01 bzw. '98, '99, '00, '01, '02. Die beiden
dulleren Spuren sind mit DNA Grofenmarker (pUC Marker 8) belegt.

In der ADR Holstein Population war die Haufigkeit der Frequenzen am GML ™" Locus

: +
sowie am GML""

Locus extrem in Richtung eines Allels verschoben. Dieser Trend
wiederholte sich am GML™* Locus in der Braunvieh Familie in abgeschwichter Form,
jedoch nicht in den Fleckvieh Familien. Hier waren die Frequenzen anndhernd ausge-
glichen. Fiir den GML™" Locus wurde iiber alle Familien in der Holstein Population eine
Frequenz fir GML™%® von 0,949 (0,750 - 1.000) und GML™** von 0,051 (0,250 - 0)
festgestellt, in der Fleckviehpopulation fir GML™”® von 0,678 (0,556 - 0,844) und
GML"™%" yon 0,322 (0,444 - 0,156), sowie in der Braunvieh Population fiir GML"%°® von
0,859 und GML ™% von 0,141. Fiir den GML"" Locus wurde iiber alle Familien in der
Holstein Population eine Frequenz fiir GML™7*® von 0,985 (0,804 - 1.000) und GML"™"*T
eine Frequenz von 0,015 (0,196 - 0,000) festgestellt, die Fleckvieh- und Braunvieh-
Populationen waren homozygot fir GML"™"*¢. GML™®S"%* ynd GML™7CT Allel-

frequenzen der einzelnen Holstein-, Fleckvieh- und Braunvieh-Familie konnen Tabelle 4.4

entnommen werden.
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QTL-Feinkartierung auf Chromosom BTA14

Die Frequenzen der erwarteten (Tabelle 4.5) und beobachteten (Tabelle 4.6) Genotypen
der GML™ und GML™" Loci waren in allen Familien in sehr guter Ubereinstimmung.
Keine der 18 Holstein-, 3 Fleckvieh- und der Braunvieh-Familie mit heterozygoten S6hnen
wich signifikant vom HWG (Tabelle 4.7) ab. Fis-Werte (Weir & Cockerham 1984) waren
bis auf eine ADR-Familie (CE) an diesem Locus negativ und zeigten einen Heterozygoten
Uberschuss an, wenn auch nur in geringer Anzahl. Dadurch wurden auch an diesen Loci

insgesamt mehr Heterozygote festgestellt, als unter HWG erwartet werden konnen.

4.1.3.4 Genotypenfrequenzen und Allelfrequenzen der Mikrosatellitenmarker
ILSTS039 und CSSM066

Allelfrequenzen der Mikrosatellitenmarker ILSTS039 und CSSM066 wurden von J.
Bennewitz bzw. C. Kiihn aus der ADR-Datenbank (Kiel) iibernommen. Mit ILSTS039
waren 1501 Bullen, davon 16 Holstein-Familien (1248 S6hne), 3 Fleckvieh-Familien (199
Séhne) und 1 Braunvieh-Familie (32 S6hne), sowie 3 Great- und 22 Grandsires typisiert.
Mit CSSM066 waren 911 Bullen, davon 17 Holstein Familien (797 Sohne), 1 Fleckvieh-
Familie (56 Sohne) und 1 Braunvieh-Familie (33 Sohne), sowie 3 Great- und 22

Grandsires typisiert.

Wie aus Tabelle 4.9 ersichtlich, kamen von ILSTS039 alle 8 Allele in unterschiedlichen
Frequenzen im ADR-Familienmaterial vor. In den Holstein Familien waren die
vorkommenden Allele mit ihren Frequenzen: 217 (0,001), 219 (0,624), 221 (0,055),
223 (0,000), 225 (0,262), 227 (0,058), 229 (0,051), 231 (0,017), in den Fleckviehfamilien
waren die vorkommenden Allele mit ihren Frequenzen: 217 (0,007), 219 (0,044),
221 (0,128), 223 (0,048), 225 (0,432), 227 (0,295), 229 (0,041), 231 (0,006) und in den
Braunvieh-Familien waren die vorkommenden Allele mit ihren Frequenzen: 219 (0,621),
221 (0,030), 225 (0,197), 227 (0,136), 229 (0,015). Von CSSM066 kamen von 13 Allelen
maximal 12 Allele (Holstein) im ADR-Familienmaterial in unterschiedlichen Frequenzen
vor. In den Holstein Familien waren die vorkommenden Allele mit ihren Frequenzen:
178 (0,001), 180 (0,024), 182 (0,081), 184 (0,088), 186 (0,189), 188 (0,068), 190 (0,410),
192 (0,049), 194 (0,122), 196 (0,002), 198 (0,020), 200 (0,002), in den Fleckvieh Familien
waren die vorkommenden Allele mit ihren Frequenzen: 180 (0,018), 182 (0,035),
184 (0,009), 186 (0,553), 188 (0,018), 190 (0,263), 194 (0,018), 196 (0,018), 198 (0,070)
und in den Braunvieh Familien waren die vorkommenden Allele mit ihren Frequenzen:

178 (0,015),
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182 (0,061), 184 (0,030), 186 (0,500), 190 (0,030), 194 (0,303), 198 (0,015), 200 (0,030),
202 (0,015). Allelfrequenzen beider Marker konnen Tabelle 4.9 entnommen werden.

Tabelle 4.10 zeigt die Genotypfrequenzen in absoluter und relativer Menge der
multiallelischen Mikrosatelliten-Marker (ILSTS039, CSSM066) im ADR-Familienmaterial
Holstein und Fleckvieh. Die Anzahl der Genotypen von ILSTS039 und CSSMO066 variierten
stark zwischen den Markern. Im ADR-Familienmaterial kamen von ILSTS039 25
unterschiedliche Genotypen (aus 8 Allelen) und von CSSMO066 40 unterschiedliche
Genotypen (aus 12 Allelen) vor, jedoch von beiden Markern insgesamt weniger in
Fleckvieh als in Holstein. ILSTS039 hatte in Holstein 24 und in Fleckvieh 12 Genotypen.
CSSMO066 hatte in Holstein 40 und in Fleckvieh 13 Genotypen. Die Genotypen mit den
hochsten Frequenzen in der Population sind zwischen den Rassen unterschiedlich. Holstein
besitzt mit den Genotypen ILSTS030*'"%" (23,5%), ILSTS039*'"**' (9,7%) und
ILSTS039%'"*% (29,9%), sowie CSSM066'"'”° (15,7%) und CSSMO066'*"'"** (12,7%)
weniger Variation an diesen Loci als Fleckvieh. Hier finden sich die Genotypen
ILSTS039%2"%7 (13,9%), ILSTS039*%*" (10,4%), ILSTS039*"**" (41,3%), ILSTS039%*"%%*
(15,4%), sowie CSSM066'*1%¢ (23,29%) und CSSM066'%'° (37,5%).

4.2 Ergebnisse der Datenanalyse
4.2.1 Genetische Kartierung der Marker

Die genetischen Karten der ADR-Holstein-Population (1314 Bullen) und
Fleckviehpopulation (205 Bullen) wurde aus den in dieser Arbeit neu entwickelten
Markern CYP11B1, GML™" und GML™", dem im Rahmen dieser Arbeit typisierten
Marker DGAT1, sowie weiterer Typisierungsdaten von einem SSCP-Marker und 11
Mikrosatelliten aus dem ADR I Projekt (Thomsen et al. 2000) errechnet (Abbildung
4.15). Die neue geschlechtsspezifische (médnnliche) Karte von BTA14 umfasst eine Grof3e
von 156,2 cM (Kosambi) in Dt. Holsteins und 148,1 cM (Kosambi) in Dt. Fleckvieh.
Durch die Typisierungsdaten von 16 Loci in Holstein und 11 Loci in Fleckvieh waren
insgesamt 4609 informative Meiosen fiir Holstein, und 443 fiir Fleckvieh représentiert
(Tabelle 4.11). Die kleinsten Abstinde in einem Markerpaar waren <1 cM (KIEL_E8-
DGAT1), die grofBten Abstinde betrugen 25,9 cM (Holstein) bzw. 46,0 cM (Fleckvieh).
Die durchschnittlichen Intervalle lagen bei 11,1cM bzw. 14,8 cM.
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Tabelle 4.11: Beobachtete Heterozygotie der Markerloci, Polymorphismus-Informations-
Gehalt (PIC) und informative Meiosen fiir 16 Marker auf BTA14 zwischen Dt. Holstein
und Dt. Fleckvieh Populationen.

Marker- Heterozygotie ! PIC? informative Meiosen
loci Dt.Holstein Dt.Fleckvieh Dt.Holstein Dt Fleckviech Dt.Holstein Dt.Fleckvieh
KIEL E8 0.510 0.034 0.364 0.033 341 0
DGAT1 0.505 0.181 0.367 0.177 362 32
CYP11B1 0.443 0.270 0.332 0.206 550 0
GML*%® 0.075 0.461 0.071 0.346 16 65
GML*" 0.034 0.000 0.033 0 33 0
ILSTS039 0.672 0.554 0.601 0.492 800 42
CSSM066 0.763 0.729 0.725 0.559 627 35
RM180 0.585 n.t. 0.575 n.t. 306 n.t.
RM11 0.583 0.712 0.514 0.612 229 77
BM4630 0.276 0.232 0.262 0.203 83 0
RM192 0.672 0.425 0.610 0.376 316 33
BMS1899 0.772 n.t. 0.584 n.t. 96 n.t.
BM4513 0.718 n.t. 0.729 n.t. 192 n.t.
BL1036 0.827 0.890 0.787 0.801 516 159
INRAQ92 0.552 n.t. 0.511 n.t. 85 n.t.
INRA100 0.477 n.t. 0.470 n.t. 57 n.t.
u. a. Loci 0.529 0.408 0.471 0.238 288 40

'Heterozygotie wie in Nei (1973)
?PIC = Polymorphism Information Content wie in Bostein et al. (1980)
n.t. = nicht typisiert U. a. Loci = iiber alle Loci

Zwischen den Rassen folgten die beobachtete Heterozygotie, der Polymorphismus-
Informations-Gehalt (PIC) und die Anzahl der informativen Meiosen keinem gemeinsamen
Trend und unterschieden sich an einzelnen Loci erheblich. Die durchschnittliche
beobachtete Heterozygotie aller Marker innerhalb der 1291 Séhne der Holstein-Familien
betrug 0,529 und der 201 Soéhne der Fleckvieh-Familien 0,408. Der PIC, gemessen in
einem Bereich von 0 bis 1, war fiir Holstein in 56,2% aller polymorphen Marker > 0,5 und
fiir Fleckvieh in 30% der polymorphen Marker > 0,5. Der PIC variierte in einem Bereich
von 0,033 bis 0,787 in Holstein und von 0 bis 0,801 in Fleckvieh. Der durchschnittliche
PIC-Wert betrug 0,471 in Holstein und 0,238 in Fleckvieh. In Holstein befanden sich
62,5% der Marker liber dem PIC-Populationsmittel, bei Fleckvieh 60%. Alle 16 Marker
zeigten in Holstein im Durchschnitt 288 informative Meiosen und in Fleckvieh 40. Hier

lagen in Holstein 56,3% der Marker iiber dem Populationsmittel und in Fleckvieh 36,4%.
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Abbildung 4.14: Das schematisierte Holstein-Familienmaterial der Arbeitsgemeinschaft
Deutscher Rinderziichter (ADR) zeigt Verwandtschaftsverhéltnisse als Ergebnis einer
Auswertung von Pedigree-Informationen mit Hilfe der Pedigree-Datenbank der Holstein-
Association USA (URL 50) der in dieser Arbeit untersuchten Halbgeschwisterfamilien.
Die Nutzung der kompletten Verwandschaftsinformation ermdglicht genauere
Kartierungsergebnisse. Quadrate ([J) kennzeichnen Bullen (Viter/S6hne) und Kreise (O)
kennzeichnen Kiihe (Miitter/Tochter). Leere und unbeschriftete Quadrate und Kreise
kennzeichnen nicht im Familienmaterial enthaltene Tiere, die zur Vollstindigkeit der
Verwandtschaftsverhiltnisse eingezeichnet sind. Unmarkierte Linienkreuzungen (+_1) sind
ohne Informationsgehalt, markierte Linienkreuzungen filhren zum Vater (®-+_L1) oder
zeigen Nachkommen (¥v+1). AA, BB, CC sind Ur-Grof3viter (Great Grandsires). AB,
AC, AD, AE, AF, BC, BD, BE, CD, CE, CF, CG, CH, CI und CK sind Grof3viter
(Grandsires). Zusétzlich werden DA, EA und FA als unabhingige Grofviter (Grandsires)
gefiihrt. Die FamiliengroBen sind uneinheitlich. Jeder GroBvater besitzt die in der
Abbildung als Zahlen angegebene Menge von S6hnen (Sons). Wiederum deren weibliche
Nachkommen (nicht im Schema enthalten) werden im Familienmaterial als Enkelinnen
(Granddaughters) phanotypisch ausgewertet (Weller et al. 1990). Die farbliche Gestaltung
verdeutlicht reziproke verwandtschaftliche Einfliisse der drei Ur-GroBviter AA (blau), BB
(rosa) und CC (gelb).

Das zum Errechnen der genetischen Karten genutzte CRI-MAP Programm (Green et al.
1990) beriicksichtigt Pedigreedaten zur Abstammungskontrolle und Uberpriifung der
Typisierungen. Dariiber hinaus ermoglicht die bekannte Stellung gemeinsamer Vorfahren

im Stammbaum eine hohere Genauigkeit genetischer Karten (Green et al. 1990). Aus
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diesem Grund wurde, wie in Abbildung 4.14 gezeigt, die Verwandschaft der Holstein
Familien des ADR Familienmaterials anhand der Pedigrees der Holstein Association, USA
untersucht und reziproke Verwandschaftsverhéltnisse dargestellt. Der Great-Grandsire AA
wurde teilweise mit Tochtern des Great-Grandsires CC angepaart, sowie mit einer Tochter
eines gemeinsamen Vorfahren der B-Familien. Der Grossvater des Bullen AA ist der Ur-
Ur-Grossvater des Bullen EA. Great-Grandsire BB wurde ebenfalls mit Tochtern des
Great-Grandsires CC angepaart und ist seinerseits, durch einen gemeinsamen Vater,
Halbbruder zu FA. Der Great-Grandsire CC ist nicht durch gemeinsame Vorfahren, jedoch
durch seine Tochter mit den A-Familien und B-Familien verwandt. S6hne CD und CE sind
viterliche Habgeschwister wie alle anderen Sohne auch, ihre Miitter jedoch hatten
ebenfalls einen gemeinsamen Vater. DA ist liber seine miitterlichen Vorfahren mit BB und

FA verwandt, denn der Vater von BB und FA ist sein Ur-Grossvater.

Im Einzelnen kartierten 16 Marker in der Dt. Holstein Population: KIEL_E8 (0,0 cM),
DGAT1 (0,9 ¢cM), CYP11B1 (4,4 cM), GML™® (5,7 ¢cM), GML™" (5,9 cM), ILSTS039
(6,0 cM), CSSMO066 (15,7 cM), RM180 (48,8 cM), RM11 (63,2 ¢cM), BM4630 (64,6 cM),
RM192 (82,8 cM), BMS1899 (93,5 cM), BM4513 (125,4 cM), BL1036 (154,9 cM),
INRA092 (156,2 ctM), INRA100 (156,2 cM).

In Dt. Fleckvieh Population kartierten 11 Marker: KIEL_ES8 (0,0 cM), DGAT1 (0,0 cM),
CYP11B1 (11,6 cM), GML™® (23,2 ¢cM), GML™" (24,5 c¢M), ILSTS039 (25,7 cM),
CSSMO066 (27,1 cM), RM11 (73,2 cM), BM4630 (92,8 cM), RM192 (112,5 ¢cM), BL1036
(148,1 cM).
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Abbildung 4.15a, b: Geschlechtsspezifische (médnnliche) genetische Karte des bovinen
Chromosoms 14 (BTA14 a, b), sowie cytogenetische Karte (BTA14). Dargestellt sind die
mit CRI-MAP (URL 44) gerechneten genetischen Karten der Holstein Population (a),
sowie der Fleckviehpopulation (b) des ADR-Familienmaterials in Kosambi ¢cM. Durch
unterschiedliche Rekombinationsfrequenzen zwischen den Rassen unterscheiden sich die
Karten in Grof3e, wie auch die Abstinde zwischen den Markern variieren.
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Abbildung 4.15c: Physische Karte des proximalen Endes von Chromosom 14 des Rindes,
nach NCBI Bos taurus Build 4.0 (2009.06.09), veréndert. Eingezeichnet sind 18 TyplI- und
Typll-Marker mit ihren jeweiligen chromosomalen Positionen in Basenpaaren:
<KIEL_E8 (257K), 4«DGAT1 (445K), TSTA3 (909K), LY6D (1,2M), «ILSTS039
(1,2M), CYP11B1P2 (1,2M), CYP11B1PI1 (1,3M), 4«GML (1,3M), «CYP11B1 (1,3M),
LY6E (1,4M), LY6H (1,5M), PTK2 (2,2M), 4CSSM066 (4,0M), TG (8,04M).

< typisierte Marker, <| nicht typisierte Marker zur Orientierung in der QTL Region.
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4.2.2 Analyse des Kopplungsungleichgewichts (LD) zwischen Markern

Mit Hilfe des Online Programms GENEPOP (URL 17, Weir & Cockerham, 1984)
konnte das Kopplungsungleichgewicht zwischen den Genotypen der Marker der QTL-
Region paarweise berechnet werden. Tabelle 4.12 zeigt die Ergebnisse des Fisher Test auf
Unabhéngigkeit. P-Werte wurden fiir jedes Marker-Marker-Paar iiber alle Holstein
Populationen errechnet. Bis auf drei Kombinationen bei durchschnittlich 25,9
Freiheitsgraden (12-36) standen 12 Markerpaare in einem hdchst signifikanten (***P),
2 Markerpaare in einem hoch signifikanten (**P) und 3 Markerpaare in einem
signifikanten (*P) Kopplungsungleichgewicht.

Tabelle 4.12: Fisher’s Test auf Unabhéangigkeit fiir jedes Marker-Marker-Paar {iber alle

Holstein Populationen. Signifikanzen kennzeichnen Kopplungsungleichgewichte.
(0 - Hypothese = "keine Kopplung"; geringes y2 = Annahme der 0 - Hypothese)

Markerpaare v FG P-Wert

KIEL-ES & DGAT1 unendlich 28 <0.0001 ***
KIEL-E8 & CYP11B1 unendlich 36 <0.0001 ***
DGAT1 & CYP11B1 unendlich 28 <0.0001 ***
KIEL-E8 & GML™® 58.833 34 0.005 *

DGAT1 & GMLYM® 25.045 28 0.625 n.s.
CYP11B1 & GML™® 20.605 34 0.966  n.s.
KIEL_ES8 & GML*™" 31.716 12 0.002 *

DGAT1 & GML*™"? 32.353 12 0.001  **
CYP11B1 & GML*™"? unendlich 12 <0.0001 ***
GML*® & GML™" 3.153 12 0.994 n.s.
KIEL_E8 &  ILSTS039 unendlich 32 <0.0001 ***
DGAT1 &  ILSTS039 unendlich 24 <0.0001 ***
CYP11B1 &  ILSTS039 unendlich 32 <0.0001 ***
GML™%® &  ILSTS039 unendlich 30 <0.0001 ***
GML"™" &  ILSTS039 unendlich 12 <0.0001 ***
KIEL_E8 &  CSSMO066 unendlich 34 <0.0001 ***
DGAT1 &  CSSMO066 unendlich 24 <0.0001 ***
CYP11B1 &  CSSMO066 unendlich 34 <0.0001 ***
GML™%® &  CSSMO066 unendlich 32 0.001  **
GML*™" &  CSSMO066 unendlich 12 0.049 *

ILSTS039 & CSSMO066 unendlich 32 <0.000] ***

*P=0.05, **P =0.001, ***P =0.0001, FG = Freiheitsgrade, n.s. = nicht signifikant

Zur Charakterisierung des Kopplungsungleichgewichtes in der QTL-Region unter
besonderer Beriicksichtigung des Mikrosatellitenmarkers ILSTS039, wurde zwischen
jedem einzelnen der 8 Allele (217-231) des Mikrosatelliten und jedem Allel
KIEL_E8"™, DGAT1Y™, cYP11B1“™Y), GML™""*2 ynd GML"™"*"*? der Grad der
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Assoziation berechnet, wie in Tabelle 4.13 gezeigt. Dabei ergab sich, dass nicht alle Allele

des ILSTS039 mit den Markern der Region gekoppelt sind.

Zwei Allele (ILST8039217+223) standen mit keinem anderen Markerallel in einer
signifikanten Kopplung, ein Allel (ILSTS039*"") stand mit allen anderen Markerallelen in
hoch signifikanter Kopplung. Vier Allele (ILSTS039%" 22 227 22%) gtanden mit den
GML™” Allelen in keinem signifikanten Kopplungsverhiltnis, ebenso zwei Allele

(1LSTS039%%% ') mit keinem GML ™% Allel.

Die Verteilung der Anzahl typisierter Genotypen pro Allel geht proportional konform
mit Allelfrequenzen des Markers ILSTS039. Tabelle 4.13 zeigt die Anzahl Genotypen pro
Allel, die im Signifikanztest (y°) auf Marker - Marker Kopplung beriicksichtigt wurden.

Nicht signifikante Kopplungsverhiltnisse gehen hierbei auf jeweils drei Genotypen zuriick.

4.2.3 Regressionsanalyse des Einflusses genetischer Variation der CYP11B1- und

DGAT1-Gene auf Leistungs- und Nutzungsmerkmale in Deutschen Holstein Rindern

Mit der GML-Procedure der Statistik-Software-Suite SAS wurden drei Regressions-
modelle (CYP11B1, DGAT1, CYP11B1 & DGAT1) gerechnet.

* Deskriptive Statistik deregressierter Zuchtwerte (DRZW)

Anzahl Sohne (n), Mittelwerte, Standardabweichungen (SD), Minima und Maxima der
deregressierten  Zuchtwerte (DRZW), Heritabilititen (h?) und durchschnittliche
Sicherheiten (d. S.) fiir Milchproduktions-, Fruchtbarkeits-, und Exterieurmerkmale, der in
dieser Auswertung beriicksichtigten 1291 Holstein Sohne werden in Tabelle 4.14
vorgestellt. Durchschnittliche DRZW fiir Mengenmerkmale und somatische Zellzahl
waren positiv, wogegen Prozentmerkmale negative Werte zeigten. Heritabilititen wurden
der Zuchtwerteverdffentlichung (VIT, Verden) entnommen, die online (URL 43)

konsultiert werden kann. Sicherheiten lagen, im Durchschnitt aller Merkmale, {iber 84 %.

* Allel- und Genotypfrequenzen

Allelfrequenzen und Genotypfrequenzen des gesamten ADR-Familienmaterials fiir
DGAT1 und CYP11B1 des ADR-Familienmaterials wurden in den Kapiteln 4.1.3.1 und
4.1.3.2 beschrieben. Wie in Tabelle 4.15 gezeigt, waren von 18 Holstein Vitern 9
heterozygot fiir CYP11B1"™ und 9 Viter heterozygot fiir DGAT1™* Allele. Nur 5 Viter
waren heterozygot fiir beide Polymorphismen. Neun Holstein Viter waren homozygot fiir

CYP11B1"; keiner war homozygot fiir CYP11B1%; acht waren homozygot fiir DGAT1*
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und ein Vater war homozygot fir DGAT1¥. Von 1291 Deutsche Holstein Séhnen, waren
48 % homozygot fiir CYP11B1Y, 44 % heterozygot fiir CYP11B1*™ und 8 % homozygot
fir CYP11B1*. 16 % waren homozygot fir DGAT1X, 51 % waren heterozygot fiir
DGAT1*™ und 33 % homozygot fiir DGAT1".

Tabelle 4.15: Anzahl der Sohne pro Grandsire und die Verteilung der Valin-Alanin
Substitution (V30A) Genotypen im 118-hydroxylase [EC1.14.15.4] kodierenden
CYP11B1 Gen, sowie der Lysin-Alanin Substitution (K232A) Genotypen in dem fiir
diacylglycerol O-acyltransferase [EC2.3.1.20] kodierenden DGAT1 Gen innerhalb jeder
Grandsire (Grof3vater) Familie des Deutschen Holstein Granddaughter-Design.

Genotypen DGAT1* Genotypen CYP11B1"
Familie® n KK KA AA \AY VA AA
01 32 8 13 11 23 9 0
02 42 0 19 23 16 21 5
03 22 0 10 12 8 11 3
04 51 0 36 15 39 12 0
05 18 0 10 8 13 5 0
06 128 38 60 30 53 61 14
07 275 78 137 60 115 133 27
08 28 0 17 11 17 11 0
09 23 4 10 9 17 6 0
10 31 9 12 10 22 9 0
11 56 0 27 29 29 26 1
12 29 11 13 5 14 12 3
13 19 11 8 0 15 4 0
14 25 0 14 11 19 6 0
15 42 10 20 12 31 11 0
16 352 0 188 164 123 181 48
17 60 19 29 12 32 26 2
18 58 17 30 11 30 27 1

*DGATL1 Allelvariante (K = Lysin; A = Alanin)
®CYP11B1 Allelvariante (V = Valin; A = Alanin)
¢ Genotypfrequenzen S6hne heterozygoter (KA/VA) Viter im Fettdruck dargestellt

* Sicherheiten der Zuchtwerte

Holstein Bullen, die in die vorliegenden statistischen Auswertungen eingingen wurden
zwischen 1986 und 1993 geboren. Die Sicherheiten ihrer Zuchtwerte betrugen fiir fiinf
Milchproduktionsmerkmale durchschnittlich 96,0 % (54,0-99,0 %), fiir somatische
Zellzahl  durchschnittlich  92,5%  (54,0-99,0 %), fir paternalen Kalbeverlauf
durchschnittlich 85,6 % (54,0-99,0 %), fiir maternalen Kalbeverlauf durchschnittlich
72,7 % (30,0-99,0 %), fiir paternale Non-return-Rate durchschnittlich 66,1 % (50,0-
83,0 %), flir maternale Non-return-Rate durchschnittlich 62,1 % (33,0-99,0 %) und fiir
Nutzungsdauer durchschnittlich 84,4 % (38,0-99,0 %).
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« Effekte von CYP11B1" und DGATL®

In allen angewendeten Regressionsmodellen, um Effekte fiir CYP11B1Y und DGAT1®
Allele zu schitzen, war der fixe Effekt fiir Sire (Vater) signifikant. Tabelle 4.16 zeigt
geschitzte Effekte (a/2), wie in Falconer & Mackay, 1996, von CYP11B1Y und DGAT1®
mit ihren jeweiligen  Standardfehlern (SE) fiir  Milchproduktions-  und

Fruchtbarkeitsmerkmale, sowie dem BestimmtheitsmaB (R?).

Die Effekte von CYP11B1" und DGAT1 fiir Milchproduktionsmerkmale waren alle
hoch signifikant (P < 0,01). CYP11B" war signifikant (P < 0,05) fiir somatische Zellzahl,
wenn Regressionskoeffizienten fiir jedes Allel separat errechnet wurden. Jedoch in einer
gemeinsamen Analyse, mit beiden Allelen als abhidngige Variablen in einem statistischen
Modell, adnderten sich Werte fiir CYPllBlV, doch DGAT1® blieb hoch signifikant
(P<0,01) fir alle finf Produktionsmerkmale. CYP11B1" Effekte fiir Milchmenge
(P <0,01), Fettgehalt (P <0,01) und Proteinmenge (P <0,01) waren weiterhin hoch
signifikant und Effekte fiir Proteingehalt (P < 0,05) signifikant. Der Effekt fiir Fettmenge

verlor Signifikanz.

Die Analyse fiir Fruchtbarkeitsmerkmale zeigte signifikante Effekte fiir CYP11B1" bei
paternalem Kalbeverlauf (P < 0,05) und fiir DGAT1® bei maternaler Non-Return-Rate 90
(P <0,05) im Einzelmodell. Im gemeinsamen Modell blieb DGAT1® signifikant (P < 0,05)
fiir maternale Non-Return-Rate 90, jedoch CYP11B1Y war hoch signifikant (P < 0,01) fiir

paternalen Kalbeverlauf.

Bei der Anwendung der Einzelmodelle auf Exterieurmerkmale (Tabelle 4.17) zeigten
sich keine signifikanten CYP11B1" Effekte. Das DGAT1® Allel hatte hoch signifikante
Effekte fiir Stirke (P <0,01) und signifikante Effekte fiir Beckenbreite (P <0,05). Die
Wiederholung der Schidtzung im gemeinsamen Modell erbrachte fast identische o/2 Werte

fir DGAT1". CYP11B1Y Effekte blieben jedoch auch hier ohne Signifikanz.

* Korrelationen zwischen deregressierten Zuchtwerten

Korrelationen der DRZW wurden zwischen Milchproduktionsmerkmalen, sowie
somatischer Zellzahl und Zuchtleistungsmerkmalen, sowie Nutzungsdauer geschétzt
(Tabelle 4.18). Paternaler Kalbeverlauf war negativ korreliert mit Milchmenge (P < 0.05),
Fettmenge (P <0,01), Proteinmenge (P<0,05) und SCS (P<0,01). Maternaler

Kalbeverlauf war positiv korreliert mit Proteinmenge (P <0,01) und negativ mit
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SCS (P <0,01). Maternale Non-Return-Rate 90 war negativ korreliert mit Milchmenge
(P <0,05), Fettmenge (P <0,01), Proteinmenge (P <0,01) und Fettgehalt (P <0,05).
Nutzungsdauer war negativ korreliert mit Fettmenge (P <0,01), Fettgehalt (P <0,01) und
SCS (P<0,01). Obwohl diese Korrelationen aufgrund grofer Tierzahlen nominal

signifikant oder auch hoch signifikant geschitzt wurden, waren sie real jedoch nur gering.

Tabelle 4.18: Phénotypische Korrelationen zwischen deregressierten Zuchtwerten
(DRZW) von fiinf Milchproduktionsmerkmalen, somatischer Zellzahl und Fruchtbarkeits-
merkmalen mit Nutzungsdauer bei Deutschen Holstein Rindern

Milch Fett Protein Fett Protein  Somatische

Merkmal DRZW ke ke kg % % Zellzahl

* kekok *
Kalbeverlauf 0.07 0.10 -0.06 20.02 0.05 -0.09%*
paternal

ks

Kalbeverlauf 0.05 0.02 0.08 -0.02 0.04 -0.08%**
maternal
Totgeburt 0.03 0.03 0.03 -0.01 -0.01 -0.02
paternal
Totgeburt -0.03 -0.03 -0.03 0.00 0.01 -0.03
maternal
Non return rate 0.05 0.02 0.05 -0.04 -0.02 -0.01
90 paternal

£ kekok ook sk *
Non return rate -0.06 0.12 -0.09 -0.06 -0.04 0.02
90 maternal
Nutzungsdauer -0.03 -0.12%**  -0.03 -0.08** 0.01 -0.52%**

DRZW = deregressierter Zuchtwert, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001
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4.2.4 Varianzanalyse und Multiple Regressionsanalyse des Einflusses genetischer
Variation der Marker (Typ I+11) KIEL_E8, DGAT1, CYP11B1, GML*%® GML"™",
ILSTS039, CSSMO066 auf Milchleistungsmerkmale in Deutschen Holstein Rindern

Mit der STEPWISE-Procedure und der GLM-Procedure der Statistik-Software-Suite
SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA) wurden drei Varianzanalysen (ANOVA) mit
unterschiedlichen Markerallelen, sowie in einer multiplen Regressionsanalyse die
Allelsubstitutionskoeffizienten (0/2) berechnet. Die Varianzanalysen sind in einem
Uberblick in Tabelle 4.20 zusammengefasst. Tabellen 4.19, 4.21 und 4.22 zeigen
Ergebnisse schrittweise und in unterschiedlicher Schrittanzahl. Im Uberblick erkennt man

die Persistenz einiger Markerallele (Pos. 02, 08, 14) fiir einzelne Merkmale, bzw. ihren

Austausch durch die Hereinnahme weiterer Marker in das Modell (Pos. 05, 11, 17).

Tabelle 4.20: Uberblick der Markerkombinationen zur Auswahl der groBtmdglichen
Erklirlichkeit (R%) durch SAS STEPWISE-Procedure Modul.

1. Varianzanalyse

Markerkombination:
DGAT1, CYP11B1, GML™ GML""

Pos. Nr. Merkmal Markerselektion

Pos. 01 Milchkg :DGAT1, CYP11B1, GML™"

Pos. 02 Fettkg  :DGAT1, GML™"

Pos. 03 Protein kg : DGAT1, CYP11B1, GML™"

Pos. 04 Fett%  :DGAT1, CYP11B1, GML™® GML""
Pos. 05 Protein % :DGAT1, CYP11B1, GML™"

Pos. 06 SCS : CYP11B1

2. Varianzanalyse Markerkombination:

DGAT1, CYP11B1, GML"%, GML"™" KIEL E8

Pos. Nr. Merkmal Markerselektion

Pos. 07 Milchkg :DGAT1, CYP11B1, KIEL_ES

Pos. 08 Fettkg  :DGAT1, GML™"

Pos. 09 Protein kg : DGAT1, CYP11B1, GML""

Pos. 10 Fett % : DGAT1, CYP11B1, KIEL_E8, GML™", GML™"
Pos. 11 Protein % : DGAT1, CYP11B1, GML™"

Pos. 12 SCS : CYP11B1

3. Varianzanalyse = Markerkombination:

DGAT1, CYP11B1, GML ™", GML"" KIEL_ES8, ILSTS039, CSSM066

Pos. Nr. Merkmal Markerselektion

Pos. 13 Milchkg : DGATL, ILSTS039*"

Pos. 14 Fettkg  : DGAT1, CSSM066'*, GML™"

Pos. 15 Protein kg : DGATL, ILSTS039*", GML "%

Pos. 16 Fett % - DGATL1, ILSTS039°%, ILSTS039*"?, CSSM066'**

Pos. 17 Protein % : DGATL, ILSTS039!°, CSSM066'%, CSSM066'%¢, ILSTS039°%
Pos. 18 SCS - ILSTS039%", GML ™"
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Die Ergebnisse der drei Varianzanalysen aus unterschiedlichen Markerkombinationen
zeigten abweichende Werte flir Parameterschitzwerte (PE) und deren Bestimmtheitsmale
(R?) zwischen den Modellen fiir identische Marker. Ebenso verinderten sich Werte
innerhalb der Modelle zwischen den Rechenschritten (Steps), sowie zwischen den
Milchleistungsmerkmalen die Kombinationen der Markerauswahl mit der hochsten
Erklarlichkeit. Wie in Tabelle 4.19 gezeigt, war der PE fiir DGAT1" beim 1. Schritt immer
am grofiten, bevor weitere Marker in den nachfolgenden Rechnungsschritten in das Modell
aufgenommen wurden. Mit jedem weiteren Marker reduzierte sich der PE, obwohl R* fiir

DGAT1 unverindert blieb. R? aller weiterer Marker war nie groBer als 1%.

Effekte von KIEL_E8, DGAT1, CYP11B1, GML™% GML™", ILSTS039 & CSSMO066:
Tabelle 4.23 zeigt die Ergebnisse der Berechnung der Allelsubstitutionseffekte mit der
SAS GLM-Procedure nach der "STEPWISE-Auswahl" aus Tabellen 4.19, 4.21 und 4.22.
Die Markerzusammenstellung des jeweils letzten Selektionsschrittes wurde in das

Regressions-Modell aufgenommen.

DGAT1 war bis auf das Merkmal Proteinmenge in Markerkombination 3 in allen
Leistungsmerkmalen auBBer SCS hochstsignifikant (***). Neben DGAT1 waren in allen
drei Kombinationen weitere Marker in signifikanter (*) bis hdchstsignifikanter (***)
Weise an der Erkldrlichkeit der QTL-Wirkung beteiligt. Im Einzelnen variierten
Erklirlichkeiten (R?) fiir Milchmenge (kg) zwischen 0,22 —0,23, fiir Fettmenge (kg)
zwischen 0,25-0,31, waren konstant flir Proteinmenge (kg) 0,18, wvariierten fiir
Fettgehalt (%) zwischen 0,51 — 0,54, fiir Proteingehalt (%) zwischen 0,25 —0,23 und
somatische  Zellen  zwischen 0,19-0,20. Die absoluten @ Summen  der
Substitutionsgrofleneinheiten variierten am stirksten zwischen den Markerkombinationen
1 - 3 fiir Milchmenge (kg). Hier errechneten sich die Werte -522 kg, -331 kg und -328 kg.
Die weiteren Substitutionssummenwerte betrugen fiir Fettmenge (kg) 0,96 kg, 0,96 kg und
4,52 kg, fiir Proteinmenge (kg) 11,63 kg, 11,63 kg und 2,51 kg, fiir Fettgehalt (%) 0,21 %,
0,32 % und 0,29 %, fiir Proteingehalt (%) 0,1 % und somatische Zellen 0,04, 0,04 und -
0,04. Die Markerauswahl zwischen den Kombinationen 1 und 2 é4nderte sich nicht
wesentlich, sondern fiihrte durch die Hereinnahme des Markers KIEL_E8 in
Kombination 2 bei den Leistungsmerkmalen Milchmenge (kg) zu einem Austausch und bei
Fettgehalt (%) zu einer Ergidnzung. Kombination 3 hatte zusitzlich jeweils 2 Allele der
STS-Marker ILSTS039 und CSSM066 zur Auswahl, was einen nachhaltigen Einfluss auf
die Markerzusammenstellung zur Folge hatte. Die Marker CYP11B1 und KIEL_ES8
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verliessen komplett die Auswahl. Die Marker GML™" und GML™" verliessen das Modell
fiir Fettgehalt (%) und Proteingehalt (%), erhielten jedoch eine erklidrende Wirkung bei
Fettmenge (kg) und Proteinmenge (kg) und zusétzlich bei somatischer Zellzahl. Die QTL-
Wirkung fiir Milchmenge (kg) wird in Markerkombination 3 nur noch mit der Wirkung
von DGAT1 und ILSTS039%", das jedoch in hochst signifikanter Weise erklirt.

4.2.5 Datenanalyse der Allelfrequenzen des DGAT1-Polymorphismus in Bos taurus

und Bos indicus Rinderrassen

Abbildung 4.16 zeigt die Ergebnisse der Charakterisierung von 1848 Bos taurus und
Bos indicus Rindern aus 42 internationalen Rassen (Nutzungsrichtungen Milch, Fleisch,
Doppelnutzung). Es konnten eindeutige Unterschiede im Vorkommen und der Frequenz
beider DGAT1-Allele (DGAT1X, DGAT1") festgestellt werden. Alle Rassen befanden sich
im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Neun Populationen zeigten mittlere Allelfrequenzen (0,33 — 0,66) fir DGAT1¥. Diese
Gruppe umfasste Rassen aus dem im Nahen Osten gelegenen Domestikationszentrum von
Bos taurus ebenso, wie Rassen ohne systematischen Zuchthintergrund und afrikanische
N’Dama Rinder, aber auch hoch selektierte Bos taurus Milch- und Fleischrassen. Rassen
mit einem fixierten DGAT1* gehorten ausschlieBlich zur Bos taurus Population,
wohingegen Rassen mit fixiertem DGAT1® ausschlieBlich der Bos indicus Population
angehorten. Fiinf Rassen waren homozygot fiir DGAT1” und vier Rassen homozygot fiir
DGAT1¥. Zehn Rassen stimmten in erwartetem und beobachtetem Heterozygotiegrad
tiberein (Fis = 0.02), wihrend 14 Rassen hohere und neun Rassen niedrigere als erwartete

Frequenzen fiir den heterozygoten Genotyp zeigten (Tabellen 4.25a, b).

Wie in Abbildung 4.16 dargestellt, wurde DGAT1® nicht in WeiBblauen-Belgiern
(Fleischrasse), Gelbvieh, Hereford, Pinzgauer und Slavonisch Syrmischem Vieh gefunden.
Die Nellore Population (46 Tiere) war homozygot fiir DGAT1" bis auf ein heterozygotes
Tier, was untypischer Introgression zugeschrieben wurde; Sahival, Tharparkar und Hariana
waren homozygot fiir DGAT1¥. In allen weiteren typisierten Rassen traten DGAT1* und
DGAT1® in unterschiedlichen Frequenzen auf. Bos taurus Rinder zeigten geringere
DGAT1" Frequenzen als Bos indicus Rinder: die geringste DGAT1® Frequenz besaBen
Pezzata Rossa und Piemonteser Rinder iiber Deutsche Brown-Swiss und Ayrshire bis
Fleckvieh und Charolais (0.01-0.08). Die geringsten DGAT1* Frequenzen wurden in
afrikanischen Zeburassen Banyo Goudali und White Fulani (0,08 — 0,12) gefunden.
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Zweinutzungsrassen hatten den engsten DGAT1® Frequenz Bereich (0,01 — 0,23,
Pezzata Rossa bis Asturian Mountain). Fleischrassen belegten den mittleren DGAT1®
Frequenz Bereich (0,01 — 0,34, Piemonteser bis Chianina Rinder), gefolgt von Milchrassen
mit dem weitesten DGAT1X Frequenz Bereich (0,02 — 0,69, Deutschem Braunvieh tiber

Deutsche Holstein bis Jersey).

Innerhalb der Schwarzbunten Milchrinder Populationen konnten Unterschiede zwischen
Deutschen Schwarzbunten alter Zuchtrichtung (Genreserve) gemeinsam mit Britischem
Schwarzbunten Friesenrind und modernen Schwarzbunten Deutschen Holsteins gefunden
werden. Britische Schwarzbunte Friesenrinder und Alte-Deutsche-Schwarzbunte waren
anniahernd homozygot fiir DGAT1? (0,97 — 0,99), im Unterschied zu Deutschen Holsteins
mit einer ausgeglichenen DGAT1* Frequenz von 0,58. Eine eventuelle Analogie zwischen
Deutschem Braunvieh und Deutschen Brown-Swiss bestand nicht, da beide Rassen nur

geringe DGAT1" Frequenzen (0,02 — 0,06) aufwiesen.

Seltene Rassen, wie tiirkisch-anatolisches Schwarzvieh, siidanatolisches Rotvieh und
Podolisches-Steppenrind, sowie afrikanische N’Dama Rinder zeigten mittlere DGAT1®
Frequenzen (0,21 — 0,52).

Tabelle 4.24: Paarweise berechnete Fsr-Werte (Weir & Cockerham 1984) zeigen
genetische Differenzierung zwischen Rinderrassen (Nummerierung wie in Tabellen 4.25a,

b) gepoolt in drei willkiirlich festgelegten Fettgehaltsklassen (Fettgehalte nach Jensen
1995) und einer Bos indicus Rassengruppe.

Fsr Werte' (paarweise)

Rassengruppen: 1 2 3 4
Gruppe 1 3,4 — 3,8% Milchfett 1

Gruppe 2 3,9 —4,4% Milchfett 2 0.0041

Gruppe 3 4,5 — 6,3% Milchfett 3 0.0682  0.0404

Gruppe 4 Bos indicus 4 07450 0.6814 0.5223

Gruppe 1 Rassen: 4,7,8,11, 12,15, 16, 23,29, 31

Gruppe 2 Rassen: 1,5,9,10,13, 14, 17, 18, 19, 20, 25, 26, 30, 32, 36

Gruppe 3 Rassen: 2,3, 21, 22,24,27, 33,34, 35,37,39

Gruppe 4 Rassen: 6,28, 38,40,41,42

'Fsr nach Weir & Cockerham (1984);

Wie in Tabelle 4.24 gezeigt, konnten in Abhéngigkeit ihres Milchfettgehaltes (Jensen
1995) gepoolte Subpopulationen gruppiert werden. Dabei zeigten “geringer” (3,4-3,8%),
“mittlerer” (3,9-4,4%) und “hoher” (4,5-6,3%) Milchfettgehalt Differenzierung in

148



(4861) WEYIONI0D) 29 JIOA\ UL AIM SLf.
ossey o1d a1ol] [yezuy,
(6776 T BUBAST) INIALIOY S,QUIAIT UOA FUNIIIYIISYONIdE JOIUN 1ZJBYISAZ 1L ], 191034Z0I319Y pun 191034Zowoy [Yezuy doeMIT

QTL-Feinkartierung auf Chromosom BTA14

- - - - - 0000 000'T L eueeH (YVH) T
- - - - - 0000 000'T 14 Texredrey] (VHL) 1+
- - - - - 0000 000'1 S [eAryes (HVS) 0F
0SET°0- 6 S956°L 9T SEP0'LT 1L8°0 621°0 0L [eyuowwIg sSIMS (SMS) 6€
86,00~ L TLIS9 LE 8T8Y'LE 0800 0260 88 e[ MY (JHM) 8€
vLST O+ LI 0TEL'TT 43 0892°9¢ €99°0 LSE0 86 addayg La1p ysopng, (SDL) L
§S00°0- 91 0v16°ST 1£3 0980°1¢€ L8L0 €120 6 eIPIT 9 0107, ('TAL) 9¢
LLTTO- 81 000091 0€ 0000°Z€ T6L0 80C°0 96 pay uerojeuy yinos (YVS) s¢
- - - - - 000'T 0000 9 uerwiAg ueruoAe[S (ST1S) ¢
99410~ 92 89€L°TT 144 7€9T°ST $29°0 SLEO 96 sIpnpIaD ejues (OVS) €¢
€6v0°0- S 10LL' Y 6€ 6677 6€ €v6°0 LS00 88 pay ystjod (4Od) €
- - - - - 000'1 000°0 14 xone3zuld (Z1d) 1€
00000+ 1 00001 6€ 0000°6€ 886°0 €100 08 asoyuowld (JNId) 0€
00000+ T 00001 9% 0000°9% 6860 110°0 6 ©ssoy B1ezZ3d (YAd) 6T
LELYO+ T $S€6°C 9t SY90' vt €00 8960 6 aI0[[oN (TAN) 8¢
SEO1'0- ¥l LYEL'TI 1 €597°C1 08t°0 02ZS0 0S ewe N (VAN) LT
v0100- ¢ 86L6°1 % 2020°8Y 0860 0200 001 euimbious|y (NHIN) 92
0TvT0-  0¢ 9TSTHT 81 YLYL €T 00S°0 00S°0 96 euewwaIe (YVIN) ST
0Z81°0+ 61 80€1°€T S¢ 7698°0¢ 90€°0 £69°0 801 Aasiaf (JAS) +C
¥810°0- 1¢ 6879°0¢ 8¢ 11LE'8T Y0L'0 96270 86 uerns| (LSD) €7
- - - - - 000'T 0000 0S paojoroH (Y4H) 7T
S 1910eq09q JO1IBMID 1910eq09q JOLIBMID v1LVDd 41LVDOd U
1911084201910 ,2n08AZowoH udzudnbay Ay assey

"assey 01d 9119\ -SI pun an034Z01910H pun -OWOH 39JYoeq0q pun JUILMID
QIYI AIMOS ‘FUMYOLISUNZINN JOYOI[PAIYISIAIUN UISSBLIOPURY US[BUONBUINUIL §¢ UI SUSD) T SOP USZUdnbalJ[9[[V :qST ¥ 9[[eqeL

149



Kapitel 4: Ergebnisse

Allelfrequenzen am DGAT1 Locus. Fsr- Werte (Weir & Cockerham 1984) zwischen
gepoolten Populationen waren alle von Null verschieden und ergaben die geringste
Unterscheidung zwischen Rassengruppen 1 und 2, sowie die groffte Differenzierung
zwischen Rassengruppen 1 und 4. Ein y2-Test (y?>mit 2 Freiheitsgraden) zwischen

Populationen zeigte hohe Signifikanz fiir eine Differenzierung der Populationen.
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QTL-Feinkartierung auf Chromosom BTA14

5 Diskussion

Das bovine Chromosom 14 ist seit geraumer Zeit Gegenstand intensiver
Untersuchungen nach Assoziationen zwischen genetischen Markern und QTL, die
O0konomisch wichtige Merkmale in Fleisch- und Milchrindern betreffen. Bislang wurde in
der Literatur von 30 QTL mit Auswirkung auf , Fettmerkmale®, die iiber das gesamte
Chromosom verteilt sind berichtet (Wibowo et al. 2007). Die engere QTL-Region der
vorliegenden Untersuchung scheint das gesamte proximale Ende von Chromosom BTA14
zu bevolkern. Hier wurden in einem Bereich von ca. 4000 Kb (NCBI BTAU-Build 4.0)
bzw. 18-24 cM mindestens 2 Milchleistungs-QTL entdeckt (Grisart et al. 2001, Winter et
al. 2001, Bennewitz et al. 2004). Distal dieses Bereiches konnten keine signifikanten
Assoziationen zwischen Kandidatengenen und Fettleistungsmerkmalen festgestellt werden

(Moore et al. 2003, Khatib et al. 2007).
5.1 Auswahl der Kandidatengene und Kandidatenloci

Vor der Kartierung des DGAT1-Genes, war im verfiigbaren Kartenmaterial der
centromerische Bereich von BTA14 lediglich mit zwei Markern charakterisiert, entweder
MS-Marker ILSTS039 (Kemp et al. 1995) oder CSSM066 (Barendse et al. 1997). Aus
Mangel einer weiter ins Detail gehenden Charakterisierung dieser Region bestanden
unterschiedliche Ansichten {iber die Lage und GroBe des QTL-Bereichs am
centromerischen Ende von BTA14 (Coppieters et al. 1998, Ron et al. 1998, Zhang et al.
1998, Heyen et al. 1999, Riquet et al. 1999). Genomische Rindersequenz oder homologe
Sequenzen anderer Nutztiere waren nicht verfligbar. Aus diesem Grund wurden zum
Generieren weiterer Marker im Rahmen dieser Arbeit homologe menschliche (HSAS),
homologe murine (MMUSI15) Sequenzen oder bovine EST (BTA14) herangezogen. Daraus
abgeleitete Primer-Systeme, PCR-Systeme und Testsequenzierungen in unterschiedlichen
bovinen Genen (CYC1, GPAAL, TSTAS3, PTP4A3, SQLE) konnten in der DNA diverser Bos
taurus und Bos indicus Rinderrassen sehr wohl Sequenzvarianz aufdecken, jedoch waren
die Dt. Holstein Bullen des ADR-Familienmaterials an diesen untersuchten Genabschnitten

ausschlieBlich monomorph und dadurch nicht informativ.

Das DGAT1-Gen wurde im Rahmen der Forschungsarbeiten "Genomanalyse-Rind
ADRII" am Lehrstuhl fiir Tierzucht der TU-Miinchen kartiert (Winter et al. 2002). Es
konnte als ein funktionelles Kandidatengen in Betracht gezogen werden, nachdem
Literaturinformation {iber Knockout-Strains in Laborméusen fiir diesen Locus verfiigbar

wurde (Smith et al. 2000), wonach in weiblichen Méausen ohne e¢in funktionsfahiges
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Kapitel 5: Diskussion

DGAT1-Gen (DGAT1-/-) eine Laktation nicht moglich ist. Als ein positionelles
Kandidatengen qualifizierte es sich durch seine Kartierung auf HSA8q24.3 (Cases et al.
1998), dem entsprechenden Bereich der QTL-Region auf dem homologen humanen
Chromosom. Nach einer initialen Annahme, mit dem DGAT1 K232A Polymorphismus in
Exon 8 den QTL fiir Milchleistungsmerkmale im centromerischen Bereich von BTA14
aufgeklart zu haben (Grisart et al. 2002, Winter et al. 2002), wurde deutlich, dass mit der
genetischen Variation des DGAT1-Gens alleine nicht die gesamte QTL-Wirkung zu
erkliren war. Durch die Anwendung von statistischen Modellen mit Regressionen auf
mehr als eine Variable zeigte sich, dass mindestens fiir Fett- und Proteinmenge aber auch
fiir Fett- und Proteinprozent eine weitere Quelle fiir Varianz im centromerischen Bereich
existiert (Bennewitz et al. 2004). Einen entsprechenden Hinweis in die gleiche Richtung
gab der in Fleischrindern kartierte QTL fiir "backfat" im Markerintervall ILSTS039 -
CSSMO066 (Moore et al. 2003).

Kiihn et al. (2004) untersuchten die Effekte von VNTR-Allelen in der Promotorregion
des DGAT1 Gens auf Variation im Merkmal Milchfettprozente und konnten bei einigen
ADR Holstein-Familien, die fiir die vorliegende Arbeit nicht verfiigbar waren, zusétzliche
Variation finden. In gleichen Untersuchungen bei drei franzdsischen Milchrinderrassen
(Montbelliarde, Holstein, Normande) konnten diese Ergebnisse jedoch nicht bestdtigt

werden (Gautier et al. 2007).

Broad et al. (1995) ordneten durch homologe physische Kartierung von Schaf (OAR9)
nach Rind das CYP11B1-Gen dem bovinen Chromosom 14 (BTA14) zu. Genetisch kartiert
war das CYP11B1-Gen bei Nutztieren jedoch nur in der Ziege (CHI14) (Schibler et al.
1998). Aufgrund seiner Lage bei Ziege und Mensch erschien CYP11B1 als ein
positionelles Kandidatengen und konnte im Laufe der vorliegenden Untersuchungen beim
Rind erfolgreich in die QTL-Region kartiert werden (BTA14q12). Weil dieses Gen iiber
den Weg des Kohlenhydrat- sowie Aminosduren-Methabolismus Einfluss auf den
Energichaushalt eines Organismus ausiibt (Wierda et al. 1987, Friedman et al. 1993,
Shpigel et al. 1996), konnte es ebenso als ein funktionales Kandidatengen fiir
Milchproduktion betrachtet werden. Entwicklungsgeschichtlich lassen sich Hinweise iiber
Genvervielfiltigungen des anzestralen CYP11B1-Gens in Entwicklungsstufen von vor der
Ausbreitung der Sédugetiere finden (Biilow & Bernhardt, 2002), die zu unterschiedlichen
Kopien dieses Gens in den verschiedenen Arten flihrten. Nicht alle CYP11B1-Gene
konnten ihre Funktionalitdt iiber die Zeit erhalten oder aber besitzen heute einen

verdnderten Substratbereich. Von der Ratte ist bekannt, dass sie drei (Mellon et al. 1995),
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der Mensch zwei (Zhang & Miller, 1996) und Rind, Schaf und Schwein jeweils ein
funktionales CYP11B1-Gen (Rind: Genbank: DO00185) besitzen (Kirita et al. 1990,
Okamoto et al. 1995, Sun et al. 1995, Biilow et al. 1996, Boon et al. 1997, Muller 1998).
Nichtfunktionale CYP11B1-Gene (Kirita et al. 1990, Biilow & Bernhardt 2002), aus einer
initialen oder auch sekundédren Duplikation stammend, wurden in vielen Arten und ebenso
beim Rind gefunden. Aus diesem Grund konnen PCR-Ergebnisse durch Mischamplifikate
von zusitzlichen, aufler dem beabsichtigten Sequenzabschnitt verfilscht werden. Zur
Sequenzanalyse dieses Gens mussten daher Primersysteme entwickelt werden, die selektiv
jeweils in einem Gen amplifizieren. Aufgrund von hohen Sequenziibereinstimmungen
(D00185 vs. XR 028391 =97%; D00185 vs. XR 028395 =96%) in Genbereichen von
Interesse kann die Primerselektivitdt jedoch beeintrdchtigt werden. In der vorliegenden
Arbeit konnte eine Deletion von 4 Nukleotiden (Pos. -263, -264, -265, -266) in den
Promotorregionen der Pseudogene, verglichen mit dem kodierenden Gen, genutzt werden,
um entsprechende Primersysteme zu etablieren. Deren spezifische Amplifikate konnten
durch DNA-Sequenzierung und SSCP-Gelelektrophorese in ihrer Authentizitit bestitigt

werden.

Es ergaben sich Hinweise, dass die engere Region um das CYP11B1-Gen mit einer
erhohten Rekombinationshiufigkeit behaftet zu sein scheint. Deshalb wurde das GML-Gen
als das benachbarte Gen typisiert, um eventuell Hinweise auf diesen Sachverhalt zu
erhalten. Dieses Gen liegt auf BTA14 in centromerischer Richtung (NCBI BT-Build 4.0)
und zwei SNP (Pos. 405, Pos. 573) im Intron 1 konnten zur Typisierung genutzt werden.
Von 18 Familienvitern segregierten diese SNP in zwei Familienvétern, deren S6hne im
Whole Genome Scan des ADR 1 Projektes fiir Milchmenge / Proteinmenge (CF) und
Fettmenge (BE) segregierten. Zusétzliche Bedeutung fiir das Merkmal SCS konnte auch
deshalb vermutet werden, da dieses Gen in der Literatur mit Auswirkung auf Apoptosis

beschrieben wird (Ueda et al. 1999).

Der Mikrosatellit CSSM066 (Barendse et al. 1997) war in einigen Publikationen als der
nichstgelegene Marker zu einem QTL fiir Milchmenge (Coppieters et al. 1998,
Chamberlain et al. 2002, Boichard et al. 2003) und Milchinhaltsstoffe genannt (Coppieters
et al. 1998, Ron et al. 1998, Chamberlain et al. 2002, Boichard et al. 2003) und fiir diesen
Marker waren vorhandene Typisierungen am gleichen Familienmaterial verfiigbar (ADR
Datenbank, Kiel). Die Eignung dieses Markers zur Feinkartierung bekriftigten Ergebnisse
von Kantanen et al. (2000), die im Rahmen einer Diversititsstudiec an finnischen

Milchrindpopulationen zeigen konnten, dass dieser Marker nicht neutral war und unter
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Selektion stand. Aber auch in Fleischrinderpopulationen konnte dieser Marker genutzt
werden. In einer QTL-Feinkartierungsstudie fiir Riickenfettstarke auf BTA14 stellte sich
heraus, dass weder der K232A Polymorphismus des DGAT1 Gens (Grisart et al. 2002,
Winter et al. 2002) noch ein SNP in der 5'-Region des TG Gens (Barendse 1999) eine
signifikante Assoziation zeigten, jedoch Mikrosatellit CSSMO066 in einer starken

Assoziation mit einem QTL fiir Riickenfettstiarke stand (Moore et al. 2003).

Der Mikrosatellit ILSTS039 (Kemp et al. 1995) war in mehreren Publikationen ebenso
als der nichstgelegene Marker zu einem QTL fiir Milchmenge (Looft et al. 2001) und
Milchinhaltsstoffe genannt (Heyen et al. 1999, Riquet et al. 1999, Looft et al. 2001,
Ashwell et al. 2004). Innerhalb des Forschungsverbundes vorhandene Typisierungen fiir
diesen Marker (ADR Datenbank, Kiel) am gleichen Familienmaterial konnten fiir die
vorliegende Arbeit genutzt werden. Weller et al. (2003) fanden in israelischen Holsteins
auf BTAl4 ein populationsweites Kopplungsungleichgewicht zwischen Mikrosatellit
ILSTS039 und DGAT1 und vermuteten damit einen zweiten QTL fiir Milchleistungs-

merkmale lokalisiert zu haben.
5.2 Physische Kartierungen (CYHR1-Paralogon, CYP11B1-Gen)

Der EST1581 (Genbank Acc. Al461432) kodiert fiir einen Teil des Cysteine- and
Histidine-rich cytoplasmic Protein. Der entsprechende Locus CYHR1 wurde einem
centromerischen Contig auf BTA14.3 zugewiesen (Looft et al. 2001), einer Position, die
der telomerischen humanen Position HSA8q24.3 homolog ist und dort das Gen CYHR1
beinhaltet. Das Screening der BAC-Bibliothek TUM B754 mit EST1581-Primern fiihrte
zu BAC-Klon TUM_B754J10135Q2, der durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
der  telomerischen Region auf BTA14 zugewiesen werden konnte, die mit der
centromerischen Region auf HSA8 korrespondiert. Dieses menschliche Chromosom tragt
insgesamt drei CYHR1-Paralogons, die sich auf Positionen HSA8p23.2 sowie HSA8q24.3
und HSA8q11.1 verteilen. Da BTA14 das Homologon des invertierten q-Arms von HSAS
darstellt, besteht die Moglichkeit, dass wenigsten zwei paraloge CYHR1-Gene auf diesem

bovinen Chromosom existieren.

Der BAC-Klon BBI B750K2432Q2 wurde durch Screening der BAC-Bibliothek
BBI B750 mit Primern gefunden, die aus dem Genbank Acc. D00185 abgeleitet waren.
CYP11B1 spezifische Sequenzen wurden in diesem BAC-Klon durch Kolonie-PCR sowie
durch Sequenzierung mit Primern, die aus cDNA-Sequenzen dieses Gens abgeleitet waren,

nachgewiesen. CYP11B1 konnte der Position BTA14q12 durch FISH zugewiesen werden.
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Diese Region korrespondiert mit der telomerischen Region auf HSAS, der Position des

humanen Gens CYP11B1 (HSA8q23).
5.3 Allelfrequenzen

Die Genfrequenz beschreibt die genetische Vielfalt einer Population und wird durch
Selektion und Drift (Zufall) beeinflusst. So fanden kiirzlich Naslund et al. (2008)
unterschiedliche DGAT1" Frequenzen in zwei schwedischen Rotbunt Linien, die bis 1985
einem Genpool angehorten, jedoch seitdem in getrennten Populationen divergent auf

hohen und niedrigen Milchfettgehalt selektioniert werden.
5.3.1 Frequenzen DGATL1 in Bos taurus & Bos indicus Rinderrassen

Die Auswahl der Rinderrassen (Tabelle 4.25 a-b), die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit fiir den DGAT1 (K232A) Polymorphismus charakterisiert wurden zeigte eine
komplette Verteilung beider Allele, begonnen mit Fixierung von DGAT1%, iiber mittlere
Frequenzen bis hin zu einer Fixierung von DGAT1¥.

Zwischen den Milchrindrassen fiel auf, dass bei solchen, die fiir fettreichere Milch
bekannt sind auch hohere Frequenzen von DGAT1X festgestellt werden konnte (Abb. 4.16).
Dieses Ergebnis legte, aufgrund der Funktion dieses Gens, eine mdgliche Ursdchlichkeit
nahe. Mit Hilfe der Fgr-Statistik (Weir & Cockerham 1984) wurde der Grad der
Differenzierung von drei willkiirlich definierten Phanotypen (Milchfettklassen 'niedrig',
'mittel' und 'hoch') beurteilt. Zusétzlich wurde eine reine Bos indicus Subpopulation als
vierte Gruppe hinzugefiigt. Die Zuordnung der 42 Rinderrassen zu den Milchfettklassen
erfolgte nach Literaturangaben (Jensen 1995). Paarweise geschitzte Fsr-Werte zeigten eine
klare Differenzierung der Subpopulationen in Abhéngigkeit ihrer Phinotypen, und eine
durch Selektion auf Milchmenge mit abnehmendem Fettgehalt wachsende genetische
Divergenz vom DGAT1-Wildallel. Dieses Ergebnis konnte durch einen Chi-Quadrat Test
bestdtigt werden.

Eine weitere Moglichkeit der Charakterisierung der ausgewédhlten Rassen anhand ihrer
DGAT1® Allelfrequenzen ergab sich durch die Schitzung der Fis-Werte, die eine
Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht aufgrund mangelnder Heterozygotie
darstellen. Auf diese Weise zeigen Fis-Werte die Abweichung von zufélliger Paarung bzw.
die Folge gezielter Selektion. Im Ergebnis, iiber ein breites Spektrum von
Nutzungsrichtungen (Fleisch, Zweinutzung, Milch) hinweg, war zwischen den Rassen die

Abweichung von Null mit + 0,25 jedoch unerwartet gering.
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Nach Literaturangaben (Grisart et al. 2002, Winter et al. 2002) scheint DGAT1* das
anzestrale Allel zu sein und die K232A Substitution ereignete sich entwicklungs-
geschichtlich mit groBer Wahrscheinlich erst nach der Trennung der Bos indicus und Bos
taurus Linien von einem gemeinsamen Vorfahren, vor 250000 Jahren (Burt 2009). Die
Verteilung der Allelfrequenzen iiber 42 Rinderrassen zeigt eine Tendenz zu hohen
Frequenzen fiir DGAT1” in heutigen Bos taurus Rassen und DGAT1* in Bos indicus
Rassen. Dementsprechend wurde eine Fixierung von DGAT1" lediglich in taurinen und
DGAT1® in indicinen Rinderrassen nachgewiesen. Die Tatsache, dass DGAT1" ebenso in
afrikanischen N'Dama Rindern gefunden wurde ldsst es moglich erscheinen, dass die
K232A Substitution zwar nach der Trennung der taurinen/indicinen Linien erfolgte, jedoch
vor der Trennung der europdischen und afrikanischen Bos taurus Linien. Ein derartiges
Ergebnis bestidtigt die Annahme, dass die N'Dama Rasse unabhédngig und im Rahmen eines
weiteren Domestikationsereignisses eines taurinen Wildrindes in Nordafrika domestiziert
wurde (MacHugh et al. 1997, Loftus et al. 1999, Troy et al. 2001).

Nach erfolgter Domestikation von Wildrindern, wirkte die Selektion durch Auslese
moglicher Weise zugunsten einer hoheren Frequenz von DGAT1*, wahrscheinlich in erster
Linie durch eine frilh einsetzende Selektion auf Milchmenge. Beide DGAT1 Allele
unterscheiden sich phanotypisch durch die Produktion fettreicherer Milch im Falle der
Lysinvariante (K) und einer groBeren Milchmenge im Falle der Alaninvariante (A).
Fettreichere Milch muss jedoch vom Organismus energetisch aufwindiger produziert
werden, als fettdirmere Milch. Der ,,Resource Allocation Theory* (Rauw et al. 1998)
folgend, muss bei begrenzter Ressourcenverfiigbarkeit und gleichzeitig steigenden
Leistungen mit einem Wettbewerb um die Ressourcen zwischen Leistungsmerkmalen und
anderen Merkmalen gerechnet werden. Auf diese Weise konnte aufgrund der K232A
Substitution, ein geringerer Energieverbrauch des Alaninphénotyps fiir Milchmenge zu
einer verbesserten Fruchtbarkeit gefiihrt haben. Da bereits die folikuldre Reifung durch
eine negative Energiebilanz beeinflusst wird (Lucy et al. 1992), konnte sich demnach
durch natiirliche Selektion ein Anstieg der DGAT1* Frequenz nach ihrem erstmaligen
Auftreten bereits im Wildrind vollzogen haben.

MacHugh et al. (1999) fanden von einander abweichende mtDNA Haplotypen zwischen
europdischen Auerochsen (Bos primigenius) und europdischen Hausrindern, was die
Existenz genetisch unterschiedlicher Subtypen beim Wildrind veranschaulicht. Auch Troy
et al. (2001) konnte hohe Divergenzen von mtDNA Haplotypen zwischen domestizierten

Rindern und altertiimlichen britischen Auerochsen finden. In jedem Fall existierte ein nicht
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domestizierter und genetisch unterschiedlicher Subtyp Bos primigenius parallel zu
domestizierten Rindern {iiber eine Zeitspanne von mehreren tausend Jahren. Das
Vorkommen von Geneflow zwischen domestizierten und wilden Populationen konnte fiir
das Huhn nachgewiesen werden (Berthouly et al. 2009). Aufgrund eines relativen Mangels
an Offenland im Neolitikum, in den durch Neusiedlung nutzbar gemachten Flichen und
somit auch an Weideflachen, miissen sich die Lebensrdaume von domestizierten und wilden
Rindern in Mittel- und Nordeuropa in Siedlungsnihe zu grofen Teilen {iiberdeckt,
zumindest jedoch beriihrt haben. Aufgrund von extensiver Tierhaltung, die bei Schafen gar
zu Riickverwilderungen fiihren konnte, wie im Fall der korsischen Mufflons nachgewiesen
(Pfeffer 1967), kann ein Kontakt zwischen wilden europdischen Bos primigenius und
domestizierten Bos taurus Rindern nicht ausgeschlossen werden. Daher kann eine
Introgression von Fremdallelen auch beim Rind nicht ausgeschlossen werden (Medjugorac
et al. 1994, Vila et al. 2005, Gotherstrom et al. 2005). Die molekulare Nachweisfithrung
auf Zellkern-genomischer Ebene bleibt jedoch umstritten (Edwards et al. 2007, Bollongino
et al. 2008), obwohl durch mitochondriale Sequenzanalyse in Hausrindern Haplotypen
gefunden wurden, die eindeutig auf einen Geneflow von europdischen Auerochsen
hinweisen (Achilli et al. 2009).

Heutzutage existieren Bos taurus Rinderrassen mit relativ hohen Frequenzen von
DGAT1¥, die in Jersey bzw. Angler Rindern die Folge einer konsequenten Selektion auf
Milchfett darstellen. In britischen Jerseys wurde eine DGAT1® Frequenz von 0,69
gefunden, die in neuseeldndischen Jerseys sogar bei 0,88 liegt (Spelman et al. 2002). Von
den frithen Vorfahren dieser Rasse wird vermutet, dass sie von keltischen Rindern der
Eisenzeit abstammen (Porter 1991). Die Ost-Tiirkei, im Bereich des fruchtbaren
Halbmondes gelegen, ist das bekannte Domestikationszentrum von Bos primigenius. In der
Hoffnung, dass nahostliche Rinder genetische Variation des Wildrindes erhalten haben
(Loftus et al. 1999), erschienen tiirkische Rinderrassen in der vorliegenden Untersuchung
von besonderem Interesse. Winter et al. (2002) fanden gemeinsame Haplotypen zwischen
autochthonem anatolischem Schwarzvieh und Jersey, ebenso wie anatolischem
Schwarzvieh und indischen Sahival (Bos indicus) Rindern. Friithere Untersuchungen von
Blutpolymorphismen fanden Unterschiede zwischen Jersey Rindern und européischen
Rindern. Wihrend dem HBB”" das vorherrschende Allel darstellt und praktisch in
nordeuropidischen Rindern fixiert ist, liegt die HBB® Frequenz in Bos indicus (0,4)
bemerkenswert hoher als in Bos taurus Rindern (0 — 0,2) (Baker & Manwell 1980). Beide
Allele erreichen jedoch gleich hohe Frequenzen im Jersey Rind (Hines 1999).
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Da Domestikationszentren von Bos taurus und Bos indicus in geringerer Entfernung
von einander liegen als Distanzen, die von migrierenden neolitischen Wanderern
iiberwunden wurden, kann auch ein frither Kontakt zwischen Bos indicus und Bos taurus
Rindern nicht ausgeschlossen werden. Wenn ein DGAT1* homozygoter Vorfahre der
heutigen Bos taurus Rinder jemals existierte, muss es zu einer Introgression von DGAT1¥
gekommen sein. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass die friihen domestizierten Rinder, die
nach Europa zogen bereits heterozygot fiir DGAT1*™ waren, aus denen Rassen wie Jersey
spéter entstehen konnten. Wiederholte Introgression von Auerochs Allelen (Medjugorac et
al. 1994, Gotherstrom et al. 2005, Achilli et al. 2009) in domestizierte Rinder konnte die
Entstehung von DGAT1* homozygoten Hausrindern heutiger Zeit erkldren helfen und
jegliche sich daran anschlieende Selektion auf Milchmenge miisste dann den Trend zu
DGAT1" Homozygotie verstirkt haben.

DGAT1* Frequenzen von 0,01 in deutschen schwarzbunten Milchrindern und 0,03 in
britischen Rindern der Friesenrasse lassen darauf schlielen, dass die Griinderpopulation
beider Schldge, ndmlich schwarzbunte Friesen und Jiitland Rinder (Porter 1991), dieses
Allel moglicherweise nicht trugen. Geht man von einer kontinuierlich wachsenden
Wertschdtzung von Milchfett als einer Energiequelle in der menschlichen Erndhrung
wiéhrend der vergangenen 200 Jahre aus, sollte folglich auch eine Selektion auf dieses
Merkmal neben dem Merkmal Milchmenge in schwarzbuntem nordeuropédischem
Milchvieh praktiziert worden sein. Dementsprechend miissten Frequenzen hoher als 0.01 —
0,03 fir DGAT1® in heutigen europiischen Friesenrindern gefunden werden kdnnen,
wenn dieses Allel in solchen Rindern bereits vorhanden gewesen wire. Bedenkt man, dass
das heutige moderne deutsche Holstein Rind das ziichterische Produkt einer 40 jihrigen
Verbesserungszucht (upgrading) iliber die Vaterseite mit amerikanischen und kanadischen
Holstein Vererbern darstellt, konnte man dhnliche DGAT1*™ Frequenzen in der alten
sowie der neuen schwarzbunten Zuchtrichtung erwarten. Wir fanden jedoch mittlere
Frequenzen fiir beide DGAT1 Allele in Dt. Holsteins. Dieses Ergebnis stimmt iiberein mit
Frequenzen in neuseelédndischen Holsteins von 80 - 90 % US bzw. kanadischen Holstein
Einfluss (Spelman et al. 2002). Nach Porter (1991) kamen 95 % der schwarzbunten
Rinder, die nach 1852 nach Nord Amerika eingefiihrt wurden, aus den Niederlanden.
Wenn DGAT1® nicht in der Griinderpopulation vertreten war, kann Introgression dieses
Allels in die Holstein Rasse durchaus wéhrend ihrer Griinderjahre in der
nordamerikanischen Milchindustrie durch einen engen Kontakt mit der Jersey Rasse

erfolgt sein. Winter et al. (2002) verglichen DGAT1-Haplotypen zwischen Rassen und
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fanden einen gemeinsamen Haplotypen zwischen Dt. Holstein, Jersey und Dt. Fleckvieh.
Das Auftreten dieses Haplotypen in Fleckvieh kann durch neuerliche Introgression von
Red Holstein Allelen in diese Rasse erklart werden. Ein gemeinsamer Haplotyp zwischen
Holstein und Jersey kann jedoch angesichts der geschlossenen Herdbiicher beider Rassen
nur sporadischen Kreuzungen zu Beginn der Rassenformierungen in Nord Amerika
zugeschrieben werden. Nachdem dieses Allel Eingang in die Rasse gefunden hatte, konnte
DGAT1® aufgrund von Selektion, die seit 1950 vorwiegend auf Milchfett ausgerichtet war
(Grisart et al. 2002), in seiner Frequenz steigen.

Mit Hilfe diagnostischer Gentestverfahren ist es moglich Rassenvielfalt unter neuen
Gesichtspunkten zu sehen, was zukiinftigen Zuchtpldnen zutrdglich sein kann und Rinder
Diversititsstudien bereichert. DGAT1 eroftnet die Mdglichkeit Milchrinder effektiver auf
Milchfettgehalt zu selektionieren und fiigt der Palette der existierenden Gentests auf

Fleischqualitét eine weitere Testmoglichkeit hinzu.

5.3.2 Frequenzen DGAT1 & CYP11B1 in ADR-Holstein und ADR-Fleckvieh

Familien

Fir Frequenzen der Allele des DGAT1-Gens waren Vergleichswerte fremder
Populationen in der Literatur verfiigbar. In Verdffentlichungen betrugen die DGAT1®
Frequenzen in Holstein Rindern von 0.30 (Bovenhuis & Schrooten 2002), iiber 0,35
(Winter et al. 2002), 0,42 (Kaupe et al. 2004b) bis 0,63 (Grisart et al. 2002). Spelman et al.
(2002) fanden in neuseeldndischen Holsteins Frequenzen von 0,24 bis 0,71 in

Abhingigkeit des Anteils holldndischer- oder US- bzw. kanadischer Vererber.

In einem Granddaughter-Design besteht die viterliche Seite aus Vater - Sohn, bzw. aus
Halbgeschwister-Gruppen. Aus diesem Grund stellen in einem solchen Zuchtschema die
miitterlich vererbten Allele eine unabhéngigere Stichprobe der Population dar als die von
den Viter weitergegebenen (Weller et al. 2003). In der vorliegenden Untersuchung des
ADR-Familienmaterials betrug die Frequenz der maternal vererbten DGAT1¥ Allele in den
Sohnen des deutschen Granddaughter-Designs 0,549. Dieses Ergebnis ist trotz
Unterschieden in Familienanzahl und Populationsgrofle nahezu identisch mit Ergebnissen
anderer Autoren (Thaller et al. 2003), dic aus dem gleichen Familienmaterial eine
Frequenz von 0,548 veroffentlichten. In der vorliegenden Untersuchung betrug die
geschitzte Frequenz des maternal vererbten CYP11B1" Allels in Dt. Holsteins 0,78 und in
Fleckvieh 0,73. Anndhernd iibereinstimmende Frequenzen in zwei unverwandten Rassen

konnen ein Hinweis auf einen physiologischen Zusammenhang sein. Das CYP11B1-
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Genprodukt in Rindern, Schafen und Schweinen ist ein bipotentes Enzym (Biilow &
Bernhardt, 2002) und beide Allele (CYP11B1Y*) sind durch das Katalysieren von
Reaktionen an den Positionen 11 und 18 im Steroidmolekiil in die Interkonversion von
biologisch aktivem Cortisol zu inaktivem Cortison und vice versa involviert. Dabei wire
vorstellbar, dass unterschiedliche Frequenzen beider Allele unterschiedliche Mengen von

Genprodukten mit Auswirkungen auf Substratmengen zur Folge haben.
5.3.3 Frequenzen KIEL_E8, GML, ILSTS039 & CSSM066 in ADR-Holstein Familien

Initiale Schwierigkeiten einer gezielten Amplifikation des kodierenden CYP11B1-Gens
lieBen eine Etablierung weiterer Marker aus der unmittelbaren Nihe dieses Gens hilfreich
erscheinen, um eventuelle genetische Variation mit Auswirkung auf Milchleistungs-
parametern dieses chromosomalen Abschnitts besser zu charakterisieren. Mit
Primersystemen, abgeleitet aus humaner Sequenz, konnten die ersten 760 bp des bovinen
GML-Gens amplifiziert und unter der Accessionsnummer AY950682 in der Genbank
(NCBI) hinterlegt werden. Exon 1 sowie die partielle Sequenz von Exon2 waren
monomorph in Deutschen Holstein Rindern des ADR Familienmaterials. In der Sequenz
von Intron 1 konnten jedoch mehrere SNP als PCR-RFLP entwickelt werden, wovon zwei
genotypisch nutzbar waren (Pos. +405 [G/A], Pos +573 [G/T]).

KIEL_ES, ILSTS039 und CSSM066 Genotypisierungen und Allelfrequenzen standen aus
dem ersten Abschnitt des Forschungsprojektes Genomanalyse Rind der
Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter in Zusammenarbeit mit vier universitiren
deutschen Tierzuchtinstituten (ADRI) zur Verfiigung und wurden aus der ADR-

Datenbank (Kiel) iibernommen.
5.4 Kopplung / Kopplungsungleichgewicht (LD)

Wenn starke Kopplung zwischen zwei Genorten vorliegt, werden die Haplotypen in
Form der Allele beider Loci auf einem Chromatid meistens als Ganzes in die néchste
Generation weitergegeben. Dabei ist das Mal3 fiir die Kopplung die Rekombinations-
hiufigkeit. Die Rekombinationsfrequenz muss bei gekoppelten Loci aber unter 50 % liegen
(Halliburton 2004), da fiir ungekoppelte Loci die Wahrscheinlichkeit der gemeinsamen
Weitergabe 50 % betrdgt. Man spricht von Kopplungsungleichgewicht (LD), wenn Allel-
kombinationen zweier Loci auf einem Haplotypen in einer Population héufiger
vorkommen, als man es bei unabhidngiger Kombination der Allele entsprechend ihrer

Allelhdufigkeit erwarten wiirde (Bickebdller & Fischer 2007).
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5.4.1 Kopplung zwischen Markern

Die Nitzlichkeit eines Markers, in einer auf einem Modell basierenden
Kopplungsanalyse, hidngt von seinem Polymorphiegrad und seiner Vererbungsweise ab.
Aus diesem Grund steigt die Informativitit eines Markers wenn nachgewiesen werden
kann, welches elterliche Allel an die Nachkommen weitergegeben wurde (Da et al. 1999).
Sind die Markerloci aber nicht hochpolymorph, so ist nur eine kleine Anzahl Meiosen
informativ (Guo et al. 1999). Im untersuchten Tiermaterial besaB die Fleckviehpopulation
bei drei Markern (KIEL_E8, CYP11B1, GML+573) keine informative Meiose. Diese Marker
besitzen jedoch nur eine geringe bis keine Heterozygotie (Tabellen 4.4 & 4.11) in dieser
vergleichsweise kleinen Population (3 Familien = 196 S6hne). Sowohl bei kompletter
Homozygotie als auch bei kompletter Heterozygotie kénnen keine informativen Meiosen
beobachtet werden. Bei einem Heterozygotiegrad = 0,5 in der paternalen und maternalen
Elternpopulation ist demnach die Chance fiir informative Meiosen am grofiten, wie dies
von den Markern DGAT1 und GML™” in den Fleckvieh-Familien veranschaulicht wird.
Trotzdem kann fehlende Informativitdt der Meiosen nicht mit Rekombinationslosigkeit
gleich gesetzt werden, da doppelte Rekombination innerhalb eines Markerpaares nicht
beobachtet werden kann. Insofern ist auch eine Kartierung von Loci ohne informative

Meiosen erklérlich, da Rekombination vorhanden gewesen sein kann.

Aufgrund der zentralen Bedeutung des MS Markers ILSTS039 fiir die Erklérlichkeit der
genotypischen Varianz in der QTL-Region, neben dem K232A Polymorphismus im
DGAT1-Gen, wurden fiir alle acht Allele dieses MS-Markers die Kopplungsverhiltnisse
mit allen anderen Markern paarweise berechnet. Dabei zeigte sich, dass zwei Allele (217,
223) mit keinem anderen Marker, und zwei Allele (219, 227) mit allen anderen Markern in
Kopplung stehen. Wihrend die Frequenzen der Allele 217 (0,001) und 223 (0,002) sehr
gering sind und bereits aus diesem Grund die Mdglichkeit, Rekombinationsereignisse zu
beobachten extrem eingeschriankt ist, kann dieser Schluss jedoch nicht auf Alle 219 und
227 in der Umkehrung iibertragen werden, da hier grole Unterschiede in den Frequenzen
vorliegen (Tabelle 4.9). Alle anderen Allele (221, 225, 229, 231), obwohl mit
unterschiedlichen Frequenzen genotypisiert, sind nicht mit allen Allelen der {ibrigen
Marker und nicht in gleicher Weise gekoppelt (Tabelle 4.13a,b). Es ist aber das komplett
gekoppelte  Allel 219 dieses Markers, das in hoch signifikanter Weise
Allelsubstitutionseffekte bei den Merkmalen Milchmenge, Proteinmenge, Fettprozente,
Proteinprozente und SCS verursacht (Tabelle 4.23). Wihrend eine Kopplung zwischen

Loci grundsédtzlich eine Funktion des physischen Abstandes zwischen diesen Loci
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verkdrpert, ist  diese  Definition fir die  Kopplungsverhiltnisse  der
ILSTS039*' 7! Allele mit den jeweiligen anderen Markerallelen in der QTL Region nicht
ausreichend. Die MS-Allele unterscheiden sich zwar um jeweils ein Tandemrepeat (2 bp)
in GroBe, die Kopplungsverhiltnisse unter den Allelen verdndern sich jedoch nicht in
linearer Abhidngigkeit davon. Die Rate der meiotischen Rekombination ist aber keine
konstante Funktion der physikalischen Distanz iiber das Chromosom. Diese Variation wird
durch Rekombinations-"Hot Spots" und Rekombinations-"Kdélte-Spots* verursacht, in allen

Organismen, von Bakterien bis zu den Menschen (Majewski & Ott 2000).

Es ist iiblich den Polymorphismus-Informationsgehalt (PIC) zu nutzen, um den
Polymorphismus von Markern zu quantifizieren (Botstein et al. 1980), wobei der PIC eine
Schitzung der Wahrscheinlichkeit darstellt informative Meiosen zu erhalten. Dabei ist der
PIC betont abhingig vom Grad der Heterozygotie (Daetwyler et al. 2008) und ist im
Ausmal mit ihr vergleichbar, wenn der Locus eine grolere Anzahl Allele besitzt, da mit
einer Zunahme von Allelen die Heterozygotie und der PIC ebenfalls ansteigen (Liu 1998).
Aufgrund der polymorphen Natur von "tandem repeats" sind Mikrosatelliten oft von
groferer Heterozygotie und hoherem PIC-Wert (Botstein et al. 1980) als biallelische
Marker gekennzeichnet. Nach der theoretischen Formel von Botstein et al. (1980) werden
bei hochpolymorphen Markern fiir den PIC-Wert nur geringfiigig kleinere Werte als fiir die
Heterozygotie generiert (Chakravarti & Lynn 1999), was auch fiir die MS-Marker in
Tabelle 4.11 zutrifft. Die im ADR-Familienmaterial festgestellten Unterschiede in PIC und
in Heterozygotie der biallelischen Marker zwischen den Rassen Holstein und Fleckvieh
lassen auf Unterschiede in der Populationsstruktur beider Rassen schlieen. Obwohl die
verglichenen Populationen in unterschiedlichen Groflen vorlagen, waren die MS-Marker in
threm PIC vergleichbar. Es zeigten sich jedoch Unterschiede im PIC der SNP-Marker, die

mit Unterschieden in den Allelfrequenzen einhergingen.
5.4.2 Kopplungsungleichgewicht (LD) zwischen Markern

Untersuchungen, die fiir Holstein Rinder durch Auswertung von Mikrosatelliten
Genotypisierungen genomweites Kopplungsungleichgewicht (LD) fanden (Farnir et al.
2002, McRae et al. 2002), werden von anderen Autoren mit dem Hinweis auf Unterschiede
in den MessgroBen (D', r*) von LD diskutiert (Lipkin et al. 2009). So konnten Studien,
basierend auf SNP-Markern wesentlich geringeres LD (<100 Kb) in Holsteinpopulationen
feststellen (McKay et al. 2007, Khatkar et al. 2008). Dariiber hinaus zeigte Zhao et al.
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(2005, 2007), dass ein standardisiertes y° ebenso geeignet ist, die Regression des

allelischen Zustandes zu beschreiben.

Zur Charakterisierung des Kopplungsungleichgewichtes in der untersuchten QTL
Region der vorliegenden Arbeit wurde das Kopplungsungleichgewicht zwischen
Markerpaaren berechnet. Hier wurde von den Allelfrequenzen der Eltern der
Erwartungswert der Genotypfrequenzen in den Nachkommen abgeleitet, unter der
Annahme der Abwesenheit von Kopplung (0-Hypothese), und anschlieBend mit den
wirklichen Genotypfrequenzen der Nachkommen verglichen. Die Abweichungen wurden
anhand des y° Tests auf Signifikanz {iberpriift. Signifikanzen kennzeichnen in diesem Fall
Kopplungsungleichgewichte (Tabelle 4.12). Das Ergebnis generiert jedoch aus
unterschiedlichen Griinden hier kein klares Bild, da sich Entkopplung zwischen
Markerpaaren ergibt, die aber innerhalb gekoppelter Markerpaare liegen. Es ist durchaus
moglich, dass die Markeranordnung, so wie vom aktuellen BTAU Build 4.0 iibernommen,
noch nicht verldsslich rangiert sind, denn die physische Anordnung der Loci am
proximalen Ende der physischen Karte von BTA14 hatte {iber die Entwicklung der BTAU-
Builds des NCBI, bis zum aktucllen BTAU Build 5.2, kontinuierlich starken
Umsortierungen aufgrund von Neuanordnungen der Klone unterlegen. Eine stimmige
Anordnung der Marker ist jedoch die Grundlage fiir die Erstellung von LD-Karten
(Marques et al. 2008). Zum anderen erscheinen die am weitest entfernten Loci in der
untersuchten Region (KIEL_E8 - CSSM066) gekoppelt zu sein, obwohl innerhalb dieser
Region andere Markerpaare, in enger Nachbarschaft gelegen, sich als entkoppelt
prisentieren. Selbst innerhalb des GML Gens, zwischen dem Markerpaar GML ™%/
GML"™" wurde freie Rekombinierbarkeit errechnet. Im NCBI Btau-Build 4.0 ist ILSTS039
der nichstgelegene distale Marker zu DGAT1. Aufgrund dessen wurde, analog zu Weller et
al. (2003), die ein starkes Kopplungsungleichgewicht zwischen ILSTS039*° und DGAT1*
n der israelischen Holsteinpopulation nachweisen konnten, das
Kopplungsungleichgewicht  zwischen den jeweils hiufigsten  Allelen des
Mikrosatellitenmarkers ILSTS039 und dem Lysin (K) Allel des DGAT1 Gens, getrennt fiir
deutsche Holstein und Fleckvieh berechnet. Getrennt deshalb, da sich ILSTS039
Allelfrequenzen zwischen beiden Rassen markant unterscheiden. Fiir Deutsche Holstein
wurden die Allele "219" und "225" ausgewdhlt, die gemeinsam 79 % der Frequenz
ausmachen und fiir Fleckvieh die Allele "221" und "227", die gemeinsam 79,1 % der
Frequenz betragen. Obwohl in Deutschen Holstein 8 Allele und in Fleckvieh 7 Allele des
MS ILSTS039 segregieren, waren die Allele "219" und "225" in Holstein und die Allele
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"221" und "227" in Fleckvieh mit dem Lysin (K) Allel des DGAT1 Gens stark korreliert.
Die > Werte fiir den Test auf freie Rekombination betrugen bei Holstein 602,19 und 795
und bei Fleckvieh 9,16 und 219,65 fiir die jeweiligen ILSTS039 Allele. Bei vier
Freiheitsgraden sind drei dieser Werte hoch signifikant unter allen Kriterien und ein Wert
ist signifikant. Aufgrund dessen kann fiir Deutsche Holstein wie fiir Fleckvieh ein starkes

Kopplungsungleichgewicht zwischen DGAT1 und MS ILSTS039 bestitigt werden.

Unter dem Szenario eines einzelnen QTL am proximalen Ende von BTA14 unterstiitzt
diese Kopplung die Markeranordnung des BTAU-Build 4.0 des NCBI, da hier DGAT1 und
ILSTS039 die nidchstgelegenen Marker sind. Unter dem Szenario von zwei QTL
unterstiitzt diese Kopplung die Markeranordnung des Btau-Build 3.1 des NCBI, da hier
aufgrund einer unterschiedlichen Anordnung der Klone ILSTS039 nicht mehr der nichst
gelegene Marker zu DGAT1 ist und unter anderem durch das CYP11B1 und das GML Gen
von ihm getrennt liegt. Diese Marker konnten dann eine eigenstédndige Variation oder eine
Kopplung zu einer eigenstindigen Variationsquelle, beispielsweise dem in néchster Nédhe

gelegenen Gen PTK2 aufweisen.
5.5 Rekombination zwischen Markern

Rekombinationsraten variieren betrdchtlich zwischen den Arten (Dumont & Payseur
2008). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden kann existieren ebenso Unterschiede in
Rekombinationsraten zwischen Rassen. Die Rekombinationsrate zwischen Loci ist
grundlegend fiir die Erstellung von Kopplungskarten, da das Mall der genetischen
Distanz (cM) und die Anordnung der Loci Ableitungen der geschétzten
Rekombinationswahrscheinlichkeiten darstellen. Die Rekombinationswahrscheinlichkeit
zwischen zwei Loci an entgegengesetzten Enden des Chromosoms betrigt hochstens 50 %.
Die Rekombinationshaufigkeit im juxtacentromerischen Bereich von Chromosomen wird
jedoch diskutiert. Frithere Publikationen gehen von einer niedrigen Rekombinationsrate
aufgrund von starker Methylierung im Centromer aus (Lambie & Roeder 1986, Ekwall et
al. 1997, Choo et al. 1998, Mahtani & Willard 1998). Demgegeniiber berichten neuerliche
Untersuchungen von einer erhohten Rekombinationsrate in Centromeren, trotz
Methylierung. Die Rekombinationshiufigkeit in Centromeren ist demnach hoher als an
jeder anderen Stelle des Chromosoms (Jaco et al. 2008). Eine erhdhte
Rekombinationshaufigkeit im centromernahen Bereich ist demnach nicht auszuschlielen

und konnte helfen, die insgesamt unklaren Rekombionationsergebnisse dieser Arbeit vor
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dem Hintergrund der noch immer unklaren Loci-Anordnung auf der physischen Karte von

BTA14 in diesem Bereich zu erklaren.

Von Unterschieden in Rekombinationsraten bei Rindern wurde bereits zwischen
Zuchtrichtungen, Rassen (Thomsen et al. 2001, Weimann et al. 2003) und Einzeltieren
(Park et al. 1995, Simianer et al. 1997) berichtet. So konnten auch in der vorliegenden
Arbeit Unterschiede zwischen den Rassen Deutsche Holstein und Fleckvieh kartiert
werden und dies auch hinsichtlich eines Abgleichs mit Literaturdaten (Thomsen et al.
2001, Bennewitz et al. 2003, Thara et al. 2004). Die genetische Kartierung der errechneten
Karte von BTA14 basiert auf dem ARD-Familienmaterial fiir die Rassen Deutsche Holstein
und Fleckvieh und wurde mit Hilfe der BUILD Option des Programms CRIMAP (Green &
Crooks 1990) errechnet. Die Kalkulation der chromosomalen Abdeckung erfolgte aus der
Summe aller Markerintervalle (Kosambi cM, Kosambi 1944). Die rassebezogenen Karten
des Chromosoms BTA14 zeigen Unterschiede in ihrer Linge jedoch nicht in ihrer
Markeranordnung. Diese Anordnung der Marker am proximalen Ende von BTA14 stimmt
indes nicht mit der physischen Anordnung der Marker im BTAU Build 4.0 iiberein,
sondern folgt der Anordnung der Marker der dlteren Version BTAU Build 3.1. Wie an
anderer Stelle berichtet kann dieser Bereich jedoch noch nicht als endgiiltig abgeschlossen
angesehen werden, da die Annotation der Klone bzw. Loci in diesem Bereich bislang mit
jedem neu verdffentlichten BTAU-Build groBen Umordnungen unterworfen war. Unter der
Annahme eines zweiten QTL fiir Milchleistungsmerkmale in der proximalen Region von
BTA14 erscheint jedoch die Markeranordnung des BTAU Build 3.1 wahrscheinlicher. Die
Gesamtldngen der genetischen Karten unterscheiden sich um 8,1 ¢cM (Kosambi) mit der
groBeren Karte flir die Dt. Holstein Rasse. Die Grofle des Markerintervalls KIEL_ES8 -
CSSMO066 tibertrifft aber in der Fleckviehkarte das homologe Intervall der Holsteinkarte
um tiiber 10 cM und weist auf eine erhohte Rekombinationsrate am proximalen Ende von
BTA14 in dieser Rasse hin und unterstreicht somit, wie oben erortert, eine erhOhte
Rekombinationswahrscheinlichkeit im  juxtacentromerischen Bereich. Vergleiche
genetischer Kartendistanzen zwischen Populationen kdnnen jedoch durch verschiedene
Faktoren beeinflusst werden. So besteht eine Abhidngigkeit von Stichprobengrofle und
Allelfrequenz und ob das genetische Modell dominant oder rezessiv ist (Luan et al. 2001).
Da die StichprobengroBle, die zu einer verldsslichen Schétzung bendtigt wird, mit der
Anzahl der Allele an einem Locus ansteigt, ist es ratsam biallelische Marker zu nutzen,
wenn die verfiigbare Stichprobengréfie nur etwa 800 oder weniger betrdgt (B-Rao 2001).

Die Stichprobengrofie fiir Dt. Holstein im Rahmen der vorliegenden Untersuchung betrug
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>800, die fiir Dt. Fleckvieh <800. Im gesamt genomischen Zusammenhang gehort BTA14
zu den vier Chromosomen mit der hochsten Rekombinationsrate neben BTA18, BTA19,
BTA23 und weist durchschnittlich 1,57 ¢cM pro Mb physischer Distanz auf, wie Arias et al.
(2009) zeigen konnten.

Ungleiche Allelfrequenzen zwischen Populationen kénnen ebenso unterschiedliche
genetische Distanzen zwischen Loci verursachen und beeinflussen die Genauigkeit der
Kartierung. So ldsst sich Rekombination optimal in Heterozygoten und bei gleicher
Allelverteilung beobachten, d.h. fiir biallelische Marker bei einer Verteilung von 0,50 pro
Marker und bei Mikrosateliten bei genau gleich verteilten Héufigkeiten pro Allel.

Allelfrequenzen dndern sich jedoch durch Rekombination (Lewontin 1964).

Bei Dt. Holstein kann aufgrund fast identischer Allelfrequenzen zwischen KIEL_E8 und
DGAT1 von anndhernd kompletter Kopplung ausgegangen werden. Fleckvieh zeigt
zwischen beiden Markern &hnliche Tendenz, jedoch auf weniger ausgeglichenem
Frequenzniveau. Die gleiche Situation ist auch fiir alle anderen Marker im Intervall
KIEL_E8 - CSSM066 zwischen beiden Rassen feststellbar, mit Ausnahme des Markers
GML™® | der sich in seiner Frequenz zwischen den Rassen stark unterscheidet. In der
genetischen Karte der Fleckvieh Rasse tritt im Bereich dieses Markers der wesentliche
Unterschied zur Holstein Karte auf. Untersuchungen bei Maus und Menschen konnten
zeigen, dass repetitive Tandemsequenzen fiir eine erhohte Rekombinationsrate
verantwortlich sein konnen (Murray et al. 1999). Gleiches ist auch hier denkbar, da der
MS-Marker ILSTS039 in diesen Abschnitt kartiert, dartiber hinaus aber auch fiir den
innergenischen Bereich des GML-Gens, im Markerintervall GML™% . GML+573, keine
Kopplung nachgewiesen werden konnte. Unterschiedliche Autoren berichteten vor der
Klonierung des K232A Polymorphismus im DGAT1 Gen von unterschiedlicher Grof3e des
QTL-Bereichs im Rahmen zwischen 2 ¢cM in niederldndischen Holstein (Riquet et al.
1999) bis 30 cM in israelischen Holstein (Ron et al. 1998), was als ein weiterer Hinweis
auf variable Rekombinationsraten in diesem Bereich verstanden werden kann. Dariiber
hinaus scheint generell eine Abhdngigkeit zwischen Gen-Clustern stirker konservierter
und weniger konservierter Gene mit entsprechend reduzierten und erhdhten

Rekombinationsraten zu existieren (Pal & Hurst 2003).

Rekombinationsraten folgen keiner linearen Funktion der physischen Distanz zwischen
Markern, sondern werden durch Sequenzunterschiede in ihrer Variation beeinflusst

(Majewski & Ott 2000). Rekombinationspunkte konnen dabei sehr kleine Abschnitte
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(~1 Kb) auf dem Chromosom darstellen, die trotzdem bis zu 2% der Rekombinanten des
gesamten Chromosoms verursachen (Kobori et al. 1986, Wahls 1998). Zwischen den
einzelnen Familien des ADR Holstein Familienmaterials (AA, BB, CC, DA, EA, FA)
wurden Unterschiede in Rekombinationsraten festgestellt. Fiir jede Familie einzeln
gerechnete Kopplungskarten fiihrten dementsprechend zu unterschiedlichen Kartengréf3en
mit einer Varianz von 48,5 cM. Aufgrund geschlechtsspezifischer Unterschiede in
Rekombinationsraten (Lindsley & Sandler 1977, Ellegren et al. 1994) sind weibliche
Kopplungskarten groBer, als die in dieser Arbeit auf der Grundlage des ADR-

Familienmaterials bestehend aus ménnlichen Halbgeschwisterfamilien errechneten.
5.6 Regressionsanalysen

Kurz nach dem Beginn des ADRII-Projektes erschienen die Publikationen von Autoren
(Grisart et al. 2002, Winter et al. 2002), die das Acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase 1
(DGAT1) Gen als das funktionale Kandidatengen des QTL fiir Milchleistungsmerkmale am
centromerischen Ende von BTA14 beschrieben. Die Frage, ob damit alle Variation dieses
QTL erklart werden konnte wurde erst durch eine weitere Publikation (Bennewitz et al.
2004) zur Diskussion gestellt, da entsprechende Regressionsmodelle dahingehende
Ergebnisse lieferten. Eine Kopplung des weiter centromerisch von DGAT1 kartierenden
Markers KIEL_E8 mit einem zweiten QTL wurde vorgeschlagen. Bereits weiter
zuriickliegende Publikationen (Ron et al. 1996, Coppieters et al. 1998, Heyen et al. 1999)
hatten Kopplung des QTL zu den MS-Markern ILSTS039 und CSSMO66 festgestellt. Diese
Marker kartieren in heutigen Karten telomerisch von DGAT1, waren aber zum Zeitpunkt
der erwidhnten Publikationen die am weitesten centromerisch kartierenden Marker der
genetischen Karte von BTA14.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur Klarung der Frage eines zweiten QTL
und vor dem geschilderten Hintergrund, aufgrund seiner chromosomalen Position (Riquet
et al. 1999) das CYP11B1 Gen als Kandidatengen untersucht. Durch Literaturhinweise auf
seine physiologische Funktionalitit im Lipidstoffwechsel (Bhathena 2000) sowie in
Elektrolythomeostasis und Glucose Metabolismus (Kirita et al. 1990, Biillow & Bernhardt

2002) konnte ein physiologischer Kandidatengenstatus vermutet werden.
5.6.1 Einfache Regressionsanalyse (Marker CYP11B1 und DGAT1)

Durch den Entwurf selektiver Primersysteme war es moglich, ein Polymorphismus
(V30A) tragendes Genfragment im kodierenden CYP11B1l-Gen zu amplifizieren und

anschlieBend zu subklonieren, zu sequenzieren und verldsslich zu genotypisieren, um
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diesen Polymorphismus dann sowohl einzeln als auch gemeinsam mit dem K232A
Polymorphismus des DGAT1 Gens zu evaluieren. In der Literatur hatte dieses Gen bereits
als genetischer Marker begrenzte Erwahnung gefunden (Riquet et al. 1999, Schibler et al.
1998), jedoch gab es keine Hinweise, wie eine Differenzierung zwischen dem kodierenden
CYP11B1-Gen und CYP11B1-Pseudogenen in unmittelbarer chromosomaler Nihe erreicht

werden konnte.
5.6.1.1 Substitutionseffekte bei Milchleistungsmerkmalen

Um einen Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit DGAT1-Ergebnissen
anderer Autoren zu ermoglichen, trotz Unterschieden in Vorgehensweise und
PopulationsgroBen, wurden die Substitutionseffekte von CYP11B1Y und DGAT1® fiir
Milchleistungsmerkmale zuerst fiir jedes Allel getrennt geschitzt, als einzelne fixe
Variablen in einem linearen "fixed-effect Model". Kopplungseffekte blieben bei diesem
Ansatz bewusst unberiicksichtigt. Die Ergebnisse von Thaller et al. (2003) und Bennewitz
et al. (2004) basierten auf gleichen linearen Modellen jedoch auf der Grundlage von
"Daughter Yield Deviations" (DYD), die in der vorliegenden Arbeit nicht genutzt werden
konnten. DYD eines Bullen verkorpern per Definition den Durchschnitt der
Tochterleistung, korrigiert um fixe, nicht genetische und zufillige Effekte der Tochter und
genetische Effekte der angepaarten Kiihe (Liu et al. 2004). DYD sind nicht regressiert und
stellen ein mehr unabhédngiges Mal} der phénotypischen Leistung der Tochter eines Bullen
als einen Zuchtwert dar (VanRaden & Wiggans 1991). Fiir die vorliegende Arbeit waren
DYD jedoch nicht fiir alle beriicksichtigten Merkmale erhéltlich. Aus diesem Grund
wurden deregressierte Zuchtwerte (DRZW, Sigurdsson & Banos 1995, Jairath et al. 1998)
fiir alle Merkmale genutzt. Deregressierte Zuchtwerte werden durch die Division ihrer
Sicherheiten erzeugt (Harder et al. 2006). Die Verwendung von DRZW im Falle fehlender
DYD wurde bereits in der Literatur vorgeschlagen (Sigurdsson & Banos 1995, Thomson et
al. 2001). Auch im internationalen Vergleich (Interbull) ist es iiblich mit DRZW zu
arbeiten (Banos et al. 1993), da hier die nationalen Zuchtwertschitzungsmethoden oft
erheblich von einander abweichen. DRZW werden dazu aus nationalen Zuchtwerten
kalkuliert (Fikse et al. 1995) und nutzen, im Unterschied zu DYD, die
Verwandschaftsmatrix zwischen Bullen, um den Beitrag ménnlicher Verwandter zum
Zuchtwert des Bullen zu eliminieren, sodass die bereinigten Tochterleistungen verbleiben.
DRZW bezeichnen komplette Zuchtwerte, DYD représentieren per Definition jedoch nur
die Hailfte des Zuchtwertes eines Vererbers (Sire). Aus diesem Grund betragen

Standardabweichungen von DYD ebenso nur die Hélfte der Standardabweichung von
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DRZW. Wird beriicksichtigt, dass die Allelsubstitutionseffekte (o/2 - Effekte) der zitierten
Veroffentlichungen (Thaller et al. 2003, Bennewitz et al. 2004) nur den halben nominalen
Wert der in der vorliegenden Arbeit prédsentierten Ergebnisse betragen, so wurden fiir
Effekte des DGAT1X Allels auf Milchleistungsparameter vergleichbare Werte gefunden.
Standardisiert man Ergebnisse auf der Basis von DYD, so unterschieden sich DGAT1®
a/2 - Effekte fiir Milchmenge um 2 - 9 kg und waren fiir Fettgehalt und Proteingehalt
nahezu identisch. Alpha/2 - Effekte fiir Fettmenge differierten um 0,51 - 1,18 kg und fiir
Proteinmenge um 0,27 - 0,22 kg. Die mit den Einzel-Modellen (unabhingige Variable im
Modell war CYP11B1Y oder DGAT1X) errechneten Substitutionseffekte fiir alle funf
Milchproduktionsmerkmale waren hochsignifikant fir DGAT1®, aber ebenso fiir
CYP11B1Y, wie aufgrund von Kopplungseffekten bereits im Voraus vermutet wurde.
CYP11B1Y war dariiber hinaus signifikant fiir SCS, was einer moglichen Kopplung zu
einem QTL (Markerintervall: ILSTS011-BM302) in der Nihe zugeschrieben werden kann
(Zhang et al. 1998), obwohl sich auch in der QTL-Region Anhaltspunkte fiir Variation in
diesem Merkmal ergaben (GML-Gen, PTK2-Gen).

In der Absicht zwischen CYP11B1Y und DGAT1® Substitutionseffekten unterscheiden
zu konnen, wurden anschlieBend beide Allele als unabhéngige fixe Variablen in einem
linearen "fixed-effect Model" berechnet. Im Resultat verdnderten sich die
Substitutionseffekte pro Allel teilweise erheblich, jedoch weit mehr fiir CYP11B1" als fiir
DGAT1®. Die Substitutionseffekte pro CYP11B1Y waren geringer in allen
Produktionsmerkmalen. Milchmenge und Fettgehalt waren weiterhin hochst signifikant,
Proteinmenge hoch signifikant und Proteingehalt signifikant. Obwohl CYP11B1" in der
Einzelanalyse einen signifikanten Effekt auf SCS hatte, konnten in der gemeinsamen
Analyse keine Effekte mehr nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis kann als eine
Bestitigung der Analyse eines zweiten unabhéngigen QTL gewertet werden.

Bennewitz et al. (2004) untersuchten den BTA14 QTL ebenso, um auf zusétzliche
Variation neben den bereits gefundenen DGAT1® Substitutionseffekten zu testen. Von
diesen Autoren wurde ein weiterer bedingter QTL erkannt, der einen hoch signifikanten
Effekt fiir Fettmenge, Proteinmenge sowie Fettprozente, aber keinen Effekt fiir
Milchmenge zeigte. Da Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nur Substitutionseffekte fiir
Fettprozent und Proteinprozent bestitigen, die unabhingig vom DGAT1* Allel
nachgewiesen werden konnten, miissen in der weiteren QTL-Region zusitzliche Quellen

fiir genetische Variation mit Auswirkungen auf Fett- und Proteinmengen existieren.
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5.6.1.2 Substitutionseffekte bei Exterieurmerkmalen

Wenngleich der Nutzen von QTL fiir Korpermerkmale wenig offensichtlich zu sein
scheint, wurden in der Literatur bereits starke Korrelationen zwischen ihnen und
zuchtrelevanten Merkmalen gefunden, wie z.B. zwischen Gréfe und Produktions-
merkmalen (Short & Lawlor 1992), Fundamentnote und Langlebigkeit (Klassen et al.
1992, Dekkers et al. 1994, Vollema & Groen 1996), Exterieur und Kalbeintervall (Dadati
et al. 1986), Euterform und SCS (Rogers & Hargrove 1993) und Milchtyp und
metabolischer Gesundheit (Rogers et al. 1999).

Die Schitzung von Substitutionseffekten fiir Exterieurmerkmale, in den Einzelmodellen
(CYP11B1Y einzeln, DGAT1® einzeln) erbrachte keine signifikanten Resultate fiir
CYP11B1" aber fiir DGAT1X. Spelman et al. (2002) typisierten Holsteins ebenfalls mit
DGAT1, fanden jedoch keine signifikanten Effekte fiir Exterieur in der neuseeldndischen
Population. In der vorliegenden Untersuchung zeigten Dt. Holstein hoch signifikante
Effekte fiir die Merkmale "Stirke" und Signifikanz fiir "Beckenbreite" fir DGAT1® im
Einzelmodell sowie im Gemeinschaftsmodell. CYP11B1" blieb auch hier ohne Effekte.

Diesen Ergebnissen zufolge besitzen DGAT1 Genotypen unterschiedliche Einfliisse auf
das Exterieur von Milchrindern. In neuerlichen Verdffentlichungen genomweiter QTL -
Kartierungen wurden keine Exterieureffekte fiir Marker auf BTA14 festgestellt. Dies
konnte jedoch auf mangelnde Markerdichte (Schrooten et al. 2000), groBe Marker-
intervalle (Hiendleder et al. 2003) mit geringem Informationsgehalt (Boichard et al. 2003)

zuriickzufiihren sein.
5.6.1.3 Substitutionseffekte bei Fruchtbarkeitsmerkmalen

Das Merkmal "Kalbeverlauf” ist ein komplexes Merkmal, wird aber hauptsédchlich von
der GroBe des Kalbes und der Grofe des Beckengiirtels der Kuh beeinflusst (Meijering
1984, Johanson & Berger 2003). Das Merkmal '"paternaler Kalbeverlauf" war im
Einzelmodell der vorliegenden Arbeit, sowie im Gemeinschaftsmodell mit signifikanten
Effekten durch CYP11B1Y gekennzeichnet. Der Zuchtwert fiir paternalen Kalbeverlauf
beschreibt dabei die Tendenz der Kalbeleichtigkeit (bzw. Kalbeschwierigkeit) von Kélbern
eines bestimmten Bullen, verglichen mit dem Durchschnitt aller Kélber. Dabei ist unter
dem paternalen Effekt bei den Kalbemerkmalen der Einfluss des Kalbes (Form, Grof3e) auf
den Kalbeverlauf zu verstehen (VIT 2010). Demzufolge konnte der signifikant positive
Effekt von CYB11B1" Unterschiede in der Wachstumsdynamik des Feten (Geburtsgewicht

des Kalbes) vermuten lassen. Auch in der Literatur lassen sich hinreichend Nachweise
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finden, die Geburtsgewichte der Kailber als den wichtigsten Faktor von
Kalbeschwierigkeiten bezeichnen (Bellows et al. 1971, Burfening et al. 1978, Wang et al.
2000/2001). Da sich im Gemeinschaftsmodell der Effekt fiir CYP11B" verstirkte, sind fiir
den Fall, dass die errechneten Effekte nicht durch das CYP11B1Y Allel selbst verursacht
werden Kopplungseffekte nicht auszuschlieBen. Dabei ist es durchaus moglich, dass eine
Kopplung zu zwei QTL fiir Wachstumseigenschaften bzw. Geburtsgewicht / 60-Tage-
Gewicht (Miyata et al. 2006), die in einer F2-Generation der Rassen Holstein/Gir auf
BTA14 bei 1 cM bzw. 0 cM kartiert wurden, existiert. DGAT1® Genotypen scheinen wie
oben erwihnt Einfluss auf Exterieur Merkmale "Stidrke" und "Beckenbreite" auszuiiben,
wenngleich das Fruchtbarkeitsmerkmal "maternaler Kalbeverlauf' (GroBe & Form des
Beckens) in der vorliegenden Analyse keine signifikanten Effekte zeigte.

Eine kontinuierliche Selektion auf Milchmenge {iber lange Zeit fiihrt gleichzeitig zu
einer Verdnderung von Rahmen und Gewicht der Kuh (Heinrichs & Losinger 1998). Mit
dem Anstieg der Milchleistung, nahm das Einzeltierkaliber in der Holstein Rasse
kontinuierlich zu (Heinrich & Hardgrove 1987). Gravert et al. (1979) berichteten
durchschnittlich von 137 cm Schulterh6he und 640 kg Gewicht fiir die Holstein Rasse. Im
heutigen Zuchtziel wird eine Schulterh6he von 145-156 cm und ein Koérpergewicht von
650 - 750 kg beschrieben (Deutscher Holsteinverband e.V. 2008). Das Merkmal
Geburtsgewicht ist positiv mit Wachstumsmerkmalen korreliert (Woldehawariat et al.
1977) und Wachstumsleistung mit verfiigbarer Energie (Halse et al. 1976), sodass eine
Selektion auf Milchleistung indirekt eine Selektion auf hohere Geburtsgewichte bewirken
konnte (Barnes et al. 1985, Bonczek et al. 1992). Aufgrund starker Kopplung am
centromerischen Ende von BTA14 ist der Einfluss von QTL fiir Geburtsgewicht / 60-Tage-
Gewicht in Kopplung mit dem Marker CSSM066 nicht auszuschlieBen (Miyata et al.
2007). Da eine Selektion auf Grofle, Geburtsgewichte schneller ansteigen lassen kann als
Beckengrofle, kann von einer negativen Korrelation zwischen diesen Merkmalen
ausgegangen werden (Meijering 1984). Im Lichte von nur geringen Erblichkeiten der
Fruchtbarkeitsmerkmale und signifikanten Effekten auch von nicht genetischen Faktoren,
bleibt die Interpretation von Effekten fiir Fruchtbarkeitsmerkmale jedoch schwierig.

Das DGAT1® Allel zeigte signifikant negative Effekte fiir das Merkmal "maternale
Non-Return-Rate 90", welches den Befruchtungserfolg der Tochter eines Bullen anhand
der Non-Return-Rate darstellt. Nach der Abkalbung durchwandern Milchkiihe ein
ausgepragtes Energiedefizit, das durch das Einsetzen starker Milchsekretion und einer

unzureichend schnellen Erh6hung der Nahrungsaufnahme verursacht wird. Es besteht eine
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direkte Korrelation zwischen der negativen Energiebilanz, sowie dem Ausmal} der
Mobilisation von Korperfettdepots und dem Einsetzen der zyklischen Eierstocksaktivitit
post partum und einer verminderten Fruchtbarkeit. Ein Verlust an Kérpermasse zu Beginn
der Laktation von mehr als 1,0 BCS-Punkt (Body Condition Score, Edmonson 1989) ist
mit einer signifikanten Verschlechterung des Erstbesamungserfolges verbunden (Butler &
Smith 1989). De Vries & Veerkamp (2000) konnten zeigen, dass ein Absinken des
maximalen Wertes der negativen Energiebilanz um 10 MJ NEL / Tag zu einem um 1,25
Tage verzogerten Auftreten der ersten Ovulation post partum fiihrt. Aufgrund dessen wire
Variation im Merkmal Neon-Return-Rate durch Variation in DGAT1® Frequenzen
denkbar, als Folge einer erhohten Energiebereitstellung des Organismus fiir vermehrte
Milchfettproduktion und einem daraus resultierenden, stirkeren und verldngerten
Energiedefizit post partum. Obwohl grundsitzlich das laktationsspezifische Ungleich-
gewicht im Energiestoffwechsel der Milchkuh ein hormonell bestimmter Vorgang ist, bei
dem lediglich die Intensitét variiert (Stangassinger 2006), errechneten Coffey et al. (2003)
Zuchtwerte flir Energie-Inbalancen, die sie aus BCS-Evaluierungen der Tochter von

Besamungsbullen ableiteten.

5.6.1.4 Korrelationen zwischen DRZW fur Milchleistungsmerkmale und

Fruchtbarkeitsmerkmale

Pearson's Korrelationskoeffizienten wurden in der vorliegenden Arbeit zwischen
DRZW fiir Milchleistungsmerkmale und Fruchtbarkeitsmerkmale mit Nutzungsdauer in
der Absicht berechnet, mogliche Auswirkungen von erhohter Energiebereitstellung der
Kuh fiir erhohte Milchfettwerte auf Fruchtbarkeit und Eutergesundheit zu bewerten. Bei
Merkmalen mit hoher Heritabilitit reichen oft wenige Tochter aus, um Zuchtwerte mit
geringen Standardfehlern zu schitzen. Funktionale- und Fruchtbarkeitsmerkmale besitzen
jedoch eher geringe Erblichkeiten, die im Allgemeinen zu geringen Sicherheiten in jungen
Vererbern fiihren, da Sicherheiten der Zuchtwerte als die quadrierte Korrelation zwischen
geschitzten und wahren Zuchtwerten definiert sind (VanRadden et al. 1991). In einem
Granddaughter-Design haben Sohne iiblicherweise 50 oder mehr Tochter, die
Zuchtwertschitzungen mit Sicherheiten in der Grofenordnung von 85 - 95% (Coppieters et
al. 1999) erméglichen. Die in dieser Studie beriicksichtigten Holsteinbullen wurden
zwischen 1986 und 1993 geboren, sodass Sicherheiten aufgrund der grofen
Nachkommenschaft sich im gehobenen Bereich bewegen (Milchleistung 95.4 %,
Fruchtbarkeit 74,2 % und Exterieur 83,1 %).
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Die wichtigsten Abgangsgriinde fiir Holstein Milchrinder im Jahr 2002 in Deutschland
waren Sterilitédt (20,6 %), Euterkrankheiten (15,2 %) und Fundament (9,1 %) (Biinger et al.
2002). In der zitierten Untersuchung war der Relativzuchtwert fiir somatische Zellzahl
(RZS) am engsten mit dem Relativzuchtwert Nutzungsdauer (RZN) korreliert und betrug
-0,42. In der vorliegenden Arbeit waren Korrelationen eher schwach, bis auf Korrelation
"Nutzungsdauer” vs. "SCS" mit einem Wert von -0,52, der sich demnach in vergleichbarer
GroBenordnung bewegt. Signifikanzen waren durch die groe Anzahl ausgewerteter Bullen
von der Tendenz her sehr hoch. Auch wenn die nominalen Werte nur geringe Grof3en
einnahmen, konnte eine klar negative Beziehung zwischen dem Merkmal
"Milchfettprozent" und Fruchtbarkeitsmerkmalen festgestellt werden. Unter den direkten
Produktionsparametern wurden die hochsten Korrelationen zwischen "Fettmenge" vs.
"mNRR 90" und "Proteinmenge" vs. "mNRR 90", sowie "Fettmenge" vs. "Nutzungsdauer"
mit jeweils -0,12, -0,09 und -0,12 festgestellt und alle waren hochst signifikant. 1998
fanden Boichard et al. bei einer Untersuchung der Fruchtbarkeitssituation der
franzosischen Rassen Holstein, Normande und Montbelliarde durch Auswertung von
anndhernd 16 Mill. Befruchtungsdaten eine negative Korrelation in der Héhe von -0,2 bis -
0,5 zwischen den Merkmalen "Milchmenge" und dem Befruchtungserfolg durch kiinstliche
Besamung. Die vorliegende Untersuchung fand eine negative Korrelation zwischen den
Merkmalen "Milchmenge" und "mNNR90", zwar in einer wesendlich geringeren Grof3e
(-0.06), jedoch in ebenso signifikanter Weise.

Das Merkmal "Paternaler Kalbeverlauf' war hochst signifikant korreliert mit
"Fettmenge" (-0,10). Es finden sich Hinweise in der Literatur, dass bei Anpaarung von Bos
indicus Bullen an Bos taurus Kithe die Kreuzungsprodukte hohere Geburtsgewichte
aufweisen, einhergehend mit Kalbeschwierigkeitsgraden, als durch die Grofe der Bos
indicus Vaterrasse zu erwarten wiére (Gregory et al. 1979b, Reynolds et al. 1980, Roberson
et al. 1986). Da alle Bos indicus Rassen homozygot fiir das DGAT1" Allel sind (Kaupe et
al. 2004a, Tantia et al. 2006) erscheint ein kausaler Zusammenhang nicht ausgeschlossen.
Bei den Produktionsmerkmalen waren die negativen Korrelationen zwischen DRZW
Nutzungsdauer vs. "Fettmenge", bzw. "Fettprozente" vs. "SCS" die hochsten, die in der
vorliegenden Untersuchung gefunden wurden. Eine hohe Korrelation zwischen
"Nutzungsdauer" und "SCS" bestitigen Ergebnisse von Nash et al. (2000). Diese Autoren
fanden, dass Tochter von Vitern, die lingere Nutzungsdauer vererben, eine geringere

Anzahl und geringere Intensitdt von Mastitis aufweisen als andere.
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Da das AusmalB einer negativen Energiebilanz, sowie der Rate der Genesung von einer
Energieimbalance wichtige Faktoren fiir eine optimale Fruchtbarkeit zu sein scheinen (De
Vries & Veerkamp 2000, Roche et al. 2000, Westwood et al. 2002), besteht die
Moglichkeit eines negativen FEinflusses von steigender Milchfettmenge auf eine
funktionierende Fruchtbarkeit der Milchkuh und dadurch auf die Lénge ihrer

Nutzungsdauer.

5.6.2 Multiple Regressionsanalyse
(Marker KIEL_E8, DGAT1, CYP11B1, GML"%® GML*", ILSTS039, CSSM066)

Der in der vorliegenden Untersuchung in der Einzelgen-Analyse (nur DGATL1 als
abhingige Variable im Modell) errechnete Allelsubstitutionskoeffizient (a/2) fir DGAT1X,
in der GroBenordnung von -144 kg Milch, ist vergleichbar mit den Ergebnissen anderer
Autoren, die von nur einem QTL am centromerischen Ende von BTA14 ausgingen (Looft
et al. 2001, Grisart et al. 2001, Spelman et al. 2002, Thaller et al. 2003, Bennewitz et al.
2003) und liegt Ergebnissen aus Untersuchungen an Dt. Holstein Population niher, als
Ergebnissen aus fremden Holstein Populationen. In niederldndischen und neuseelédndischen
Holstein fanden Grisart et al. (2001) einen Allelsubstitutionskoeffizienten fiir DGAT1" von
-158 kg Milch und Spelman et al. (2002) von -133 kg Milch. In Dt. Holsteins fanden Looft
et al. (2001) fiir die ersten 100 Tage der Laktation -140 kg, Thaller et al. (2003)
durchschnittlich fiir die ersten 3 Laktationen -146 kg und Bennewitz et al. (2003)
durchschnittlich fiir die ersten 3 Laktationen einen Allelsubstitutionskoeffizienten fiir
DGAT1* von -153 kg Milch.

Der Ansatz, ungeklarte Varianz im QTL-Bereich neben dem K232A Polymorphismus
des DGAT1-Gens im QTL-Bereich mit dem V30A Polymorphismus des CYP11B1-Gens
als zusétzlichen Marker zu erkldren, blieb wie oben beschrieben fiir die Merkmale Fett-
und Proteinmenge unvollstindig. Aus diesem Grund wurden zwei weitere SNP-Marker
(GML+405, GML+573) in der QTL-Region etabliert sowie unverdffentlichte Mikrosatelliten-
Typisierungen anderer  Autoren (ILSTS039 Bennewitz / Kiel, CSSMO066
Kiihn / Dummerstorf) und Typisierungen des SSCP-Markers KIEL_E8 (Karral-Albrecht et
al. 2000, Looft et al. 2001) einbezogen. Um das gesamte verfligbare Datenmaterial zur
Feinkartierung eines 2. QTL zu nutzen, wurde anschlieBend ein "Multiples Regressions-

Verfahren" durchgefiihrt.
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5.6.2.1 Stepwise Regression (Multivariate Analyse durch Multiple Regression)

Unter einem Szenario von zwei QTL zur Erkldrung der gesamten Varianz am
centromerischen Ende von BTA14 muss sich zwangsldufig der Allelsubstitutionskoeffizient
(o / 2) fiir DGAT1X reduzieren. Hierbei fanden Bennewitz et al. (2004) noch 89% (-136 kg
Milch) ihres urspriinglich errechneten a/2-Wertes fiir DGAT1® (-153 kg Milch). In der
vorliegenden Untersuchung wurde die Annahme eines 2. QTL in konkreter Form anhand
des Aminosdureaustausches (V30A) des positionellen Kandidatengens CYP11B1
durchgefiihrt. Unter dieser Annahme konnte fiir DGAT1® ein a/2-Wert von -129 kg Milch
errechnet werden. Dieses Ergebnis stellt eine Minderung des initialen o/2-Wertes (-144 kg
Milch) im gleichen Verhiltnis dar (89%), wie von Bennewitz et al. (2004) beschrieben.
Aufgrund dieser Tatsache kann das Ergebnis als eine Bestidtigung der Annahme eines 2.
QTL interpretiert werden, der in einer starken Kopplung mit dem CYP11B1"-Allel steht.
Obwohl Bennewitz et al. (2004) den zweiten QTL in Kopplung mit dem SSCP Marker
KIEL_E8, der in der physischen Karte (BTAU Build 4.0) proximal zum DGAT1-Gen
kartiert, darstellen konnten, wird in der vorliegenden Untersuchung der zweite QTL in
Kopplung mit dem CYP11B1-Gen dargestellt, das im physischen Kontext distal zum
DGAT1-Gen kartiert. Die in silico physische Kartierung in Abbildung 4.15¢ zeigt die
Anordnung der Marker innerhalb der weiteren QTL-Region und ihre physische
Ausdehnung am centromerischen Ende von BTA14, nach dem NCBI Btau-Build 4.0. Wie
berichtet, kartieren mehrere QTL fiir Milchfettgehalt und Milchfettmenge in diese QTL-
Region (Khatkar et al. 2004). Wahrend jedoch, wie von Khatar et al. (2004) berichtet, die
genetische Kartierungsposition von 0,1 ¢cM mit der Position von DGAT1 zusammenfillt,
weist die Kartierungsposition von 1,4 ¢cM auf eine mehr distale Position, in etwa 1,5 Mb
Entfernung hin.

In der Absicht, in der weiteren QTL-Region mehrere Marker auf Kopplungs-
ungleichgewicht mit Milchleistungsmerkmalen zu untersuchen, wurde fiir die vorliegende
Untersuchung eine Multiple Regression in Form eines Stepwise-Verfahrens durchgefiihrt.
Die Vorgehensweise einer Multiplen Regression in additiven Schritten mit der STEPWISE
PROCEDURE der SAS-Statistic-Suite (SAS Institute, 2000) verfolgte zwei Ziele. Zum
Einen sollte die postulierte Moglichkeit eines zweiten QTL assoziiert mit dem CYP11B1-
Gen tberpriift werden und dariiber hinaus in einem alternativen Ansatz eine Eingrenzung
der QTL anhand einer Gewichtung der relativen Bedeutung weiterer Marker vorgenommen
werden, indem die Marker in der Reihenfolge ihrer physischen Position auf dem

Chromosom in das Modell aufgenommen werden sollten. Diese Vorgehensweise fiihrte zu
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drei unterschiedlichen Regressionsmodellen als Kalkulationsansatz. Hierflir wurden drei
Gruppen mit progressiver Markeranzahl gebildet und nur die letzte Gruppe enthielt alle
Marker.

In allen drei Variationen der Regressionsmodelle waren die P-Werte der
Milchleistungsmerkmale (auBler Modell 2 fiir Milch kg) fiir das DGAT1-Gen immer hochst
signifikant. Obwohl das CYP11B1-Gen in den ersten beiden Modellen P-Werte von hochst
signifikant fiir Fettprozente {iber hoch signifikant fiir Milchmenge und Proteingehalt bis
signifikant fiir Proteinmenge und SCS zeigte, verlor es seinen kompletten
Informationsgehalt im dritten Modell, sobald Allele der Mikrosatellitenmarker ILSTS039
und CSSMO066 in das Modell aufgenommen wurden. Ebenso verdnderte sich der
Informationsgehalt der GML Markerallele iiber die Entwicklung der Modelle. Wéhrend
GML " in den beiden ersten Modellen zur Erklérlichkeit beitragen konnte (signifikant fiir
Fettgehalt und Proteingehalt), jedoch anschlieBend die Auswahl verlassen musste, behielt
GML"™" seine Informativitit (signifikant fiir Fettmenge), trotz der Aufnahme der
Mikrosatelliten Markerallele. Zusitzlich konnte im 3. Modell GML™" fiir Variation im
Merkmal SCS signifikante Erklérlichkeit liefern. Der EST Marker KIEL_E8 zeigte
Signifikanz lediglich fiir das Merkmal Fettmenge. Jedoch auch hier entfiel jeglicher
Informationsgehalt, durch die Hinzunahme der Allele der Mikrosatellitenmarker in das
Modell.

Mikrosatellitenmarker ILSTS039 Allele differieren nicht in Anzahl, aber in Grofie
zwischen der israelischen (ILSTS039°***, Weller et al. 2003) und deutschen
(ILSTS039?'"**") Holstein Population. In der israclischen Studie (ILSTS039°***) von
Weller et al. (2003) war das kleinste von acht MS Allelen (225 bp) assoziiert mit erhohten
Fettprozenten, wohingegen in der vorliegenden Untersuchung (ILSTS039%'"**") das
zweitkleinste von 8 MS Allelen (219) einen hoch signifikanten Wert fiir das Merkmal
Fettprozente ergab, sodass diese Unterschiede nicht auf unterschiedlich grofe PCR-
Amplifikate zurlickgefiihrt werden konnen. Diese Tatsache legt nahe, dass in israelisches
Holstein nicht die gleichen ILSTS039 Allele segregieren wie in Dt. Holsteins. Die
Allelfrequenzen des MS ILSTS039%'"*! waren in der vorliegenden Untersuchung sehr zu
Gunsten von Allel 219 (0,624) und Allel 225 (0,262) verschoben. Aufgrund dessen wurden
beide Allele als getrennte Marker in die STEPWISE Regression aufgenommen. Allel
ILSTS039%" zeigte hoch signifikante Werte fiir Merkmale Milchmenge, Proteinmenge,
Fettprozente und SCS, sowie signifikante Werte fiir Proteinprozent. Allel ILSTS039%*

zeigte einen signifikanten Wert fiir Fettprozent.
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Ebenso sind bei MS CSSMO066'"*2%? zwischen 13 Allelen die Frequenzen ungleich
verteilt, und Allel CSSM066'*¢ (0.227), Allel CSSM066'° (0,393) und Allel CSSM066'**
(0.157) besitzen gemeinsam eine Frequenz von ca. 78 %. Aus diesem Grunde wurden hier
drei Allele als unabhingige Marker fiir die multiple Regression ausgewéhlt. Da die
Auswahlprozedur des STEPWISE Regressionsprogramms die angebotenen Marker durch
Aufnahme in das Modell bzw. Ausschluss aus dem Modell entsprechend ihrem
Erklérlichkeitsbeitrag rangiert, wie in Kapitel 3.2.4.2 beschrieben, wurden letztlich von
MS CSSMO066 nur zwei Allele (186, 194) im Modell behalten. Interessanter Weise wurde
dabei jedoch das Allel mit der hochsten Frequenz in der Population (Allele 190, Frequenz
0,393) ausgeschlossen. Dieses Ergebnis ist aber nur erkldrlich, wenn Allel 190, anders als
Allele 186 und 194, nicht in Kopplung mit dem oder den QTL steht. Allel 186 besal} einen
hoch signifikanten Wert fiir Proteinprozent und Allel 194 einen ebenso hoch signifikanten
Wert bei Proteinprozent sowie signifikante Werte fiir Fettmenge und Fettprozent. Die
Assoziation der CSSMO066 Allele mit den Milchleistungsmerkmalen scheint jedoch
insgesamt schwécher zu sein als die der ILSTS039 Allele und kommt anscheinend bei
weiter distal kartierenden Markern (TG) génzlich zum Erliegen (Khatib 2007). Dies spricht
fiir weniger enge Kopplungsverhiltnisse dieses Markers mit dem QTL.

Bei der Schitzung der a./2-Werte besitzt nur noch CSSM066'*® einen signifikanten
Wert fiir Proteinprozent. Demgegeniiber besitzt ILSTS039%"” hochst signifikante Werte fiir
Milchmenge, Proteinmenge und Fettprozente, sowie hoch signifikante Werte fiir
Proteinprozent und SCS. Bei CYP11B1" entfillt in Anwesendheit des ILSTS039*" im
Modell jegliche Assoziation mit Milchleistungsmerkmalen. Hieraus liee sich ableiten,
dass unter der Annahme der Marker-/Genanordnung des Btau-Build 3.1 ein weiterer QTL
mit groer Wahrscheinlichkeit auf der distalen Seite und unter der Annahme der Marker-
/Genanordnung des Btau-Build 4.0 auf der proximalen Seite von MS ILSTS039 positioniert
sein konnte. In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigte das Allel ILSTS039%"
neben den bereits beschriebenen Effekten auch einen signifikanten P-Wert fiir das
Merkmal Zellzahl (SCS). Diese Signifikanz konnte auf Kopplungseffekte mit einerseits
dem PTK2-Gen, ca. 1 Mb entfernt (Btau-Build 4.0), sowie dem GML-Gen (Genbank
AY950682), in unmittelbarer Nihe (ca. 100 Kb), in Verbindung gebracht werden. Das
GML-Gen gehort, wie das PTK2-Gen, zu einer Genfamilie mit Auswirkung auf Apoptosis
(Nakamura et al. 2004) und wurde auch aus diesem Grund als Kandidatengen fiir Effekte
bei SCS ausgewihlt. Diese Annahme scheint mit den vorliegenden Ergebnissen zumindest

tendenziell bestitigt zu werden.
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Als ein aussichtsreiches Kandidatengen, sowohl hinsichtlich seiner chromosomalen
Position als auch seiner physiologischen Einflussnahme auf den Organismus, kann das Gen
Protein Thyrosin Kinase 2 (PTK2) angesehen werden, wie mit den folgenden Literatur-
stellen aufgezeigt werden soll. PTK2 ist eine "non-receptor’ Tyrosine Kinase (Schlaepfer &
Mitra 2004). Berichten zufolge besitzt PTK2 gewebespezifische Funktionalitit (Zachary
1997) und in der Literatur finden sich diverse Hinweise auf seine FEignung als
Kandidatengen:

* Milchdriisenentwicklung sowie Milchdriisenfunktion bendtigen Focal adhesion kinase
(FAK alias PTK2) als Mediator zur Integrin-Signalisation (Li et al. 2005, Nagy et al.
2007).

* Post translationelle Regulation von DGAT1 erfolgt durch eine Tyrosin Kinase
(Haagsman et al. 1982, Lau et al. 1996) und/ oder eine Protein Kinase (Rohlfs et al.
1993), obwohl keine funktionellen Auswirkungen auf DGAT1 Aktivitdt beobachtet werden
konnte, wenn die konservierte Tyrosin-Phosphorylierungsstelle im humanen DGAT1-Gen
durch einen SNP mutiert war (Yu et al. 2002).

* Auswirkungen des FAK (PTK2)-Gens auf Apoptosis und Involution des
Milchdriisenepithels wurden beschrieben (De la Cruz et al. 2004, McMahon et al. 2004,
Li et al. 2005). Demnach kommuniziert kontinuierlich eine Phosphorylierung von FAK das
Uberlebenssignal an die Zellen des Milchdriisengewebes, sodass bei Ausbleiben des
Signals unverziiglich Apoptosis ausgelost wird (Frisch et al. 1996, Xu et al. 2000).

*Nach neueren Berichten wird FAK (PTK2) auch mit Funktionen im
Energiemetabolismus (Huang et al. 2002, 2006) und mit Insulinresistenz (Bisht et al.
2008) in Verbindung gebracht. In Mausen sind FAK (PTK2) defiziente (-/-) Linien bereits
embryonal nicht lebensfdhig (Zachary 1997). Durch ’gene silencing” Techniken (iRNA) in
adulten Tieren kann experimentell die Genexpression von FAK (PTK2) signifikant
reduziert und hierdurch eine Insulinresistenz ausgeldst werden. Bislang wurden als
Ursachen von Insulinresistenz bei Kiithen mit Leberinsuffizienz in erster Linie der erhohte
Glucokortikoidspiegel und/oder stark reduzierte Insulin-like growth factor 1 (IGF1)
Plasmakonzentrationen in Betracht gezogen (Vernon and Finley 1986, Hussain et al.
1994). Die wichtigsten Auswirkungen der Leberverfettung auf den Gesundheitszustand
von Milchkiihen sind neben einer reduzierten Gluconeogeneserate (Cadornica-Valino et al.
1997) die verringerten Abbauraten sowohl von Endotoxinen als auch von Hormonen

(Rukkwamsuk et al. 1999).
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*Im Jahr 2007 publizierten de Roos et al. eine vergleichende Studie {iber
Zuchtwertschétzung fiir Fettprozente unter der Verwendung eines dichten Marker Sets auf
BTA14. Verglichen wurden die Genauigkeiten der Zuchtwerte, geschitzt mit 'Genomic
Selection', 'Gene assisted Selection' und BLUP, mit den offiziellen nationalen
Zuchtwerten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung fiir die Holstein Population der
Niederlande und Flandern verdffentlicht waren. Die iiberragend hochste QTL
Wahrscheinlichkeit nach Schétzung (average posterior QTL probability) entfiel auf
Markerkombination 23, die nach dem in dieser Untersuchung verwendeten BTAU-Build
3.1 exakt mit der physischen Position von PTK2 iibereinstimmt.

Cytochrome c-1 (CYC1) verkorpert ein weiteres aussichtsreiches Kandidatengen aus der
engeren QTL Region und liegt ca. 130 Kb distal von DGAT1 (Btau-Build 4.0). Es wird in
der Literatur im Zusammenhang mit apoptotischer Geweberegulation beschrieben (Zhao et
al. 2003, Cance & Golubovskaya 2008). Eine erfolgreiche Laktation hiangt aber nicht nur
von einem kontrollierten Prozess der Zellproliferation und von Milchdriisenwachstum
wihrend der Trichtigkeit, sondern ebenso von einem regulierten Zelltot wihrend der
Involution ab (Zarzynska & Motyl 2008). Durch die Freisetzung von Cytochrome-c aus
dem Mitochondrium in das Zytoplasma wird programmierter Zelltot ausgelost (Zhao et al.
2003). CYC1 kann unter derartigen Gesichtspunkten ebenso als ein positionales, wie auch

physiologisches Kandidatengen angesehen werden.
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6 Zusammenfassung

Literaturiibersicht: Anhand einer Zusammenstellung ausgewihlter Literatur wird ein
Uberblick iiber Entwicklung und Methode der Genomanalyse gegeben. Damit wird ebenso
der gedankliche Weg nachvollzogen, der zur Erstellung dieser genomanalytischen Arbeit
beschritten wurde. Hierbei kann Information tiber die Struktur und Plastizitit des Genoms
ebenso wie seine Entwicklung als ein Ausgangspunkt gewertet werden und molekulare
Marker als Hilfsmittel und Wegmarkierungen, um in der Komplexitit des Genoms eine
Orientierung zu gewihrleisten. Literatur iiber positionale Klonierung gibt einen Uberblick
tiber die methodische Verfahrensweise der Genomanalyse bis auf molekulare Ebene. Der
Abschnitt QTL-Analyse stellt dar, wie Auswertung und Erkenntnisse der Genomanalyse in
einen Okonomischen Zusammenhang gebracht werden, ohne den eine sinnvolle
Zuchtauslese bei landwirtschaftlichen Nutztieren nicht mdglich erscheint. AbschlieBend
beleuchtet eine Auswertung von Verdffentlichungen iiber markergestiitzte Selektion und
markergestiitzte Introgression Mdoglichkeiten der Anwendung von Ergebnissen aus der

Genomanalyse in der Nutztierzucht.

Material & Methode: Der zentrale Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit ist
die Rinder-DNA-Sammlung der Rassen Dt. Holstein und Dt. Fleckvieh der
Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter (ADR), Bonn, in der organisatorischen
Form eines 'Great-Granddaughter Design'. Die Rinder-DNA-Sammlung des Instituts flir
Tierzucht & Haustiergenetik, JLU Giessen, in der organisatorischen Form des
Familienmaterials der Rassen Dt. Angus und Dt. Fleckvieh konnte zum Etablieren und
Uberpriifen der Genotypisierungssysteme genutzt werden, ebenso wie diverse Rinder
DNA. Eine Zusammenstellung aus 3442 DNA-Proben von 42 internationalen Rinderrassen
wurde in einer separaten Untersuchungsreihe bearbeitet. Alle weiteren in dieser Arbeit
verwendeten Materialien wurden von Zulieferfirmen bezogen oder stammten aus den
Grundausriistungen der Labore. Im Kapitel Material & Methoden aufgefiihrte Gerdte und
Chemikalien beziehen sich auf die Ausstattung der Tierzuchtinstitute der Justus-Liebig-

Universitiat Giessen und der Technischen Universitdt Miinchen.

Ergebnisse: Die Ergebnisse umfassen die molekulargenetischen Untersuchungs-

ergebnisse der Laborarbeiten mit ihren statistischen Auswertungen.

Sie schlieBen ein, die Genotypisierung und genetische Charakterisierung von 37 Bos

taurus und 4 Bos indicus, internationalen Rinderrassen sowie einer Bos indicus/Bos taurus

180



QTL-Feinkartierung auf Chromosom BTA14

Hybridrasse, mit dem K232A Polymorphismus des DGAT1-Gens. Diese Untersuchungen
erfolgten unter besonderer Beriicksichtigung von Rassen aus dem Domestikationsgebiet
von Bos taurus, sowie DNA unterschiedlicher Vererberlinien aus der DNA-Genreserve
'Altes Deutsches Schwarzbuntes Niederungsrind' des Instituts fiir Tierzucht &
Haustiergenetik Giessen, im Hinblick auf Domestikation und Rassendifferenzierung beim

Milch- und Fleischrind. Dariiber hinaus beinhalten die Ergebnisse:

¢ Zur Komplettsequenzierung weiterbearbeitbare und durch Ansequenzierung und in silico
Kartierung definierte BAC-Klone der proximalen Region von BTA14 aus zwei
unterschiedlichen BAC-Banken (Zhu et al. 1999, Buitkamp et al. 2000).

¢ Physische Kartierung des Gens CYP11B1 und eines CYHR1-Paralogons auf BTA14
durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung.

¢ Genetische Kartierung der Gene DGAT1, CYP11B1 und GML, sowie der Mikrosatelliten
ILSTS039 und CSSM066 im ADR-Familienmaterial (separat fiir Holstein- und Fleckvieh-
rinder).

¢ Etablierung eines Verfahrens der Differenzierung zwischen dem kodierenden Gen
CYP11B1 und zwei CYP11B1-Pseudogenen (CYP11B1P1, CYP11B1P2), zum Nutzen
verlasslicher differenzieller PCR-Amplifizierung und Genotypisierung.

¢ Genotypisierungen des ADR-Familienmaterials (Dt. Holstein & Dt. Fleckvieh) mit den
Polymorphismen A30V im CYP11B1-Gen (2Allele) und K232A im DGAT1-Gen

(2 Allele), sowie der Auswertung der Daten durch lineare Regression.

¢ Genotypisierungen des ADR-Familienmaterials (Dt. Holstein & Dt. Fleckvieh) mit SNP
GML™® und GML ™", unter Einbezichung vorhandener Genotypisierungen mit dem
SSCP-Marker KIEL_E8 und den Mikrosatellitenmarkern ILSTS039 (2 Allele), CSSM066
(3 Allele) und der Auswertung aller Genotypisierungsdaten mit Hilfe eines 'stepwise'
Regressionsverfahrens.

¢ Lokalisierung und Charakterisierung weiterer Kandidatengene (PTK2, CYC1).

Diskussion: Das Kapitel 'Diskussion' strukturiert sich analog dem chronologischen

Ablauf der Arbeiten und den sich daraus entwickelnden Ergebnissen und Auswertungen.

Im ersten Teil dieses Kapitels wird im Wesentlichen der bereits publizierte Teil der
Diskussion der Ergebnisse behandelt. Hierbei wird auf der Grundlage der Untersuchungs-
ergebnisse des K232A Polymorphismus im DGAT1-Gen in einer Vielzahl internationaler

Rinderrassen in einem entwicklungsgeschichtlichen Zusammenhang die Entstehung und
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Verbreitung in der Spezies Bos im Allgemeinen und in der Holstein Rinderrasse im
Speziellen diskutiert. Der zuchttechnische Wert dieses Polymorphismus wird beleuchtet.
Dem schlieBt sich die Diskussion der Ergebnisse der Genotypisierung des A30V
Polymorphismus im CYP11B1-Gen mit seinen Auswertungen im Hinblick auf

Milchproduktions-, Fruchtbarkeits-, Exterieur- und Nachhaltigkeitsparameter an.

Der Diskussion der verdffentlichten Ergebnisse schlieft sich eine erweiterte und
vertiefende Diskussion der QTL-Feinkartierung unter der Einbeziehung der Typisierungs-
ergebnisse an, die nach der Bearbeitung des CYP11B1-Gens am ADR-Familienmaterial
generiert werden konnten. Wiahrend den Untersuchungen der genetischen Variation im
centromerischen Bereich von BTAI4 in Form einer Beteiligung des A30V
Polymorphismus im CYP11B1-Gens an der gesamten QTL Wirkung noch eine alleinige
lineare Abhéngigkeit unterstellt war, so wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen
klar, dass die, neben der durch den K232A Polymorphismus im DGAT1-Gen erklérbare,
noch feststellbare Restvarianz einer komplexeren Dynamik unterworfen zu sein scheint.
Weitere Genotypisierungsdaten neu gefundener polymorpher Loci in der chromosomalen
Néhe des CYP11B1-Gens gemeinsam mit nutzbaren Informationen von Genotypisierungen
aus Datenbestéinden der ersten Phase des Forschungsvorhabens fiihrten zu Uberlegungen
der Rangierung der nun vorhandenen Marker anhand eines Tests auf bestmogliche
Eignung fiir die Erklérlichkeit der Restvarianz in der QTL-Region. Im vertiefenden Teil
der Diskussion wird die Vorgehensweise einer 'stepwise Regression' unter Verwendung
aller zur Verfligung stehenden Genotypisierungsinformation diskutiert. Hierbei wird darauf
eingegangen, dass einige der Marker ihre komplette Informativitét verlieren, sobald andere
Marker in das Regressionsmodell aufgenommen und beriicksichtigt werden. Da die
diskutierten Ergebnisse der Arbeit die Restvarianz in der QTL-Region nicht komplett
erklaren konnen, wird abschlieBend die Moglichkeit der Existenz weiterer Kandidatengene

im Bereich, durch Literaturrecherche gestiitzt, aufgezeigt.
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7 Summary

Review of Literature: Based on a compilation of selected literature, an overview of
development and methods of genome analysis is provided. Thereby the intellectual
pathway is traced that had to be pursued to accomplish this genome-analytical work. In this
way information on the structure and plasticity of the genome as well as its evolutionary
development may be understood as a starting point and molecular markers as tools and
signposts to ensure orientation in the complexity of the genome. Literature on positional
cloning provides an overview of the methodological procedure of genome analysis onto the
molecular level. The section on QTL analysis presents, how the analysis and findings of
genome analysis are brought into an economic context, without which a meaningful
breeding selection in farm animals does not seem possible. Finally, an evaluation of
publications on marker-assisted selection and marker-assisted introgression is meant to
shed light on possibilities of the application of genome analytical results in livestock

breeding.

Material & Methods: The central object of study of this thesis was the bovine DNA
library of German Holstein and German Fleckvieh cattle breeds of the Syndicate of
German Cattle Breeders (ADR), Bonn, Germany, in the organizational form of a 'Great-
Granddaughter Design'. The bovine DNA library of the Institute of Animal Breeding &
Animal Genetics, JLU Giessen, in the organizational form of a family design of German
Angus and German Fleckvieh cattle breeds was employed to establish and verify the
genotyping systems, as well as several anonymous bovine DNA. A collection of 3442
DNA samples from 42 international breeds of cattle was handled in a separate series of
investigations. All other materials used in this work were purchased from suppliers or
derived from the basic equipment of the laboratories. In chapter Material & Methods
equipment listed refer to the equipment of Animal Breeding Institutes of the Justus-Liebig

University in Giessen and the Technical University of Munich.

Results: The results presented herein include findings of the molecular genetic
investigations and their statistical data analysis. They cover the genotyping and genetic
characterization with the K232A polymorphism in the DGAT1 gene, of 37 Bos taurus and
4 Bos indicus breeds of cattle and one Bos indicus / Bos taurus hybrid breed. This research
was carried out with special attention to the domestication region of Bos taurus, and DNA

of different progenitor lines from the DNA gene reserve 'Old German Black Pied Lowland
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Cattle' of the Institute of Animal Breeding and Genetics, JLU Giessen, in view of
domestication and breed differentiation in dairy and beef cattle. Furthermore results

include:

¢ for complete sequencing prepared and by end-sequencing in silico mapped BAC clones
of the proximal region of BTA14 from two different BAC libraries (Zhu et al. 1999,
Buitkamp et al. 2000).

¢ Physical mapping of the gene CYP11B1 and a CYHR1 paralogon on BTA14 by
fluorescence in situ hybridization.

¢ Genetic mapping of the genes DGAT1, CYP11B1 and GML, and the microsatellites
ILSTS039 and CSSMO066 in the ADR family material, separately for German Holstein and
German Fleckvieh cattle.

¢ Establishment of a procedure for the differentiation between the coding CYP11B1 gene
and two CYP11B1 pseudogenes (CYP11B1P1, CYP11B1P2) on the molecular level, for the
benefit of reliable differential PCR amplification and genotyping.

¢ Genotyping of the ADR Great-Granddaughter Design (German Holstein and German
Fleckvieh) with the A30V polymorphism in the CYP11B1 gene (2 alleles) and the K232A
polymorphism in the DGAT1 gene (2 alleles), followed by an analysis of the data by linear
regression.

¢ Genotyping of the ADR Great-Granddaughter Design (German Holstein and German
Fleckvieh) with GML ™% and GML"™"* SNPs, taking into account existing genotyping with
SSCP marker KIEL_E8 and microsatellite markers ILSTS039 (2 alleles), CSSM066 (3
alleles), followed by an analysis of all genotyping data using a 'stepwise' regression
procedure.

¢ Localization and characterization of further candidate genes (PTK2, CYCL1).

Discussion: The chapter 'discussion' is structured along the lines of the chronological

development of this work and the concomitant emerging results and evaluations.

In the first part of the chapter quintessentially contents dealing with already published
results are being discussed. Those are based on the findings of genetic variation by the
K232A polymorphism in the DGAT1 gene, in a number of international cattle breeds. The
evolutionary context, the emergence and spread of the polymorphism in the Bos species in
general and in the Holstein cattle breed in particular is discussed. The breeding value of

this polymorphism is illuminated. The discussion then moves on to the results of the
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genotyping of the A30V polymorphism in the CYP11B1 gene and the evaluation of

implications on milk production, fertility, conformation and sustainability parameters.

The discussion of published results is followed by a broader and deeper discussion of
QTL fine mapping inclusive of the genotyping data that had been generated after the
investigation of the CYP11B1 gene in the ADR Great-Granddaughter-Design. While,
during investigations of genetic variation in the centromeric region of BTA14 in form of a
participation of the A30V polymorphism in the CYP11B1 gene, still a sole linear
dependence was assumed, it was later realized, that the residual variance, in addition to the
variation explained by the K232A polymorphism in the DGAT1 gene, the detectable
residual variance was subject to a more complex setting. Additional genotyping data of
newly found polymorphic loci in the chromosomal vicinity of the CYP11B1 gene, together
with exploitable information of genotyping data sets from the first phase of the research
project (ADR 1) led to considerations of ranking the markers now in place, on the basis of a
test for best fit for informativity of the residual variance in the QTL region. In the in-depth
part of the discussion, the approach of a stepwise regression is discussed, taking all
available genotypic information into account. The fact is discussed that some of the
markers lose their entire information content when other markers are included into the
regression model. Since the discussed results of this work fall short of completely
explaining the residual variance in the QTL region, finally the possibility of the existence

of further candidate genes in the area, in agreement with literature, is considered.
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