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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Deutsche Fleckvieh

Das Fleckvieh (FV) ist eine so genannte Zwei- oder Doppelnutzungsrasse, bei der die Fleisch-
und Milchleistung gleichermalen eine Rolle spielen. Mit iiber 41 Millionen Tieren ist es die
zweitverbreitetste Rinderrasse der Welt, davon gehoren 3,66 Millionen FV-Tiere der Deutschen
Fleckvieh-Population an (http://www.fleckvieh.de/). Das Deutsche Fleckvieh geht auf Rinder aus
dem Berner Oberland (Simmental) zuriick und wurde ab 1835 nach Deutschland importiert
(AverDUNK et al. 2001). Rasse-typische Merkmale sind der weille Kopf mit oder ohne zirkulédrer
Augenpigmentierung, sowie ein weiller Unterbauch und eine weile Schwanzquaste (Abbildung
1.1). Die Fellfarbe kann alle Farbabstufungen vom dunklem Rotbraun bis zu einem hellen Gelb
aufweisen. Zudem kommen weile Flecken oder Flichen in verschiedenen Mustern oder auch
Punkten hinzu, die unregelmifBig iiber den restlichen Korper verteilt sind (http://www.fleck-
vieh.de/). Weiterhin sollten Rinder der Rasse Deutsches Fleckvieh ein ruhiges und friedliches
Temperament aufweisen. Als Zuchtziel wird ein Zweitnutzungsrind mit hoher Fleisch- und
Milchleistung angestrebt, das die Funktionalitit und Wirtschaftlichkeit auf hohem Niveau
kombiniert (Brabe und FracHowsky 2007). Eine Besonderheit dieser Rasse ist die genetische
Hornlosigkeit, die dominant vererbt wird und deren Verbreitung sowohl in der Mutterkuhhaltung

als auch in der Milchproduktion angestrebt wird.

bbildung 1.1: Miinnlihes Rind der ass eutsch
Fleckvieh

Quelle:  Bayern-Genetik  GmbH, FV-Bulle  Witzbold
(Herdbuchnummer 188829)
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1.2 Die Erbfehlerproblematik in Rinderpopulationen

Treten Missbildungen oder Krankheiten bei Tieren mit enger verwandtschaftlicher Beziehung
gehduft auf, liegt der Verdacht einer genetischen Ursache nahe. Erbfehler werden als genetisch
bedingte Abweichungen von der Norm in Korperbau oder -funktion mit nachteiliger Wirkung auf
die Lebensfdhigkeit bzw. das Leistungsvermogen definiert (Lencerken et al. 2006). Sie sind
sowohl in Rinderpopulationen als auch in anderen Nutztierpopulationen von Bedeutung, da ihr
Auftreten nicht nur gravierenden Einfluss auf bestehende Zuchtprogramme haben kann, sondern
oftmals auch zu erheblichen Tierleiden sowie substantiellen wirtschaftlichen EinbuBlen fiihrt
(SnusTeR ef al. 1992). Daher stellt der richtige Umgang mit genetischen Pridispositionen in Nutz-
tierpopulationen eine grofe Herausforderung an die Tierziichter da. Durch die Verwendung
moderner Reproduktionstechnologien (z.B. kiinstliche Besamung und Embryotransfer) ist es
moglich, dass einzelne Bullen mehrere tausend Nachkommen produzieren (BarL und PEetErs
2008). Allele fiir 6konomisch wertvolle Eigenschaften kénnen dadurch schnell in einer Popula-
tion verbreitet werden. Obwohl die Verpaarung sehr nah verwandter Tiere vermieden wird, sind
Rinderpopulationen durch den vermehrten Einsatz einiger weniger Elitebullen fiir unerwiinschte
genetische Effekte besonders anfillig (AcernoLm 2007). Der extensive Wiedereinsatz einzelner
Tiere kann zu einer drastischen Reduzierung der effektiven Populationsgrof3e (N.) und zur unge-
wollten Verbreitung schadhafter Allele innerhalb der einzelnen Rassen flihren (CHARLIER ef al.
2008). Durch eine geringe N, und der damit verbundenen Entstehung enger Familienstrukturen
konnen rezessive Merkmale unbemerkt iiber Generationen innerhalb der Familie weitergegeben
und im genetischen Material der Population angereichert werden.

Die meisten bisher entdeckten genetischen Defekte und Erkrankungen beim Rind basieren auf
einem autosomal-rezessiven Vererbungsmuster und sind nur dann phénotypisch manifest, wenn
die krankheitsverursachenden Allele homozygot vorliegen (GentiLE und Testont 2006; WINDSOR
und Aceruorm 2009). Autosomal-rezessive Defekte konnen so iiber Generationen unbemerkt
innerhalb einer Population verbleiben und plotzlich gehduft auftreten (z.B. (Heary 1996)).

Das Erkennen von homozygot vorliegenden, erblichen Indispositionen kann durch das frithzei-
tige Absterben des Embryos erschwert werden. Krankheiten wie die komplexe vertebrale
Malformation (CVM) und das Brachyspina-Syndrom (BS) sind nur durch die genetische Analyse
einiger weniger geborener Defekttriger identifizierbar (NieLseN et al. 2003; CHARLIER ef al. 2012).
Erbliche Erkrankungen, die zum sofortigen Abort eines homozygoten Embryos flihren, wie zum

Beispiel die Uridin-Monophosphat-Synthase-Defizienz (DUMPS), bleiben durch das Fehlen
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auffilliger Tiere weitestgehend unentdeckt und werden oftmals nur als eine Beeintrachtigung der
Fruchtbarkeit identifiziert (Suanks et al. 1984). Bisher werden hauptsidchlich Erbkrankheiten als
Defekt erfasst, die sich perinatal manifestieren. Jedoch gibt es einige erbliche Erkrankungen, wie
die bovine hereditire Zinkdefizienz (BHZD), die erst einige Wochen nach der Geburt charakte-
ristische phinotypische Symptome ausprigen (Brummerstept 1977), so dass eine genetische
Ursache solcher Erkrankungen nicht immer in Betracht gezogen wird.

Informationen iiber bekannte Erbfehler bei Tieren werden in 6ffentlichen Datenbanken, wie zum
Beispiel OMIA (http://omia.angis.org.au/home/) (Lenrrer et al. 2006), zusammengetragen.
Gegenwirtig sind 369 genetische Defekte und Erkrankungen beim Rind bekannt, davon werden
117 durch einen mendelschen Erbgang erklart und 75 autosomal-rezessiv vererbt. Von lediglich
70 der 369 identifizierten Defekte/Erkrankungen sind die kausalen Gene bzw. die verursachen-
den Mutationen bekannt (Stand April 2013). Die Verbreitung solcher Erbkrankheiten in Rinder-
populationen ist, vor allem durch den Einsatz kiinstlicher Reproduktionstechniken und der Struk-
turierung der Zuchtprogramme sowie dem weltweiten Einsatz der Besamungsbullen, ein nicht zu

vernachldssigendes Problem geworden.
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1.3 Molekulargenetische Methoden zur Identifizierung urséichlicher
Mutationen

Seit der Veroffentlichung der bovinen genomischen Referenzsequenz (Gisss ef al. 2009) - eine
erste Entwurfssequenz steht schon seit 2004 zur Verfligung - unterliegt die Methodik zur Identifi-
zierung kausaler Varianten einem stetigen Wandel. Wihrend noch vor einigen Jahren Testanpaa-
rungen und Kopplungsanalysen die einzige Mdglichkeit waren Riickschliisse auf den Merkmals-
status eines fraglichen Tieres zu erhalten (Jounson et al. 1980; Inara et al. 2005; ABBasi et al.
2005), erlauben die neuesten molekulargenetischen Methoden eine Vielzahl von Tieren in
kiirzester Zeit zu tiberpriifen. Die Entwicklung hochdichter SNP-Arrays (single nucleotide poly-
morphism) und den dazugehoérigen Hochdurchsatz-Genotypisierungsplattformen ermoglicht die
Abfrage einer groBen Anzahl von Genotypen fiir polymorphe Positionen (SteEEmErs und
Gunperson 2007; Marukumattll et al. 2009). Die Genotypisierung einer ausreichend grof3en Stich-
probe lédsst Riickschliisse iiber die genetische Diversitit innerhalb und zwischen Populationen zu.
Durch die Verwendung hochdichter SNP-Informationen fiir genomweite Assoziationsstudien
(GWAS) ist die erfolgreiche Kartierung von Bereichen moglich, welche die phénotypische
Ausprigung komplexer Merkmale oder genetischer Erkrankungen (Fall-Kontroll-GWAS) beein-
flussen (z.B. (DrOGEMULLER ef al. 2011; MeNoup ef al. 2012; WanG et al. 2012; Hirano ef al.
2012)). Das Ziel der GWAS ist dabei die Aufdeckung der Assoziation zwischen Genotypfre-
quenz und Merkmalsstatus (z.B. (McCartay et al. 2008; Saxena et al. 2013). Basierend auf
dieser Assoziation kann die genetische Begutachtung der untersuchten Tiere vorgenommen
werden. Besonders in Nutztierpopulationen ermoglicht die genomweite Analyse mittels hoch-
dichter SNP-Panels nicht nur die Untersuchung komplexer Merkmale wie dem Milch-Fett-Ge-
halt (WanG et al. 2012; Zuao et al. 2012) sowie die genomische Evaluierung von Populationen
(Karour et al. 2012), sondern auch die Identifikation mendelscher Erkrankungen (CHARLIER et al.
2008; VaNRADEN ef al. 2011). Aufgrund des Vorhandenseins von Kandidatengenen innerhalb der
assoziierten Bereiche ist, durch eine anschlieBende Feinkartierung dieser Regionen, die eindeu-
tige Identifizierung der zugrunde liegenden genetischen Varianten vielfach moglich geworden
(MEvers et al. 2010; Menoup et al. 2012). Bei Fall-Kontroll-GWAS reicht eine kleine Anzahl
erkrankter Tiere aus um ein eindeutiges Assoziationssignal zwischen dem Marker und dem
Merkmalsstatus zu erhalten. Nachteilig ist die Abhingigkeit genomweiter Assoziationsstudien
von der Phénotypisierung der zu untersuchenden Tiere. Insbesondere Fall-Kontroll-GWAS sind

dadurch anfillig fiir Phanokopien. Die falsche bzw. uneindeutige Identifizierung eines Phanotyps
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kann zu falsch-positiven Assoziationssignalen fithren und die erfolgreiche Kartierung genomi-
scher Bereiche erschweren.

Die Verfiigbarkeit hochdichter SNP-Informationen ermdglicht die systematische Identifizierung
erblicher Defekte und Erkrankungen, die einem mendelschen Erbgang unterliegen. Mittels den
gewonnenen SNP-Informationen konnen ausgedehnte, chromosomale Regionen identifiziert
werden, die ausschlieBlich in den betroffenen Individuen homozygot vorliegen (Autozygotiekar-
tierung) (z.B. (Gursuner ef al. 2011; Testont et al. 2012)). Erkrankungen, die einem autoso-
mal-rezessiven Erbgang unterliegen, lassen sich so gut kartieren. Zudem kann die Abwesenheit
homozygoter Segmente innerhalb einer Population einen Hinweis auf letale Erbfehler sein, die
aufgrund der fehlenden Phinotypisierung nur schwer zu identifizieren sind (VaNRaDeN ef al.

2011).

Die Bestimmung des Merkmalstatuses eines Individuums ist auch dann moglich, wenn die
kausale Variante nicht entdeckt werden kann. Hierfiir ist es erforderlich, dass der Marker mit
dem ursédchlichen Polymorphismus im Kopplungsungleichgewicht (LD, linkage disequilibrium)
liegt (Haves et al. 2010). Ist ein Marker nah genug an der Substitution lokalisiert, bleibt die
Assoziation auch iiber mehrere Generationen sichtbar. Dadurch sind Riickschliisse tiber die
phénotypische Auspragung eines Merkmals oder einer Erkrankung auch ohne das direkte Auffin-
den der kausalen Variante moglich (z.B. (Georaes ef al. 1993; Buitkawmp et al. 2003)).

Die Aussagekraft genomweiter Assoziationsstudien ist stark von der Anzahl der untersuchten
Marker abhédngig, da die benotigte Markerdichte mit dem Ausmal3 des Kopplungsungleichge-
wichts im Genom zusammenhéngt (Kunarkar ef al. 2008). Die Dichte der benodtigten SNP-Marker
steigt, je mehr Generationen zwischen den untersuchten Tieren und dem ersten Mutationstriger
(Griindertier) liegen (Dunner ef al. 1997). Zudem ist sie von der durchschnittlichen Lénge chro-
mosomaler Bereiche mit einem hohen Grad an Kopplungsungleichgewicht abhéngig. Innerhalb
solcher Regionen reichen wenige SNPs zur Vorhersage des Haplotyps aus (MaTukuMALLI et al.
2009). Die Anzahl der bendtigten Félle zur Kartierung eines Defekts ist mit der Allelfrequenz der

Mutation sowie der Anzahl der gesunden Kontrolltiere korreliert.

In den vergangenen Jahren erlaubte die hochdichte Genotypisierung in Verbindung mit genom-
weiten Assoziationsstudien die Identifizierung kausaler Polymorphismen verschiedenster Erkran-

kungen beim Menschen, bei Rindern und anderen Spezies (z.B. (Topp et al. 2007; CHARLIER ef al.
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2008; Awano et al. 2009)). Dariiber hinaus tragen die Ergebnisse dieser Untersuchungen beson-
ders bei Nutztierpopulation zur Aufkldrung komplexer, 6konomisch wichtiger Merkmale bei
(z.B. (KoLBenDARI et al. 2009; Zuao et al. 2011; OnTERU ef al. 2012; Pausch et al. 2012; Uemoto
et al. 2012)).

Die mittlerweile routinemaflige Genotypisierung mannlicher Rinder im Zuge der genomischen
Selektion (Meuwissen et al. 2001) flihrte in den vergangenen Jahren zu einer rasanten Modifika-
tion bestehender Zuchtprogramme. Durch die Verfiigbarkeit von Genotypinformationen einer
groBen Anzahl von Tieren im Rahmen der genomischen Zuchtwertschitzung kann nicht nur der
genomische Wert eines Tieres erfolgreich bestimmt werden (Meuwissen ef al. 2001), sondern
auch Bullen mit schadhaften Allelen/Haplotypen erfasst werden (VANRADEN ef al. 2011). Somit
fordert die genomische Evaluierung der Tiere den intelligenten und zeitgerechten Umgang mit
Erbdefekten und -erkrankungen in Nutztierpopulationen, wodurch eine neue Basis fiir den richti-

gen Umgang mit diesen Informationen in der Zucht geschaffen wird.

Zusitzlich zur Genotypisierung gewihrt die genomweite Re-Sequenzierung einzelner Individuen
einen direkten Einblick in die genetische Konstitution des Individuums (Eck et al. 2009; Bras et
al. 2012). Die Re-Sequenzierung des gesamten Genoms kann Aufschluss iiber den Genotyp einer
sehr groBen Menge variabler Positionen geben und gleichzeitig die direkte Feinkartierung der
Gene ermoglichen (LesHcHwer ef al. 2012). Durch die Fihigkeit, eine enorme Menge an
Sequenzinformationen in einer kurzen Zeit und zu einem annehmbaren Preis zu generieren ist
dieser Ansatz ideal fiir eine Reihe von Untersuchungen, wie die Re-Sequenzierung einer Gruppe
von Kandidatengenen, der Exome oder des gesamten Genoms (ZHANG et al. 2012). Schadhafte
Allele bzw. heterozygote Anlagetrager konnen frithstmoglich entdeckt und gegebenenfalls aus
der Population eliminiert werden. Noch vor wenigen Jahren war dies nur iiber die Untersuchung
der Nachkommen machbar, d.h. es bestand die Moglichkeit, dass ein Bulle vor seiner Identifizie-
rung als Vererber eines schadhaften Allels eine gro3e Anzahl an Nachkommen gezeugt hat und

somit den Defekt weiter in der Population verbreitet hat.

Die SNP-basierte Feinkartierung erblicher Indispositionen mittels der Kombination aus Hoch-
durchsatz-Genotypisierung und genomweiter Re-Sequenzierung ist ein ,state-of-the-art‘-
Ansatz, der zurzeit vermehrt zur Aufklarung genetischer Erkrankungen eingesetzt wird (CHARLIER

et al. 2012; Menoup et al. 2012; Hirano et al. 2012). Durch die genomweite Re-Sequenzierung
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kann erstmalig die gesamte genomische Variation einzelner Tiere erfasst werden, d.h. auch Vari-
anten mit niedriger Allelfrequenz, welche bei GWAS unerkannt bleiben, da diese auf den géngi-
gen SNP-Arrays nicht abgefragt werden (MarukumaLtl et al. 2009). Die gleichzeitige Feinkartie-
rung der Gene durch die genomweite Re-Sequenzierung ermoglicht zudem die sofortige Detek-
tierung und Analyse von Sequenzunterschieden zwischen betroffenen und gesunden Tieren. Die
erhaltenen Ergebnisse konnen dann zeitnah in bestehende Zuchtprogramme iibernommen werden

und somit zu einer Verbesserung der Tiergesundheit und des Zuchtfortschritts fiihren.

1.4 Beriicksichtigung von Erbfehlern in Zuchtprogrammen

Grundsitzlich verursachen die meisten bekannten Erbfehler ein erhebliches Tierleiden. Hinzu
kommt aber auch ein direkter finanzieller Schaden durch den Verlust der betroffenen Tiere,
sowie eine Reihe indirekter Kosten. Bei der Spinnengliedrigkeit zum Beispiel kdnnen Kosten
nicht nur durch den Verlust des Kalbes entstehen, sondern auch durch geburtsbedingte Schiden
und einer zusitzlichen Beeintrachtigung der Fruchtbarkeit des Muttertieres sowie durch tierdrzt-
liche Behandlungskosten (DroGemULLER ef al. 2010; Burtkamp et al. 2011). Dariiber hinaus kann
es durch das vermehrte Auftreten von genetischen Defekten und Erkrankungen innerhalb einer
Rasse zu einem ,Imageverlust“ und damit zu einem indirekten wirtschaftlichen Schaden
kommen. Zudem entstehen weitere indirekte Kosten durch einen Verminderung des Zuchtfort-
schritt, die ziichterische Entwertung der Tréigertiere sowie die Bekdmpfungskosten des Defekts
im Zuchtprogramm (Casanova et al. 2003). Da es durch den verstirkten Einsatz kiinstlicher
Reproduktionstechnologien schnell zu der ungewollten Verbreitung erblicher Indispositionen
kommen kann, ist eine Berlicksichtigung von Erbfehlern in den Zuchtprogrammen zwingend
notwendig. Eine Eliminierung der genetischen Prédispositionen durch den strikten Ausschluss
betroffener Tiere wird, neben dem Verlust genetischer Diversitit, dadurch erschwert, dass es
zwischen genetischen Erkrankungen und Leistungsmerkmalen zu positiven Wechselwirkungen
kommen kann (z.B. (HoescueLe und MEemert 1990)). Es ist also moglich, dass heterozygote
Trédger einer erblichen Erkrankung einen Vorteil gegeniiber homozygoten Nicht-Merkmalstragern
haben, auch wenn unklar bleibt, ob es sich um einen positiven Effekt des Defektlokus oder um
eine Kopplung der beiden Merkmale handelt (Taompson et al. 2007; SarTeLET ef al. 2012). Durch
die Selektion auf die positiven Merkmale der heterozygoten Tiere kann es zu einer unbeabsich-

tigten, stirkeren Verbreitung des Erbfehlers kommen.
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Fir den richtigen Umgang mit neuen erblichen Indispositionen in einer Nutztierpopulation
miissen die aktuelle Verbreitung, die zukiinftige Entwicklung und die 6konomischen Auswirkun-
gen der Erkrankung beriicksichtigt werden. Zudem miissen alle weiteren Mafinahmen unter den
Aspekten des Tierschutzes, der Zucht und den wirtschaftlichen Gesichtspunkten betrachtet
werden (EGGer-Danner und WirLiam 2003). Je nach Relevanz der einzelnen Punkte gibt es drei
Moglichkeiten zum Umgang mit Erbfehlern in Nutztierpopulation:

1. Ausmerzen des Defekts bzw. der Erkrankung

2. Begrenzung des Defekts bzw. der Erkrankung

3. Uberwachung des Defekts bzw. der Erkrankung
Der Umgang mit identifizierten Erbfehlern hat sich in den letzten Jahren gewandelt. Krankheiten
wie die bovine hereditire Zinkdefizienz bei Holstein-Friesian und die spinale Muskelatrophie
beim Braunvieh wurden durch einen strikten Ausschluss heterozygoter Anlagetriger von der
Zucht und die Einstellung des Spermaverkaufs weitestgehend aus den heutigen Populationen
eliminiert (Aceruorm 2007). Im Gegensatz dazu steht die Begrenzung eines erblichen Defekts
bzw. einer Erkrankung innerhalb einer Population. Ziel dieser MaBBnahme ist die Stabilisierung
der Frequenz des pradisponierenden Allels um die weitere Verbreitung zu verhindern. Trégertiere
mit herausragenden Eigenschaften, die eventuell mit dem Defektallel vererbt werden, konnen
kontrolliert weiter eingesetzt werden (EcGer-Danner und WirLiam 2003). Beispielsweise sieht
das Braunviehzuchtprogramm vor, dass alle eingesetzten Besamungsbullen, die potentiell Trager
eines bekannten Erbfehlers sein konnen, molekulargenetisch untersucht und gekennzeichnet
werden (z.B. Arachnomelie) (Casanova et al. 2003). Dadurch kann nicht nur die Ausbreitung
eines Erbfehlers sondern auch der Verlust gewliinschter Eigenschaften sowie der 6konomische

Schaden begrenzt werden.
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1.5 Bovine hereditire Zinkdefizienz und Thrombozytopathie

Durch die rasante Weiterentwicklung molekulargenetischer Untersuchungsmethoden konnte in
den vergangenen Jahren die genetische Ursache einiger boviner Erbdefekte gekldrt werden.
Aufgrund ihrer Bedeutung fiir diese Dissertation werden im folgenden Abschnitt die ,,bovine

hereditére Zinkdefizienz* und die ,,hereditire Thrombozytopathie Simmentaler-Rinder* erldutert.

1.5.1 Bovine hereditire Zinkdefizienz (BHZD)

Bei der bovinen hereditdren Zinkdefizienz (BHZD), auch als erbliche Parakeratose oder als
,lethal trait A 46’ bekannt, handelt es sich um eine autosomal-rezessive Storung der transintes-
tinalen Zinkpassage (MacHEN ef al. 1996), die erstmals bei Rindern der Rasse Holstein-Friesian
beobachtet wurde (McPHERSON ef al. 1964; zit. n. MacueN et al. 1996). Vereinzelt wurde das
Auftreten der Zinkdefizienz auch bei Shorthorn und Angus Rindern berichtet (Voar ef al. 1988;
Tammen 2002). Zudem sind erbliche Formen des Zinkmangels auch beim Menschen (Acroder-
matis enterophatica) (Kury et al. 2002, 2003), bei Méusen (DurNer-BearTie et al. 2003, 2007),
Ziegen (KRAMETTER-FROETSCHER ef al. 2005) und einigen Hunderassen (Jezyk ef al. 1986; McEwan
et al. 2000) bekannt. Betroffene Kélber sind aufgrund eines Defekts in der gastrointestinalen
Zinkresorption unfdhig eine ausreichende Menge Zink aus der Nahrung aufzunehmen. Durch die
intrauterine Zinkversorgung werden betroffene Tiere symptomlos geboren, entwickeln aber im
Laufe der ersten Lebensmonate charakteristische Krankheitsmerkmale (StoBer 2002). Die
Symptome der Zinkdefizienz duBBern sich hauptsdchlich durch Hautldsionen, Durchfall, Wachs-
tumsstorungen und einer stark verminderten Immunleistung (BrummersTEDT 1977). Die typischen
Hautverdanderungen treten hdufig an mechanisch stark beanspruchten Stellen, wie z.B. der
Maulumgebung sowie Nacken-, Achsel- und Kniefalten auf.

Da Zink ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems ist, neigen BHZD-Kilber durch die Beein-
trachtigung der Immunsystemfunktionen zusétzlich vermehrt zu ernsthaften Sekundérinfektionen
von Haut, Atem- und Verdauungswegen, denen sie ohne Behandlung erliegen. Die phénotypi-
schen Auswirkungen des Mangels sind sowohl bei der bovinen als auch der menschliche Vari-
ante der Zinkdefizienz durch die orale Verabreichung konzentrierter Zinkpréparate therapierbar
(BrummMmERSTEDT 1977; SEHGAL und Jamn 2000; Stoer 2002). Die Einnahme des Spurenelements
muss ein Leben lang erfolgen, das Absetzen der Priparate hat die sofortige Wiederkehr aller

Symptome zur Folge.
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Molekulargenetische Untersuchungen der hereditiren Zinkdefizienz in Holstein-Friesian konnten
zeigen, dass diese Erkrankung durch eine Punktmutation der Splei3-Donor-Stelle (GT—AT) im
Intron 10 des Zinktransporter-kodierenden Gens SLC39A44 (solute carrier family 39, member 4)
verursacht wird (Yuzeasiyan-GUrRkaN und Bartierr 2006). SLC3944, das den ZIP4-Transporter
kodiert, ist hauptsdchlich im Gastrointestinaltrakt zu finden. Zusétzlich wird SLC3944 auch in
den Nieren exprimiert, wo es fiir die Zinkresorption verantwortlich ist (Eibe 2004; ANDREwWS
2008). Aufgrund dieser Mutation wird das zehnte Exon des Gens nicht in die mRNA {iibertragen,
wodurch es zu einer fehlerhaften Auspriagung der funktionalen Transmembrandoménen IV und V
des Transporters und damit zu einer unzureichenden Zinkversorgung betroffener Tiere kommt.

Molekulargenetische Analysen des SLC3944-Gens in Mensch und Maus konnten ebenfalls
aufzeigen, dass eine Reihe verschiedener Mutationen in diesem Gen fiir die Zinkmangelsympto-

matik verantwortlich ist (Kury et al. 2002, 2003; WanG et al. 2004; DurNer-BearTie et al. 2007).

1.5.2 Hereditéire Thrombozytopathie bei Simmental-Rindern (HTS)

Erbliche Blutgerinnungsstérungen wurden bisher beim Menschen sowie bei Méusen, Hunden
und Rindern beschrieben (JounstonNe und Lotz 1979; Navarre et al. 1995; Gentry et al. 1997,
Carran et al. 2001; BerGMEIER ef al. 2007; Boubreaux et al. 2007a). Aufgrund der Komplexitit
der Hamostase kann die Ursache einer solchen Storung bei dhnlichen Phénotypen sehr unter-
schiedlich sein. Haufig basieren unklare Blutungen auf einer Stérung der priméren Hdmostase.
Dabei stellen Defekte der Thrombozytenfunktion eine wesentliche Ursache dar (Kircamaler und
Piuirtert 2010). Bei solchen Stérungen wird zwischen einer Thrombozytopenie und einer
Thrombozytopathie unterschieden. Als Thrombozytopenie wird ein Blutbild mit stark verminder-
ter Thrombozytenzahl bezeichnet (van OmMEN und Peters 2012). Eine Thrombozytophatie hinge-
gen zeichnet sich durch ein normales Blutbild aus, d.h. die Anzahl der Thrombozyten liegen im
physiologischen Bereich. Jedoch ist die Funktion der Thrombozyten aufgrund von Stérungen der
Adhisivitit, der Thrombozytenrezeptoren, Freisetzungsstorungen der Plédttcheninhaltsstoffe und
Blockaden der Signaltransduktion nur eingeschrinkt bis gar nicht vorhanden (Kircamarer und
Piirtert 2010). Die Schwere der Blutungsneigung variiert je nach Pléttchenfunktionsstérung
und kann durch andere koexistierende Hdmostasestorungen gesteigert werden (KircHmarer und

PiLLirtert 2010).
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Leipold und Moore beschrieben 1977 erstmals eine Blutgerinnungsstérung bei Simmental-Rin-
dern, die durch eine Beeintrdchtigung der Blutplittchenfunktion ausgeldst wird (Lerorp und
Moore 1977; zit. n. Searcy und Petrie 1990). Seither wurde im nordamerikanischen Raum
vermehrt das Auftreten einer erblichen Thrombozytenfunktionsstorung bei Rindern dieser Rasse
(hereditdre Thrombozytopathie Simmentaler Rinder (HTS)) beschrieben (Searcy und PETrIE
1990; Searcy et al. 1990; Fromovic et al. 1996; Gentry et al. 1997; Boupreaux et al. 2007b). Das
Krankheitsbild konnte bisher sowohl bei ménnlichen als auch bei weiblichen Tieren in einem
Alter zwischen wenigen Tagen und drei Jahren beobachtet werden (Searcy und PeTtriE 1990;
SterFICEK et al. 1993a; Navarre et al. 1995). Betroffene Tiere haben in der Regel ein ungestortes
Allgemeinbefinden, leiden aber nach Verletzungen, Injektionen oder chirurgischen Eingriffen an
zum Teil massiven, langerfristigen Blutungen der Haut sowie Blutungen der Nase und Schleim-
hiute. Vermehrt kommt es auch zu groBflichigen subkonjunktivalen Blutungen, blutigen
Beimengungen im Kot und der Bildung von Hédmatomen (Searcy und Petrie 1990). Im Unter-
schied zu einer Thrombozytopenie, bei der es aufgrund einer starken Reduzierung der Blutplétt-
chenanzahl zu klinischen Auffilligkeiten des Blutbilds kommt, liegt die Thrombozytenzahl
erkrankter Tiere innerhalb der physiologischen Grenzwerte. Zudem konnten bei einem lichtmi-
kroskopischen Vergleich der Thrombozyten gesunder und erkrankter Rinder keine morphologi-
schen Unterschiede erkannt werden (Stericek ef al. 1993b; Searcy et al. 1994). Die Intensitit der
Blutungen zeigt eine grofle Variation in ihrem Erscheinungsbild (Searcy und Petrie 1990).
Neben der auffilligen Verldngerung der Blutungsdauer durch kleinere Verletzungen und chirurgi-
sche Eingriffe, stellt insbesondere ein moglicher massiver Blutverlust im Rahmen der Abkalbung
eine grofBe Gefahr fiir betroffene Tiere dar (Stericek ef al. 1993a). Weisser und Kollegen konnten
2010 erstmalig ein Tier mit einer erblichen Thrombozytenfunktionsstérung in der Deutschen
Fleckvieh-Population identifizieren (Weisser et al. 2010). Basierend auf dem Krankheitsbild

wurde bei dem beschrieben Fall HTS als Krankheitsursache vermutet.

Molekulargenetische Studien der kaninen und murinen Varianten erblicher Thrombozytenfunkti-
onsstorungen, die einen dem bovinen Defekt dhnlichen Phianotyp zeigen, konnten Polymorphis-
men in einem Gen der Aktivierungskaskade der Thrombozyten, RasGRP2 (RAS guanyl relea-
sing protein 2 (calcium and DAG-regulated)), als krankheitsverursachend identifizieren
(BerGMEIER et al. 2007; Boupreaux et al. 2007a). Durch eine genaue genetische Analyse eines

einzelnen betroffenen Kalbes konnte eine C—T-Substitution in Exon 7 des bovinen RasGRP2-
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1 Einleitung

Gens aufgedeckt werden (Boupreaux et al. 2007b). Durch diesen Polymorphismus kommt es zu
einem Aminosdureaustausch (p.L234P) in einer strukturell wichtigen Domine des Proteins, so
dass es wahrscheinlich zu einer Storung der Aktivierungskaskade kommt. Dariiber hinaus ist der
tatsdchliche Erbgang der Erkrankung weiterhin unklar. Kreuzungsexperimente lieBen aber
vermuten, dass es sich um einen autosomalen Erbgang handelt, der wahrscheinlich auf dem

Zusammenspiel mindestens zweier Genorte beruht (MaprLETOFT et al. 2000).

1.6 Zielsetzung

Aufgabe einer verantwortungsvollen Tierzucht ist es, nicht nur die wirtschaftlichen Aspekte,
sondern gerade auch das Wohl des Tieres in den Vordergrund zu stellen. Daher ist sowohl die
Erkennung als auch der richtige Umgang mit Erbfehlern in Nutztierpopulationen von grofler
zlichterischer Relevanz. Obgleich genetische Defekte in den Rinderpopulationen hiufig vorkom-
men - das Rind hat nach Mensch und Hund die meisten bekannten genetischen Anomalien - sind
bisher nur sehr wenige in der Deutschen Fleckvieh-Population entdeckt worden.

Das Ziel dieser Dissertation war die Aufkldrung der molekulargenetischen Grundlagen von zwei
kiirzlich entdeckten Erbkrankheiten in der Fleckvieh-Population. Die Identifizierung der kausa-
len Varianten der untersuchten Erkrankungen soll die Implementierung direkter Gentests ermog-
lichen, so dass Anlagetrdger eindeutig identifiziert und Maflnahmen zur Einddimmung und

Bekdmpfung der Erbkrankheiten in der Fleckvieh-Population ergriffen werden kdnnen.
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2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Tiere
2.1.1 BHZD-ihnliches Syndrom

Als Ausgangsmaterial der DNA-Extraktion standen gerinnungsgehemmte (1,6 mg EDTA/ 1 ml
Blut) Blutproben von acht erkrankten Kélbern und Muttertieren zur Verfiigung. Aufgrund eines
Blutchimérismus wurde die DNA eines Muttertieres aus Haarwurzeln gewonnen. Alle erkrankten
Tiere wurden im Vorfeld von Tierdrzten der Klinik fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestands-
betreuung der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen untersucht und der Phénotyp genau
bestimmt. Soweit die Tiere in der Klinik fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
behandelt und euthanasiert wurden, standen Gewebeproben zur pathologischen Unterstiitzung
und Bestdtigung der Diagnose zur Verfiigung. Zusétzlich wurde DNA moglicher Anlagetridger
(Auswahl aufgrund von Haplotyp- und Stammbauminformationen) sowie von Kontrolltieren aus
Sperma prapariert. Insgesamt konnte so ein Fall-Kontroll-Probenset, bestehend aus 8 erkrankten

Kaélbern, 16 Anlagetrigern und 12 Kontrolltieren zusammengestellt werden (Tabelle 9.2).

2.1.2 Thrombozytopathie

Als Ausgangsmaterial der DNA-Extraktion standen gerinnungsgehemmte (1,6 mg EDTA/ 1 ml
Blut) Blutproben von insgesamt 101 Tieren zur Verfiigung, von denen 44 Tiere als betroffen
eingestuft wurden. Weiterhin standen Blutproben von 24 Kontrolltieren zur Verfiigung (Tabelle
9.3). Alle betroffenen Tiere sowie die Kontrolltiere wurden im Vorfeld von Tierdrzten der Klinik
fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen untersucht und die Stoérung der Thrombozytenaggregation mittels Impedanzmessung
(siche Kapitel 9.1) bestitigt bzw. bei den Kontrolltieren ausgeschlossen. Zudem wurde die DNA
aus Blutproben von 30 Tieren, bei denen eine Blutgerinnungsstorung diagnostiziert wurde aber
keine Thrombozytenaggregationsmessung vorgenommen wurde bzw. die Messung uneindeutig
war, mit aufgearbeitet. Dariiber hinaus standen gerinnungsgehemmte Blutproben (1,6 mg EDTA/
1 ml Blut) von vier im Rahmen der bovinen neonatalen Panzytopenie (BNP)-Untersuchung
auffillig gewordene Kilber zur Verfligung, bei denen der BNP-Verdacht aber nicht bestétigt

werden konnte.
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2.1.3 Fleckvieh-Tiere der genomweiten Re-Sequenzierung

Fiir die Identifizierung interessanter Polymorphismen konnte auf die Sequenzinformation von 42
Fleckvieh-Tieren (Tabelle 9.4) zuriickgegriffen werden (Jansen et al. 2013). Diese Tiere, sowie
ein erkranktes BHZD-@hnliches-Syndrom-Kalb (G4) und ein TCP-Kalb (TCP_13) wurden mit
dem Illumina HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, USA) genomweit sequenziert. Neben den
betroffenen Tieren, wurden Fleckvieh-Tiere fiir die Sequenzierung ausgewdhlt, die einen

moglichst groBen Teil der genetischen Variation (68%) dieser Rasse erkléren.
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 In silico Analyse
2.2.1.1 Auswahl und Annotation der Kandidatengene

Die Auswahl der Kandidatengene erfolgte aufgrund von positionellen als auch funktionalen
Aspekten. Ausgehend von den Ergebnissen der Assoziationsstudien und anschlieBender
Autozygotiekartierung wurden Gene zur weiteren Analyse ausgewihlt, die sich innerhalb der
identifizierten homozygoten Regionen befanden und fiir die ein funktionaler Zusammenhang mit
den zu untersuchenden Erkrankungen hergestellt werden konnte. Weiterhin wurden zwei Gene
untersucht, die in der Literatur als kausal fiir BHZD (YuzBasivan-GurkaN und BartLert 2006)

bzw. HTS (Boupreaux et al. 2007b) beschrieben wurden.

Zur Vorhersage der genomischen Struktur und Lokalisation der Kandidatengene, basierend auf
der University of Maryland UMD 3.1 Assembly des bovinen Genoms (ZiviN et al. 2009; FLorREA
et al. 2011) und dem bovinen Genindex (Dana-Faber Cancer Institute, 12,0) (QUACKENBUSH et al.
2001), wurde die GenomeThreader Software verwendet (GremMmE et al. 2005). Die Vorhersage
erfolgte liber den Abgleich der cDNA- und EST-Sequenzen von Mensch, Maus, Ratte, Hund,
Schwein und Rind. Die erhaltene GenomeThreader-Datei wurde in eine .xml-Datei konvertiert
und zur Visualisierung und Bearbeitung in Apollo Annotation and Curation Tool v.6.1 (LEws et
al. 2002) eingelesen.

Die Bestimmung der Exon-Intron-Positionen der annotierten Gene auf dem UMD3.1-Assembly
erfolgte mittels BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-Suche. Hierflir wurde Basic
BLAST von NCBI (National Center for Biotechnologie Information) (http://blast.ncbi.nlm.nih.-
gov/Blast.cgi) (ArtscHuL et al. 1990) sowie MegaBLAST Bos taurus des Centers of Bioinforma-
tics & Computational Biology (CBCB) (http://blast.cbcb.umd.edu/megablast.html) verwendet.

2.2.1.2 Genomische Charakterisierung von Kandidatengenen

Fiir alle untersuchten Kandidatengene wurde eine genomische Charakterisierung vorgenommen.
Die Uberpriifung der Konservierung der Proteinsequenzen der analysierten Gene wurde unter
Verwendung von CLUSTALW v. 2.1 (LarkiN et al. 2007) durchgefiihrt und mit Jalview?2 darge-

stellt (WarterHOUSE et al. 2009). Dabei wurde die bovine Sequenz mit der humanen sowie mit
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anderen verfiigbaren Spezies verglichen. Hierzu wurden die entsprechenden Sequenzen aus den
NCBI-Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sowie die bovinen Sequenzen, erhalten aus
der GenomeThreader-Annotation (siehe Kapitel 2.2.1.1), verwendet.

Die Sequenzidentitit sowie die Sequenzéhnlichkeit wurde iiber den paarweisen Vergleich mit
Hilfe des Alignment-Programms des European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) unter Anwendung des Needleman-Wunsch-Al-
gorithmus festgestellt.

Die Struktur und Lage der Proteindoménen wurde basierend auf den Informationen der

UniProtKB-Datenbank ermittelt (http://www.uniprot.org/) (T UniProT Consortium 2011).

Der wahrscheinliche Promotor und Transkriptionsstart der analysierten Gene wurde mit der
Neural Network Promoter Prediction-Software des Berkeley Drosophila Genome Project vorher-
gesagt (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) (Reese 2001). Die dem Programm
zugrunde liegenden Algorithmen ermoglichen die Lokalisation eukaryotischer Kernpromotorre-
gionen. Dazu wurden bis zu 1 kb, die vor dem ersten Translationsstart lagen, verwendet. Die
Standardeinstellungen des Programms wurden nicht veridndert. Die erzielten Ergebnisse wurden
mit der GenomeThreader Annotation verglichen.

Die 5'-untranslatierte Region (UTR) enthélt einige regulatorische Elemente, die fiir die Genex-
pression von Bedeutung sind. Zur Identifizierung mdoglicher CAAT-Boxen wurde ConSite
(http://asp.ii.uib.n0:8090/cgi-bin/CONSITE/consite/) (SanpeLin et al. 2004) verwendet. Die
Vorhersage moglicher TATA-Boxen erfolgte sowohl mit ConSite als auch mit HCtata von
WEBGENE (http://www.itb.cnr.it/sun/webgene/). Erhaltene Ergebnisse der beiden Programme
wurden verglichen.

CpG-Inseln wurden mit dem EMBOSS CpGplot Programm
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/) (Rick et al. 2000) visualisiert.
Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) wurden mit ConSite vorhergesagt. Dazu wurden die 5'-
Bereiche der bovinen und der humanen Gene aligniert und hinsichtlich ihrer Konservierung
miteinander verglichen. TFBS wurden nur in Sequenzbereichen mit einem Konservierungsgrad >
80 % hervorgesagt. Alle in silico Analysen des 5'-Bereichs wurden mit einem 1 kb langen
Sequenzbereich upstream des Translationsstarts durchgefiihrt.

Zur Detektion des Poly-A-Signals im 3'-Bereich der Gene wurde die HCpolya- Software von
WEBGENE (s.0.) verwendet.

16



2 Tiere, Material und Methoden

2.2.1.3 Sequenz- und Polymorphismen-Analyse

DNA-Polymorphismen wurden durch den Vergleich der re-sequenzierten Tiere detektiert. Dazu
wurden die Chromatogramme der Sequenzen unter Verwendung der Phred/Phrap/Polyphred-
Software (Nickerson et al. 1997; Ewing und Green 1998; EwinG et al. 1998) analysiert und mit
Consed visualisiert (Gorbon et al. 1998). Die gefundenen Polymorphismen wurden in eine
Datenbank geladen und erhielten einen interne SNP-Nummer (SNP_Id). Zuséitzlich wurden die
SNPs an die SNP-Datenbank von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) weitergeleitet und
unter einer Identifikationsnummer 6ffentlich zugénglich gemacht.

Die Visualisierung einzelner Chromatogramme erfolgte unter Verwendung von 4Peaks
(http://nucleobytes.com/index.php/).

Die Visualisierung der Daten der genomweiten Re-Sequenzierung erfolgte mittels des ,,integra-
tive genomic viewer“ (IGV) (http://www.broadinstitute.org/igv/) (RoBmson et al. 2011;
THORVALDSDOTTIR et al. 2013).

Der Effekt nicht-synonymer Polymorphismen auf die Proteinstruktur wurde mit Hilfe von SIFT
(http://sift.bii.a-star.edu.sg/) (NG und Henikorr 2001) und PolyPhen-2 v. 2.2.2 (http://genetics.b-
wh.harvard.edu/pph2/) ermittelt (Apzuuser et al. 2010).
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2.2.2 Isolierung und Evaluierung genomischer DNA

Als Ausgangsmaterialien standen gerinnungsgehemmtes (1,6 mg EDTA/ 1 ml Blut) Vollblut,
Sperma sowie Haarwurzeln zur Verfligung. Die Isolierung genomischer DNA erfolgte je nach

eingesetztem Material nach verschieden Methoden.

2.2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Sperma

Die Isolierung hochmolekularer DNA aus Spermien erfolgte nach einem verdnderten Extrakti-
ons- und Ausfillungsprotokoll von Lien et al. (1990). Die Spermaproben wurden bis zur Bearbei-
tung bei -20°C gelagert. Zur Trennung der Spermien von den enthaltenden Zusédtzen wurde je
eine Spermaportion mit 1x PBS (50 mM Phosphat-gepufferte Salzlosung, 150 mM NaCl, pH
7,2) in ein ReaktionsgefiB iiberfiihrt und das Gemisch zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und das Pellet in dem verbleibenden Tropfen resuspendiert. Nach dem zweimaligen Waschen des
Spermienpellets mit 1x PBS erfolgte die Zelllyse unter Zugabe von Proteinase K (20 mg/ml),
DTT (1 M) und 1x PKS-Puffer (10 mM Tris, 5 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,5% SDS) und Inku-
bation bei 56°C tiber Nacht. Fiir die Reinigung der DNA von den hydrophoben Zellbestandteilen
wurde dem Lyseansatz ein Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) zugefiihrt, das Gemisch invertiert und anschlieend zentrifugiert. Die
DNA-haltige Phase wurde, unter Vermeidung der Interphase, in ein neues Reaktionsgefal} iiber-
fiihrt und mit einem Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1, Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land) versetzt, gemischt und zentrifugiert. Fiir die anschlieBende Prizipitation wurde der Uber-
stand in ein neues Reaktionsgefdl iiberfithrt und mit 1/10 Volumen NaAcetat (3 M, pH 7,6)
sowie 1 Volumen Isopropanol (100 %) versetzt, invertiert und zentrifugiert. Das entstanden
DNA-Pellet wurde zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Um letzte Ethanolreste zu elimi-
nieren wurde das DNA-Pellet 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend in
Ix TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) eluiert. Die DNA-L&sungen wurden bis
zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert. Von einigen Bullen lag bereits extrahierte DNA
aus fritheren Arbeiten (SeerriED 2008) sowie aus dem FUGATO-plus Projekt GenoTrack (FKZ
0315134) am Lehrstuhl fiir Tierzucht vor.
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2.2.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Blut

Zur Isolierung hochmolekularer DNA aus Blut standen gerinnungsgehemmte (1,6 mg EDTA/ 1
ml Blut) Vollblutproben zur Verfiigen. Fiir die Himolyse wurden 10 ml Vollblut in ein 50 ml
ReaktionsgefdB gegeben, mit H,0u und NaCl (1,8 %) gemischt und zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen. Die Kernlyse erfolgte durch die Resuspendierung des Pellets in NP40
(0,1 %). Nach der Zentrifugation wurden zur Proteinlyse 1x PK-Puffer (20 mM Tris-HCl, 4 mM
EDTA, 100 mM NacCl), SDS (10 %) und Proteinase K (20 mg/ml) zum Pellet hinzugefiigt,
gemischt und tiber Nacht bei 56°C und moderatem Schiitteln inkubiert. Das Aussalzen der DNA
wurde durch die Zugabe von NaCl (5 M) und anschlieBender Zentrifugation erreicht. Der Uber-
stand wurde in ein 15 ml Reaktionsgefal3 {iberfiihrt und die DNA durch die Zugabe von 1 Volu-
men Isopropanol (100 %) prézipitiert. Das anschlieBende Waschen der DNA erfolgte durch die
wiederholte Zugabe von 70 %igem Ethanol. Nach dem Trocknen des Pellets wurde die DNA in
Ix TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0) eluiert und die DNA-L6sung bis zur weiteren
Verwendung bei —20°C gelagert.

2.2.2.3 Isolierung genomischer DNA aus Haaren

Die Isolierung genomischer DNA von einem Tier musste, aufgrund eines vorliegenden Blutchi-
madrismus, aus Haarwurzeln erfolgen. Dazu wurden 20-30 Haare mit Wurzeln mit dem Qiagen
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen®™, Hilden, Deutschland) unter Verwendung des Hersteller-
Protokolls bearbeitet. Um eine Inhibierung nachfolgender Reaktion durch Phdomelanin auszu-

schlieBen wurden die Wurzeln weiller Haare verwendet.

2.2.2.4 Qualitatskontrolle und Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Qualitdt der isolierten genomischen DNA wurde mittels Gelelektrophorese iiberpriift. Das
Sichtbarmachen der aufgetrennten Fragmente erfolgte durch die Zugabe von Ethidiumbromid.
Die DNA wurde mit 3x Mass Ruler Ladepuffer (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot,
Deutschland) versetzt und auf ein 0,8 %iges Agarosegel (0,001 % Ethidiumbromid, 0,5 % Tris-
Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)) aufgetragen. Als Marker wurde lamda n.c. DNA (50 ng;
SD0011, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Nach einer Laufzeit
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von ca. 60 Minuten bei 50 mV in 0,5x TBE-Puffer erfolgte die digitale Dokumentation der
Bande unter UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm. DNA-Proben mit einer Bande grofer
als 23.130 bp wurden als hochmolekular angesehen und die DNA-Isolierung als erfolgreich

eingestuft. Degradierte DNA-Proben wurden von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

Die Quantifizierung und eine zusétzliche Qualititskontrolle der isolierten genomischen DNA
erfolgte unter Verwendung des NanoDropTM 1000 Spektrophotometers (PeqLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Deutschland). Der 260/280-Wert sollte einen optimalen Wert zwischen 1,8 und
2,0 haben, der 260/230-Wert sollte zwischen 2,0 und 2,2 liegen. Abweichungen von diesen
Werten wurden als Hinweis auf Verunreinigungen der DNA-Losungen gedeutet. Weiterhin
wurde die Menge der in den Losungen enthaltenen Nukleinsduren bestimmt.

Die DNA-Konzentrationen der Arbeitslosungen wurden fiir die Amplifikation mittels PCR auf
10 ng/pl, fiir die Genotypisierung auf 60 ng/ul eingestellt.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.2.3.1 Primerdesign

Das Design der Primer erfolgte unter Verwendung der Primer3 Software (http://frodo.wi.mit-
.edu/primer3/) (Rozen und Skarersky 2000) basierend auf der Sequenzinformation des bovinen
UMD3.1-Assemblys (ZimiN et al. 2009; Frorea et al. 2011). Die Schmelztemperatur eines
Primers sollte zwischen 57°C und 63°C liegen, mit einer optimalen Temperatur von 60°C. Der
optimale GC-Gehalt der Primer sollte bei 50 %, die optimale Lange bei 20 Nukleotiden liegen.
Weiterhin sollten nicht mehr als drei identische Basen innerhalb eines Primers aufeinander
folgen. Die Standardeinstellungen fiir Primerriickfaltungen und Primerdimerisierung wurden
iibernommen. Die Lange der amplifizierten Produkte sollte im Bereich zwischen 500 und 750
Basen liegen. Alle Primer wurden auf ihre Funktionalitdt und Spezifitit getestet. Die Synthese
der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Deutschland). Um eine 100 uM-Losung zu erstellen, wurden die lyophilisierten Primer zunichst
in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) eluiert. Aus den Stammldsungen wurden Arbeitslosungen (5 uM)
durch Verdiinnung mit Tris-Puffer (10 mM, pH 8,0) erstellt. Die verwendeten Primer sind in

Tabelle 9.1 im Anhang aufgefiihrt.
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2.2.3.2 Standard-PCR

Eine PCR unter Standardbedingungen wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 pl durchge-
fiihrt und enthielt 10 ng genomische DNA, 1x Coral Load PCR Puffer (inklusive 1,5 mM MgCl,;
Qiagen, Hilden, Deutschland), 200 pM dNTP-Mix (desoxy-Nukleosidtriphosphat) (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), 0,25 uM jedes Primers und 1 U Taqg-Polymerase (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Die Amplifizierung erfolgte unter Verwendung eines T-Gradient Thermocyler
(Analytik Jena, Jena, Deutschland) unter den folgenden Bedingungen: initiale Denaturierung bei
94°C fiir 4 Minuten, gefolgt von 30 Zyklen Denaturierung bei 94°C fiir 40 Sekunden, Annealing
bei 60°C fiir | Minute, Elongation bei 72°C fiir 1 Minute und eine abschlieBende Elongation bei
72°C fiir 4 Minuten. Der Amplifikationserfolg der durchgefiihrten PCR wurde im Anschluss
mittels Elektrophorese auf einem 1.5 %igen Gel (0,001 % Ethidiumbromid, 0,5x TBE-Puffer)
tiberpriift. Die PCR-Produkte wurden zusammen mit GeneRuler™100 bp-DNA-Ladder®
(Thermo Fisher Scientific, St.Leon-Rot, Deutschland) fiir ca. 30 Minuten bei 100 mV in 0.5x
TBE-Pufter aufgetrennt und unter UV-Licht mit einer Wellenldnge von 254 nm sichtbar gemacht.

2.2.3.3 PCR-Optimierung

Alle Primersysteme wurden mit einem bovinen DNA-Pool unter Standardbedingungen getestet.
Falls notwendig, wurde dem Standardansatz Q-Solution (finale Konzentration 1x, Qiagen,
Hilden, Deutschland) oder DMSO (Dimethylsulfoxid) (finale Konzentration 5 %, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) zugefiigt. Weiterhin wurden die Primersysteme, mit und ohne zusétzli-
che Reagenzien, in einem zwolfschrittigen Temperaturgradienten (54° - 64°C) auf ihre Funktio-
nalitét getestet. Bei schwachen Amplifikationsprodukten wurde die Zyklenzahl auf 35 erhoht. Im
weiteren Verlauf wurden die PCR-Bedingungen mit den besten Resultaten verwendet. Frag-
mente, die einen hohen Cytosin-Guanin-Anteil aufweisen, wurden alternativ mit der AccuPri-
me™ GC-rich DNA-Polymerase (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) amplifiziert. Der
verwendete Ansatz bestand aus 1x Puffer A, 2 mM MgSO.,, je 0,25 uM jeden Primers, 0,6 U
Polymerase und 10 ng genomischer DNA.
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2.2.3.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

Vor der weiteren Verwendung der PCR-Produkte fiir nachfolgende Reaktionen wurde der Ansatz
von nicht-eingebauten dNTPs, Primern und einzelstringigen DNA-Fragmenten gesdubert. Die
Aufreinigung erfolgte enzymatisch. Dazu wurden 2 U Exonuklease I (Thermo Fisher Scientific,
St.Leon-Rot, Deutschland) und 0,4 U FastAP (Thermo Fisher Scientific, St.Leon-Rot, Deutsch-
land) mit dem PCR-Ansatz vermischt. Es wurde ein Reaktionsvolumen von 8 pl verwendet. Das
Gemisch wurde in einem UNO-Thermocyler (Analytik Jena, Jena, Deutschland) bei 37°C fiir 30
Minuten inkubiert. Eine anschlieBende Inaktivierung der Enzyme wurde bei 80°C fiir 15 Minu-

ten durchgefiihrt. Die Lagerung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte bei -20°C.

2.2.4 DNA-Re-Sequenzierung nach Sanger

Die Sequenzierreaktion wurde nach der Kettenabbruchmethode von Sanger (SanGer et al. 1977)
mit fluoreszenzmarkierten 3’-5’-Didesoxy-Nukleotiden (ddNTPs) durchgefiihrt. Alle Sequen-
zierreaktionen wurden mit dem Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technolo-
gies, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Das Volumen der Sequenzierreaktion betrug 10 ul
und enthielt das aufgereinigte PCR-Produkt, 0.25 uM forward oder reverse Primer, 1x Big Dye
Sequenzierpuffer (Big Dye Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing Buffer, Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland), 1x Dilution-Puffer (5 mM MgCl,, 0,2 mM Tris-HCI pH 8,0) und 1x
BigDye® Terminator v1.1. Die Amplifizierung erfolgte im T-Thermocyler (Analytik Jena, Jena,
Deutschland) nach folgendem Programm: Initiale Denaturierung bei 95°C fiir 20 Sekunden, 25
Zyklen Denaturierung bei 95°C fiir 12 Sekunden, Annealing bei 51°C fiir 8 Sekunden und Elon-
gation bei 60°C fiir 4 Minuten.

2.2.4.1 Aufreinigung und Kapillargelelektrophorese auf ABI 3130XL

Die Sequenzierreaktion wurde mit Hilfe von Sephadex-G50 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, Deutschland) aufgereinigt. Hierfiir wurden MultiScreen HV Filtrationsplatten
(MAHVN4510; Millipore S.A., Moisheim, France) mit 45 ng Sephadex-G50 befiillt, nach
Zugabe von 300 pul HyOpiges fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur bis zum vollstindigen Aufquellen
inkubiert und im Anschluss zentrifugiert. Die Sequenzierreaktion wurde mit 15 pl EDTA-H,O
(0,1 mM) versetzt und mittig auf die jeweilige Position aufgetragen. Durch die anschlieBende

Zentrifugation wurde die Sequenzierreaktion von nicht-eingebauten Nukleotiden befreit.
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Die Sequenzierung der Produkte erfolgte durch eine Kapillargelelektrophorese im 3130XL
Genetic Analyzer (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) unter Verwendung des 3130
POP-7-Polymers und einer 36 cm 3130xl & 3100 Kapillare unter Standardeinstellungen. Zur
qualitativen Datenbeurteilung und Zuordnung der Nukleotide wurde die ABI Sequencing Analy-
sis Software v.5.2 (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) verwendet. DNA-Polymorphis-
men wurden iliber den multiplen Vergleich re-sequenzierter Tiere unter Verwendung der

Phred/Phrap/Polyphred-Software detektiert und mit Consed visualisiert (siche Kapitel 2.2.1.3).

2.2.5 Genotypisierung

2.2.5.1 TagMan®-Genotypisierung

Die Genotypisierung des durch die genomweite Re-Sequenzierung identifizierten PLD4-Poly-
morphismus (c.G645A, p.W215X) sowie der RasGRP2-Variante (c.T911C, p.L234P) erfolgte
unter Verwendung des ABI 7500 Fast Real-Time PCR Systems (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland). Die Erstellung des Assays erfolgte durch Life Technologies (Darmstadt, Deutsch-
land). Zur Genotypisierung wurde ein 5'-Nuklease Assay mit Polymorphismen-spezifischen
PCR-Primern und TagMan®-Sonden erstellt (Tabelle 2.1). Der Versuchsansatz setzte sich aus
dem SNP-spezifischen Assay, dem TagMan®-Genotypisierungs-Master Mix (Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland) und 2 ng DNA zusammen. Nach einem Pre-Read bei 60°C fiir 1 min
und einer initialen Denaturierung bei 95°C fiir 10 min, folgten in 40 Zyklen wiederholte Denatu-
rierungsschritte bei 92°C fiir 15 sec und kombinierte Annealing-Elongationsschritte bei 60°C fiir
1 min. AnschlieBend wurde im Post-Read (60°C fiir 1 min) die Fluoreszenz gemessen. Die
Bestimmung der Genotypen erfolgte tiber die 7500 Software v2.0.5 mit einem Schwellenwert fiir
die Qualitdt der Amplifikation von > 95. Insgesamt wurden drei verschiedene Rassen (Fleckvieh,

Holstein-Friesian und Braunvieh) an den identifizierten Varianten genotypisiert.

Tabelle 2.1: Primersequenzen der TagMan®-Genotypisierung der PLD4- und RasGRP2-Varianten

Polymorphismen c.G645A (p.W215X) c.T911C (p.L234P)
forward Primer GGGCGGCACATCTACGT CCTCCTCTCTCCCCATTTGTC
reverse Primer CCAGGGCGGACGAACTC GCCATCAGCGTGTTGAAATTCTG
Sonde fiir Wildtyp - Allel CATGGACTGGCGGTCC CCCAGGAACTCCTGCAC
Sonde fiir mutiertes Allel CATGGACTGACGGTCC CCCAGGAACCCCTGCAC

PCR-Primer und Genotypisierungs-Sonden fiir den PLD4-Polymorphismus (c.G6454, p.W215X) und den
RasGRP2-Polymorphismus (c.T911C, p.L234P). Sequenzen sind in 5'-3"-Orientierung dargestellt.
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2.2.5.2 Genomweite Genotypisierung und Qualititskontrolle

Die Durchfiihrung der Genotypisierung erfolgte an der iScan-Genotypisierungsplattform (Illu-
mina, San Diego, USA) nach den Protokollen des Herstellers.

Zur Untersuchung der mutmaBlichen Zinkmalabsorptionsstorung wurden alle acht betroffenen
Kélber sowie 1339 nicht betroffene Fleckvieh-Bullen mit dem bovinen HD BeadChip an
777.962 SNPs genotypisiert. Die Bestimmung der Genotypen erfolgte mit Hilfe der BeadStudio
Software von Illumina (Illumina, San Diego, USA) nach Standardeinstellungen. Die chromoso-
male Position der Polymorphismen wurde basierend auf dem UMD3.1-Assembly des bovinen
Genoms bestimmt (ZimiN et al. 2009; Frorea et al. 2011). 343 mitochondriale SNPs, 1224 Y-
chromosomale und 1735 SNPs mit unbekannter chromosomaler Position wurden fiir die weiteren
Analysen nicht beriicksichtigt. Die Qualitdtskontrolle erfolgte unter Verwendung von PLINK
v1.07 (PurceLL et al. 2007). Weiterhin wurden 19.734 SNPs, deren Genotypisierung in mehr als 5
% der Individuen fehlgeschlagen ist und 110.746 SNPs mit einer Allelfrequenz < 0,5 % in den
nachfolgenden Untersuchungen nicht weiter berticksichtigt. Vereinzelt fehlende SNPs des selte-
neren Allels wurden mit Beagle (Browning und Browning 2009) imputiert. Der finale Datensatz

bestand aus 1347 Tieren und 644.450 SNPs.

Zur Analyse der bovinen Thrombozytopathie wurden insgesamt 46 TCP-Tiere (32 Félle und 14
mit fehlender oder uneindeutiger Impedanzmessung) und 3307 nicht betroffene Fleckvieh-Bullen
mit dem bovinen HD BeadChip an 777.962 SNPs genotypisiert. Das Bestimmen der Genotypen
erfolgte unter Verwendung der BeadStudio Software von Illumina (Illumina, San Diego, USA).
Es wurden insgesamt 3301 mitochondriale, nicht annotierte und Y-chromosomale SNPs von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Qualititskontrolle wurde mittels PLINK vI.07 (PurceLL et
al. 2007) durchgefiihrt. 2 Tiere der Kontrollgruppe wurden aufgrund einer Genotypisierungsrate
von weniger als 95 % in der weiteren Untersuchung nicht beriicksichtigt. Weiterhin wurden
20.627 SNPs fiir die nachfolgende Analyse auer Acht gelassen, da ihre Genotypisierung in mehr
als 5 % der Tiere fehlgeschlagen ist sowie 93.216 SNPs mit einer Allelfrequenz des selteneren
Allels <1 %. Der finale Datensatz setzte sich aus 3351 Tieren (46 TCP-Tiere und 3305 Kontroll-
tiere) und 660.817 SNPs zusammen.
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2.2.5.3 Genomweite Assoziationsstudie

Zur Beriicksichtigung der Populationsstratifikation und der daraus resultierenden Inflation
falsch-positiver Signale wurde die Assoziationsstudie unter Verwendung eines gemischten
Modells durchgefiihrt. Die Anpassung des linearen gemischten Modells y=u+xp+Zu+e€

wurde mit der Software GEMMA durchgefiihrt (Znou und Stephens 2012). Hierbei steht y fiir den
Krankheitszustand, p ist das Interzept, x ist ein Vektor der Marker-Genotypen, 8 ist der SNP-Ef-

fekt, Z ist die Inzidenzmatrix zur Zuordnung von Tieren und u, der Vektor des zufélligen polyge-
nen Effekts ~N( ani G ), wobei 02 die additive genetische Varianz, G die genomische

Verwandtschaftsmatrix der genotypisierten Tiere basierend auf den autosomalen SNPs (nach

(VanRaDEN 2008)) und € der Vektor der zufdlligen Restfehler ist.

2.2.5.4 Haplotypenanalyse

Die Haplotypen der genotypisierten Tiere wurden unter Verwendung der Standardeinstellungen
der Software Beagle abgeleitet (BrownNing und Browning 2009). Zur Schitzung der Frequenz des
assoziierten Haplotyps in der FV-Population wurden die Genotypen von insgesamt 9016 nicht-
betroffene Tieren (BHZD-éhnliches Syndrom) bzw. 10.363 nicht-betroffenen Tieren (TCP)
analysiert. Hochdichte Genotypen und Haplotypen des 54k-Datensatzes wurden basierend auf
den Haplotypen des 777k-Datensatzes imputiert (nach (Pausch et al. 2013)).

2.2.6 Genomweite Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Die genomweite Re-Sequenzierung der beiden betroffenen Tiere (BHZD-dhnliches Syndrom und
TCP) sowie 42 einflussreichen Griinder-Tiere der Rasse FV erfolgte mit einer geringen bis mitt-
leren Abdeckung (durchschnittlich 7,4fach) unter Verwendung des Illumina HiSeq 2000 und der
[llumina GA Iix Technologie (Illumina, San Diego, USA) (Jansen ef al. 2013). Unter den 42 FV-
Tieren befand sich auch ein Bulle, der den assoziierten Haplotypen des BHZD-dhnliches
Syndroms ebenfalls homozygot trigt ohne erkrankt zu sein. Insgesamt konnten Genotypen fiir
17,3 Millionen variable Positionen identifiziert werden. Varianten in den assoziierten, homozy-
goten Sequenzregionen wurden systematisch nach Genotypenmustern, die den vermuteten rezes-

siven Erbgéingen entsprechen durchsucht.
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3.1 BHZD-ihnliches Syndrom
3.1.1 Phanotypische Manifestation

Im Zeitraum vom Sommer 2009 bis Anfang 2012 wurden sieben Kélber im Alter von sieben bis
17 Wochen mit auffilligen Hautverdnderungen und einem schlechten Allgemeinzustand in die
Klink fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der Ludwig-Maximilians-Univer-
sitdit Miinchen eingewiesen und dort von Veterindrmedizinern eingehend untersucht. Die betrof-
fenen Fleckvieh-Kélber wiesen einen sehr schlechten Allgemeinzustand (Abbildung 4.1 A) und
eine hochgradig hyperkeratotische und stark rissige Haut auf. Diese war in besonderem Maf3e im
Bereich der Augen, des Mauls (Abbildung 4.1 B), an den Extremitdten und der sternalen Region
ausgeprigt und zum Teil stark verkrustet (Abbildung 4.1 C) oder alopetisch (Abbildung 4.1 D).
Zusatzlich litten die Tiere unter ausgeprigten, erosiven und eiternden Lésionen der Mund-
schleimhaut. Alle Kélber waren in Grof3e und Gewicht unterentwickelt, zeigten kein selbststindi-
ges Abliegeverhalten und waren verstirkt berithrungsempfindlich. Die Anamnese der sieben
Tiere zeigte das vermehrte Auftreten von Erkrankungen des Lungenapparats und des Darmtrakts
(Pneumonie und Enteritis). Zwei Kélber wurden mit hochdosierten Zinkpréiparaten behandelt,
sprachen aber auf die Behandlung nicht an. Aufgrund des fortgeschrittenen Stadiums der Erkran-
kung und ohne Aussicht auf eine Besserung der Symptomatik wurden alle Kélber euthanasiert
und pathologisch untersucht. Zusétzlich wurde der Fall eines elf Wochen altem weiblichen FV-
Kalbs mit starken Hautverdnderungen und einem schlechten Allgemeinzustand von einem weite-
ren Tierarzt vorgestellt. Bereitgestellte Fotos zeigten eine Ubereinstimmung des Phénotyps mit
den sieben untersuchten Kilbern. Das Kalb erhielt iiber einen Zeitraum von zwei Wochen hoch-
dosiertes Zink, sprach aber auf die Behandlung nicht an, so dass es im Alter von 13 Wochen
euthanasiert wurde.

Bei einer ersten Stammbaumanalyse der acht betroffenen Kélber konnte ein gemeinsamer
Vorfahre ermittelt werden, so dass ein genetischer Hintergrund der Erkrankung wahrscheinlich
war. Auf der Basis der Krankheitsgeschichte, klinischer und pathologischer Untersuchungsergeb-

nisse wurde die vorldufige Diagnose ,,bovine hereditire Zinkdefizienz (BHZD)* getroffen.
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Abbildung 3.1: Krankheitssymptomatik des BHZD-ihnlichen Syndroms beim Fleckvieh
Fotos: Dr. med. vet. Nicole Gollnick

FV-Kalb mit A) schlechtem Allgemeinzustand und parakeratotischen Hautverdnderungen an
mechanisch exponierten Stellen B) starken Verkrustungen und parakeratotischen Hautverdnderungen
am Flotzmaul und C) stark rissiger und verkrusteter, zum Teil D) alopetischer Haut
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3.1.2 Analyse des SL(C3944-Gens

Die SLC39A (solute carrier 39A)-Proteinfamilie, auch ZIP-(Zrt- and Irt-like protein) genannt,
besteht aus 14 Mitgliedern, welche die Aufnahme von Zink in das Zytoplasma regulieren
(Anprews 2008). Sie erhohen den intrazelluldren Zinkgehalt durch aktiven Transport des Zinki-
ons und anderer zweiwertiger lonen in das Zytoplasma (Lizzi und Cousins 2004). Unter den
Zink-Transportern nimmt ZIP4 eine wichtige Rolle in der Regulierung des Zinkhaushaltes ein
(Guermvot 2000; Anprews 2008). Mutationen in dem Transporter-kodierenden Gen, SLC39A44,
verursachen bei verschiedenen Spezies eine erbliche Storung der Zinkaufnahme (Kury et al.
2002; DurNer-Beartie et al. 2003; WaNG et al. 2004; YuzasiyaN-GURKAN und Bartrert 2006).
SLC39A44 wird hauptsidchlich in Gastrointestinaltrakt exprimiert und ist fiir die Absorption von
Zink aus der Nahrung verantwortlich. Zusatzlich kommt der Transporter auch in den Nieren vor,
wo er an der Zinkresorption aus dem Urin beteiligt ist (Eme 2004; Anprews 2008).

Da Mutationen in dem kodierenden Gen als ursdchlich fiir erbliche Zinkmangelerkrankungen bei
Menschen, Miusen und Rindern der Rasse Holstein-Friesian identifiziert wurden (s.o.), wurde
SLC39A44 als Kandidatengen fiir den FV-spezifische Erkrankung in Betracht gezogen und analy-

siert.

Mittels einer BLAST-Suche konnte das bovine SLC3944 auf Chromosom 14 (1.719.732 bp —
1.724.221 bp) lokalisiert werden. Basierend auf der GenomeThreader-Annotation wurde das ~
4,5 kb grofle Gen in zwolf Exons unterteilt (Abbildung 3.2), die ein Transkript aus insgesamt
2162 bp kodieren.

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Exonlange (bp) 275 285 196 143 172 173 138129 55 153 188 255
Intronlange (bp) 447 390 100 92 352 111 79 180129 357 90

Abbildung 3.2: Graphische Darstellung der Genstruktur von SLC39A44

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Regionen weifs und intronische Bereiche
durch schwarze Balken dargestellt. Zusdtzlich ist die Exon- und Intronldnge basierend auf
UMD3. 1-Assembly-Informationen in Basenpaaren (bp) angegeben.

Das entsprechende Protein hat einen Translationslinge von 653 Aminosduren. Sowohl in dem

bovinen als auch im humanen Transkript befindet sich der Translationsstart im ersten Exon und
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der Translationsstopp im letzten Exon des Gens. Der menschliche Transporter besitzt zwei
Isoformen, die sich im 5'-terminalen Bereich unterscheiden und aus 647 bzw. 622 Aminosiduren
bestehen (AntaLa und Dewmpski 2012). Die Anordnung der Transmembrandoménen (TM) im Rind
ist mit der menschlichen Organisation der Proteindoménen vergleichbar. Transmembrandoméne
1 und 2 werden im sechsten Exon kodiert, TM 3 liegt im siebten Exon. Die Proteindoménen 4-8
(TM 4-8) werden in Bereichen der zehnten, elften und zwdlften Exons kodiert. Die detaillierte

Intron-Exon-Organisation des Gens mit Positionsangaben im UMD3.1-Assembly wird in Tabelle

3.1 aufgefiihrt.

3 Ergebnisse

Tabelle 3.1: Intron-Exon-Organisation des SLC39A4-Gens in UMD3.1

Exon-  Position in .. » 3" Spleifakzeptor Intron-
linge (bp) cDNA Position BTA14 ' ) linge (bp)
5' Spleifdonor

19 275 1-275 1.719.732 - 1.720.006  catcaGGCAG ... GAAAGgtaac 1 447

2 285 276 - 560  1.720.454 —1.720.738 aacagTGCCT ... AGCAGgtggg 2 390

3 196 561-756 1.721.129 - 1.721.324  cccagGCCTG ... GGACGgtgag 3 100

4 143 757-899  1.721.425 — 1.721.567 gccagAGCTG ... ACACGgtgag 4 92

5 172 900 - 1071 1.721.660 — 1.721.831 cccagCTGTG ... TGAGAgtgag 5 352

6 173 1072 — 1244 1.722.184 —1.722.356  accagGGTAC ... CTAAGgttgc 6 111

7 138 1245 - 1382 1.722.468 — 1.722.605  accagGTGCT ... CCGAGgtcag 7 79

8 129 1383 - 1511 1.722.684 — 1.722.813  cgcagGACCC ... ATCTGgtgag 8 180

9 55 1512 - 1566 1.722.994 —1.723.048  tccagGTGGC ... CCCAGgtgag 9 129
10 153 1567-1719 1.723.178 — 1723330 cgcagGGCTG ... GCTGGgteag 10 357
119 188 1720 - 1907 1.723.688 — 1.723.875  cccagGGGAT ... ACATGgtcag 11 90

12 255 1908 - 2162 1.723.966 — 1.724.220  ctcagCTCCC ... CTTGGagccc

a) Intronische Bereiche sind durch Kleinbuchstaben, exonische Bereiche durch Grofbuchstaben gekennzeichnet,

die Spleifiseiten sind fett unterlegt; basierend auf GenomeThreader Annotation
b) Position basierend auf Bos taurus UMD?3.1-Assembly
¢) Exon enthdlt Startcodon

d) Exon enthdlt Stoppcodon

Die Vorhersage des Transkriptionsstarts mit der Neural Network Promoter Prediction-Software
war nicht erfolgreich. Daher wurde zur Identifizierung konservierter Promotorsequenzen (z.B.
TATA-Box oder CAAT-Box) ein 1 kb langer Bereich upstream des Translationsstarts mit ConSite
analysiert. Innerhalb der Region konnte eine CAAT-Box 153 bp vor der ersten Base des Startco-

dons lokalisiert werden (Abbildung 3.3).
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CCTTGGCAGCCAATCACAGGGCCCCGCAGGAAATACCTGGAGAGCCTCGCTGG
GTGAGAGGTACTGGCCCAGCCCCAGTCCGGCATCAGGCAGCCCCTGCGCCCC

Abbildung 3.3: Promotor-Sequenz-Vorhersage des SLC39A44-Gens

Der vorhergesagte Transkriptionsstart ist schwarz markiert, promotorspezifische Elemente sind
grau umrandet.

Im Allgemeinen konnen Séugetier-Promotoren in zwei Klassen unterteilt werden, die TATA-
Box- und die CpG-reichen Promotoren (Carninci et al. 2006). CpG-reiche Promotoren zeichnen
sich durch unmethylierte DNA-Bereiche mit, im Vergleich zum ganzen Genom, einem hohen
Anteil von CpG-Dinukleotiden, so genannten CpG-Inseln, aus. CpG-Inseln sind als mindestens
200 bp lange Sequenzbereiche mit einem GC-Gehalt > 50% und einer beobachteten/erwarteten
CpG-Rate von 0,6 definiert (GarpINER-GARDEN und FrommEer 1987). Diese Eingrenzung wurde
von (Takar und Jones 2002) iiberarbeitet, so dass CpG-Inseln als Sequenzbereich von mindesten
500 bp mit einem GC-Gehalt > 55% und einer beobachteten/erwarteten CpG-Rate von 0,65 defi-
niert sind. CpG-Inseln sind in mehr als 2/3 aller Saugetier-Gene enthalten, wohingegen TATA-

Boxen nur bei einer Minderheit der Promotoren vorhanden sind (FenouiL et al. 2012).

Zur Evaluierung moglicher CpG-Inseln wurde das 5'-Ende des bovinen SLC3944-Gens mit
CpGplot untersucht. Die Suche nach mdglichen CpG-Inseln erbrachte keine Resultate.

Fiir die Suche nach moglichen Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) mit ConSite wurden
1000 bp upstream des 3'-Endes des ersten Exons der bovinen und menschlichen SLC3944-Se-
quenz aligniert und hinsichtlich ihrer Konservierung auf das Vorhandensein von TFBS iiberpriift.
Bei einem Konservierungsgrad von > 80 % konnten keine TFBS entdeckt werden, da die
Sequenzidentitit zwischen der bovinen und der humanen 5'-Region gering ist.

Die Konservierung der Aminosduresequenz wurde iiber ein multiples Sequenzalignment der
bovinen mit den beiden menschlichen Isoformen sowie den murinen Proteinsequenzen unter

Verwendung von CLUSTALW (LarkN et al. 2007) durchgefiihrt (Abbildung 3.4).
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SLC3944_Hsa_tsol MVDVVGLER- - - - — - - ETGPRG---SPWPGP- -~ - - - mmm o - - VGPAPLLTCLIEPQ EGSGLPFGP
SLC3944 Hsa_tso2 MAS LVS LELGL UDEVEVVTATA- - - sPPFAGEDS AD AN EGSGLPRGP
SLC39A4 Mmu  -MLPKSVTQGLVLALLVGTVAY---ARPRNELS P. VA D DKPQPAPES
SLC3944_Rno -MLPKSLTQGLLLAMLYGTAAM- - - vaply HELS P.TA VA D DKPQLAPRES
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Abbildung 3.4: Multiples Alignment der SLC39A4-Proteinsequenzen verschiedener Spezies

Vergleich der SLC39A4-Proteinsequenzen von Rind (Bta) mit der Proteinsequenz von Mensch (Hsa)-Isoform
1 und 2 (NP 060237, NP _130849), Maus (Mmu, NP _082340) und Ratte (Rno, NP _001071137). Bereiche
mit einer Sequenzidentitit > 50 % sind blau unterlegt. Die Lage der Transmembrandomdnen 1-8 (TM 1-8)
ist, basierend auf Informationen der UniProtKB-Datenbank, orange gekennzeichnet. Die Skala entspricht

der Position der Aminosdure im Alignment. Darstellung des Alignments ohne Kennzeichnung der Domdnen
mit Jalview2 (Warernouse et al. 2009).

Der ZIP4-Transporter besitzt acht, liber Spezies hinweg, hoch konservierte funktionale Trans-

membrandoménen (TM1-TMS). Der hohe Konservierungsgrad der verschiedenen Dominen

spiegelt die Funktionalitit dieser Bereiche wieder.

Die Berechnung der Sequenzidentitdt und -dhnlichkeit erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Al-

gorithmus. Die Analyse der Proteinsequenzen des humanen und des bovinen ZIP4-Proteins

erbrachte fiir den Vergleich der menschlichen Isoform 1 mit dem bovinen Protein eine Sequenzi-

dentitdt von 67,9 % (Sequenzihnlichkeit 76,8 %) und fiir den Vergleich der zweiten Isoform mit

dem bovinen Transporter eine Sequenzidentitit von 74 % (Sequenzéhnlichkeit 82,8 %) (Tabelle

3.2). Weiterhin weist das bovine ZIP4-Protein eine 67,1 %ige bzw. 66,8 %ige Sequenzidentitit
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und eine 76,2 %ige bzw. 76,9 %ige Sequenzédhnlichkeit zu den beiden murinen Proteinen (Maus
und Ratte) auf. Insgesamt konnte festgestellt werden, dass der Transporter iiber verschiedene
Spezies hinweg konserviert ist. Dies ist ein Indiz fiir die wichtige Funktion des Proteins bei der

Aufnahme von Zink und anderen zweiwertigen lonen aus der Nahrung.

Tabelle 3.2: Ubersicht der Sequenzidentitiit und -ihnlichkeit des SLC39A4-Proteins

Sequenzidentitiit Sequenzihnlichkeit Alignmentliicken

Sequenz_1 Sequenz_2 (in %) (in %) (in %)
SLC3944 Bta SLC3944 Hsa Isol 67,9 76,8 9.4
SLC3944 Bta SLC3944 Hsa Iso2 74,0 82,8 2,1
SLC39A44 Bta SLC3944 Mmu 67,1 76,2 6,1
SLC39A44 Bta SLC3944 Rno 66,8 76,9 6,1

Paarweiser Vergleich der Sequenzidentitit und -dhnlichkeit des SLC39A4-Proteins von Rind (Bta) mit der
Proteinsequenz von Mensch (Hsa)-Isoform 1 und 2 (NP_060237, NP_130849), Maus (Mmu, NP_082340) und
Ratte (Rno, NP_001071137). Die Berechnung erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Algorithmus (s.o.).

3.1.2.1 Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Die Re-Sequenzierung des SLC3944-Gens erfolgte in einem Probenset bestehend aus acht
erkrankten Kélbern, 16 Anlagetragern und zwolf Kontrolltieren. Auf der Suche nach Polymor-
phismen wurden insgesamt ca. 8,2 kb re-sequenziert. Diese umfassen das gesamte SLC3944-Gen
sowie je ca. 1000 bp der flankierenden Regionen des 5’- bzw. 3’-Endes dieses Gens. Insgesamt
konnten zehn variable Nukleotidpositionen identifiziert werden (Tabelle 3.3). Zwei der entdeck-
ten Polymorphismen waren im 5'-Bereich des Gens lokalisiert, sieben variable Positionen befan-
den sich in intronischen Regionen des Gens. Ein SNP konnte im sechsten Exon des Gens aufge-
funden werden. Dabei handelte es sich um einen synonymen C—T-Polymorphismus
(TAC—TAT; p.336Y). Keiner der gefundenen Varianten lag in den betroffenen Kélbern homozy-
got und gleichzeitig in den Kontrolltieren alternativ-homozygot vor. Dies schlieB3t eine Kausalitit

dieser Polymorphismen fiir die zugrunde liegende Erkrankung aus.
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Tabelle 3.3: Polymorphismen im SLC39A4-Gen in 36 FV-Tieren

SNP Id  Position 5'- 3'— flankierende Sequenz Region Effekt AS

3958 1.706.176 CCTCCCTCAG [C/T] GATTCTCTTA UPSTREAM

3959 1.718.954 CTCAAGTGTC [C/G] CCTTGTGAAT UPSTREAM

3960 1.720.167 ACTCTCCTCA [A/G] CTCCCTTTCA INTRON 1

3961 1.720.373 TGAGCGAGCC [A/G] AACCGTGGAG INTRON 1

3962 1.720.865 GAGCCTGGGC [C/T] GGGGCGGTCA INTRON 2

3963 1.720.989 CGGACGAGGC [A/G] GGGCTGGGAG INTRON 2

3964 1.721.108 GCTTGAGACA [C/T] TGAGGCCGGC INTRON 2

3965 1.721.593 GCCTGAGTCC [C/T] GGAGAGAGGT INTRON 4

3966 1.722.194 GGTACCTGTA [C/T] GGCTCCCTGG EXON 6 SYNONYM 336Y
3967 1.722.853 TCTGGCGGAG [C/T] CCTGTCTGTG INTRON 8

Ubersicht der durch Re-Sequenzierung identifizierten Polymorphismen des SLC39A4-Gens mit 5'- und 3'-
flankierenden Regionen in 36 FV-Rindern. Die SNP_Id entspricht der internen Identifikationsnummer, die Position
entspricht der Lokalisation des SNPs auf BTA14 im UMD3.1-Assembly. Die [ ] enthdlt die Referenzbase und den
identifizierten Polymorphismus (fett). Das Referenz-Allel entspricht der Base der bovinen Referenzsequenz. Der
Effekt entspricht der Auswirkung des Austauschs auf die Aminosduresequenz, AS ist der Aminosdureaustausch in
der Proteinsequenz mit Positionsangabe.
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3.1.3 Genomweite Assoziationsstudie

Da die molekulargenetische Untersuchung des SLC3944-Gens in den betroffenen FV-Tieren
nicht zur Detektierung einer kausalen Variante gefiihrt hat, wurden ein Array-basierter Ansatz zur
Identifizierung der zugrunde liegenden genomischen Region durchgefiihrt.

Die acht erkrankten Kilber sowie 1339 gesunde Fleckvieh-Bullen wurden mit dem bovinen HD
BeadChip von Illumina genotypisiert und eine genomweite Assoziationsstudie des Krankheits-
status fiir 644.450 SNPs unter Verwendung eines linearen gemischten Modells durchgefiihrt.
Insgesamt erfiillten 82 SNPs, welche sich innerhalb eines 18,19 Mb Intervalls von 53.140.245 bp
bis 71.333.740 bp auf Chromosom 21 befinden, den Bonferroni-korrigierten Schwellenwert fiir
genomweite Signifikanz (P < 7,88 x 10*) (Abbildung 3.5). Die stérkste Assoziation (P = 5,87 x
10%) wurde fiir BovineHD4100015383, lokalisiert bei 69.873.257 bp, beobachtet. Fiir die
SLC39A44-beinhaltende Region auf Chromosom 14 konnte keine Assoziation mit dem Krank-

heitsstatus beobachtet werden.
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Abbildung 3.5: Assoziation von 644.450 SNPs mit dem Krankheitsstatus acht betroffener und
1339 nicht-betroffener FV-Tiere

Die genomweite Assoziationsstudie fiir 644.450 SNPs mit dem Krankheitsstatus von acht erkrankten Kdlbern
und 1339 Kontrolltieren konnte eine starke Assoziation (P = 5,87 x 10%) auf BTA 21 feststellen. Die P-Werte
wurden mittels eines linearen gemischten Modells ermittelt. Die physikalische Position nach dem UMD3.1
Assembly ist auf der x-Achse, der negative dekadische Logarithmus der P-Werte auf der y-Achse aufgetragen.
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3.1.4 Identifizierung der krankheitsassoziierten Region

Die Autozygotiekartierung der assoziierten Region auf BTA21 konnte zwei homozygote
Segmente auf diesem Chromosom identifizieren. Der erste homozygote Bereich (31.930.607 bp
— 32.772.171 bp) ist 841.564 bp lang und besteht aus 111 SNPs. Zusitzlich zu den acht
betroffenen Kilber tragen 357 nicht-betroffene FV-Bullen diese Region homozygot. Die zweite
homozygote Region ist am distalen Ende des BTA21 lokalisiert (69.767.699 bp — 71.573.501 bp)

(Abbildung 3.6 A). Zwei nicht-betroffene FV-Bullen tragen den identifizierten Haplotypen
ebenfalls homozygot.
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Abbildung 3.6: Genotypen der acht betroffenen Kilber und 45 zufiillig ausgewiihlten
Kontrolltieren der distalen Region auf BTA21 (67 Mb — 71,57 Mb)

(4) Homozygote Genotypen werden in dunkel- bzw. hellblau (AA,BB), heterozygote (AB) in grau dargestellt.
Die roten Balken entsprechen den SNPs des bovinen SNP50 BeadChips. (B) Gengehalt der beiden
homozygoten Bereiche basierend auf dem UMD3.1-Assembly mit eingezeichneten SNPs des bovinen SNP50
BeadChips (rot).
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In zwei der untersuchten betroffenen Tieren (G4 und G31) konnte eine Unterbrechung dieser
homozygoten Region identifiziert werden, welche den Bereich in zwei ausgedehnte

Homozygotiesegmente unterteilt (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Homozygotiesegmente der betroffenen Kilber auf Chromosom 21

Homozygote Genotypen sind in dunkel- bzw. hellblau (AA,BB), heterozygote (AB) in grau dargestellt. Die
Tiernummern (G5-G34) entsprechen der internen Labornummer. G4 und G31 zeigen die Unterbrechung der
homozygoten Region. Die beiden homozygoten Bereiche sind mit schwarzen Balken eingegrenzt dargestellt.

Der erste homozygote Bereich ist ~297 kb lang und bei 69.767.699 bp — 70.064.497 bp
lokalisiert. Innerhalb dieses Blocks befinden sich acht Gene (APOPTI(=C140ORF153), BAGS),
CKB, KLC1, PPPIRI3B, TRMT61A, XRCC3, ZFYVE21) (Abbildung 3.6 B).

Das zweite homozygote Segment ist ~1023 kb lang und bei 70.550.045 bp — 71.573.501 bp
lokalisiert. Auf diesem chromosomalen Bereich befinden sich insgesamt 17 unterschiedliche
Transkripte (ADSSL1, AHNAK2, AKTI, BTBD6, CDCA4, CRIP1, CRIP2, GPRI32, IGHE,
INF2, JAG2, MTAl (=MGC137676), NUDTI14, PLD4, SIVAI, TMEM179, C21HI4ORF?79)
(Abbildung 3.6 B). Unter diesen Genen befinden sich zwei cysteinreiche Proteine (CRIPI und
CRIP2). CRIPs sind Transporter, die hauptsachlich im Darm exprimiert werden (HaLLQuisT ef al.
1996) und essentiell fiir die Zinkabsorption sind, da sie das Ion wéhrend des transmucosalen
Transports binden (Hempe und Cousins 1991). Die funktionelle Ahnlichkeit der beiden
Transkripte zu SLC3944 macht sie zu Kandidatengenen fiir die Erkrankung beim Deutschen
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Fleckvieh. Weiterhin spielen die meisten der hier lokalisierten Gene vor allem bei der Regulation
der verschiedenen zelluldiren Mechanismen wie Apoptose, Zellentwicklung und
Signalweiterleitung eine Rolle (z.B. (Liv und YE 2003; Havasui et al. 2006; Du et al. 2009;
KirLian et al. 2012)).

Die Frequenz des Risikohaplotypen wurde basierend auf 10.355 Genotypendaten gesunder Tiere
der deutschen Fleckvieh-Population geschétzt. 380 FV-Rinder tragen eine Kopie des Haplotypen,
zwel Tieren sind homozygote Haplotypentriager, woraus sich eine Frequenz des Haplotypen von

1,86 % ergibt.
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3.1.5 Analyse des CRIPI-Gens

Mitglieder der LIM-Proteinfamilie sind durch mindestens eine LIM (Linll, Isl-1, Mec-3)-
Domaine charakterisiert. Diese Doméne ist durch ein einzigartiges zinkbindendes, cysteinreiches
Motiv (C-X3-C-X(16.23)-(H/C/D)-X,-(C/E/H)-X5- C-X5-C-X(1621)-C-X23-(C/H/D)) gekennzeichnet
(PErEZ-ALvARADO et al. 1996). Sie besitzen zinkbindende Eigenschaften und werden in verschie-
densten Proteinen exprimiert. Das cysteinreiche intestinale Protein 1 (CRIP1) gehdrt zur Familie
der Gruppe-2 LIM Proteine. Charakteristisch fiir die Struktur dieses Proteins ist das Vorhanden-
sein nur einer LIM-Domine (LanningHaM-Foster ef al. 2002). CRIP1 wird hauptsdchlich im
Darm sowie im Immunsystem exprimiert (HarLQuist et al. 1996; Cousins und LANNINGHAM-FoSTER
2000). Zusétzlich wird das Protein im geringeren Ausmal} auch in Lunge, Milz, Nebennieren und
den Hoden ausgeprigt (Hempe und Cousins 1991). Untersuchungen konnten zeigen, dass Zinkio-
nen wihrend des transmucosalen Transports von CRIP1 gebunden werden. Dadurch wurde
verdeutlicht, dass das cysteinreiche Protein in der Transporter-vermittelten Zinkresorption des
Darms eine entscheidende Rolle spielt. Dies spricht fiir eine grundsétzliche Rolle des Transpor-
ters bei der Nahrungsaufnahme oder im intestinalen Metabolismus (Hempe und Cousins 1991).

Aufgrund der hohen funktionalen Ahnlichkeit zu SLC3944 und der Lokalisation des Gens in
dem krankheitsassoziierten Bereich (70.550.045 bp — 71.573.501 bp ) wurde CRIPI im Rahmen

dieser Dissertation genauer molekulargenetisch analysiert.

Mittels einer BLAST-Suche konnte das bovine CRIPI-Gen auf Chromosom 21 (71.390.596 bp —
71.392.110 bp) lokalisiert werden. Basierend auf der GenomeThreader-Annotation wurde das
~1,5 kb groBBe Gen in sechs Exons unterteilt (Abbildung 3.8), die ein Transkript von 1360 bp

kodieren.

Exon 1 2 3 4 5 6
Exonlange (bp) 939 93 95 58 47 128
Intronlange (bp) 96 828 90 79 91

Abbildung 3.8: Graphische Darstellung der Genstruktur von CRIP1

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Regionen weif3 und intronische
Bereiche durch schwarze Balken dargestellt. Zusdtzlich ist die Exon- und Intronlinge
basierend auf UMD3. 1-Assembly-Informationen in Basenpaaren (bp) angegeben.
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Eine Besonderheit des Gens sind die beiden nicht-kodierenden Exons im 5'- bzw. im 3'-Bereich.
Die kodierende Sequenz setzt sich aus 231 bp zusammen, das entsprechende Protein besteht aus
77 Aminosduren. Der Translationsstart des Transkripts ist im zweiten Exon lokalisiert, der
Translationsstopp befindet sich im fiinften Exon des Gens. Das menschliche CRIP1-Gen besteht
ebenfalls aus sechs Exons, Exon 1 und 6 sind nicht kodierend. Die LIM-Domine des bovinen
Proteins wird von Exon 2-4 kodiert und ihre Lokalisation ist mit der humanen Anordnung
vergleichbar. Die detaillierte Intron-Exon-Organisation des bovinen Gens mit Positionsangaben

im UMD3.1-Assembly wird in Tabelle 3.4 aufgefiihrt.

Tabelle 3.4: Intron-Exon-Organisation des CRIP1-Gens in UMD3.1

3! Spleifiakzeptor

lﬁf;:’;b-p ) Poj;';l;); in Position BTA 21" ' e ) Nr. li;:?;o(’;)-p )
5' Spleifdonor ©

1 939 1-939  71.393.143 —71.392.205 cggagACCCG ... TCCAAgtcca 1 96
29 93 940 - 1032 71.392.108 —71.392.016 cccagTCCAG ... CTTTGgtgag 2 828
3 95 1033 - 1127 71.391.187 —71.391.093 tgcagCTGAG ... CCGAGgtcgg 3 90
4 58 1128 - 1185 71.391.002 — 71.390.945 tgcagCATGA ... CAAAGgtatg 4 79
59 47 1186 - 1232 71.390.865 —71.390.819 tgcagGCTTT ... CCCAGgtact 5 91
6 128 1233 - 1360 71.390.727 —71.390.600 cacagGTTTT ... GGAAGacctgc

a) Intronische Bereiche sind durch Kleinbuchstaben, exonische Bereiche durch Grofbuchstaben gekennzeichnet,
die Spleifiseiten sind fett unterlegt; basierend auf GenomeThreader Annotation

b) Position basierend auf Bos taurus UMD?3.1-Assembly

¢) Exon enthdlt Startcodon

d) Exon enthdlt Stoppcodon

Eine Vorhersage des Transkriptionsstarts wurde mit der Neural Network Promoter Prediction-
Software durchgefiihrt. Die Untersuchung der genomischen Sequenz ergab einen

wahrscheinlichen Transkriptionsstart mit einer Vorhersagegenauigkeit von 0,89 (Abbildung 3.9).

Genauigkeit
0.89 GCTTCCTGCGGAGATAAGGACCCCTCCCCCGCCGCCGCGCAGCTCCACGG

Abbildung 3.9: Vorhersage der Promotorsequenz des CRIPI-Gens

Der vorhergesagte Transkriptionsstart ist schwarz markiert. Der Genauigkeitswert gibt die
Vorhersagegenauigkeit an, mit 0 als Minimum und 1 als Maximum (Reese, 2001).
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Wie 2/3 aller Sidugetier-Gene zeichnet sich CRIPI durch das Fehlen der klassischen
TATA-/CAAT-Sequenzmotive im Promotor des Gens aus (Cousins und LanningHAM-Foster 2000;
FenoulL et al. 2012). Zur Evaluierung moglicher CpG-Inseln wurde das 5'-Ende des bovinen
CRIPI-Gens mit CpGplot untersucht. Hierbei konnten zwei CpG-Inseln identifiziert werden
(Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Vorhersage der CpG-Inseln im 5'-Bereich des CRIPI-Gens

a) zeigt die Rate der beobachteten vs. erwarteten CpG-Inseln (Schwellenwert 0,6 (Gardiner-Garden und
Frommer 1987)), b) zeigt den relative GC-Gehalt und c) die Position der entdeckten CpG-Insel innerhalb
des analysierten Bereichs

Fiir die Suche nach méglichen TFBS mit ConSite wurden die 5'-Bereiche der humanen und der
bovinen CRIPI-Sequenz aligniert und hinsichtlich ihrer Konservierung auf das Vorhandensein
von TFBS iiberpriift. Bei einem Sequenzkonservierungsgrad von > 80 % konnten keine TFBS
entdeckt werden. Dies zeigt den geringen Konservierungsgrad des 5'-Bereichs zwischen dem

bovinen und humanen CRIPI-Gen.
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Die Analyse der Konservierung der Aminosduresequenz wurde {iiber ein multiples
Sequenzalignment der bovinen mit den Proteinsequenzen von Mensch, Maus und Ratte mittels
CLUSTALW (LarkiN et al. 2007) durchgefiihrt (Abbildung 3.11). Das CRIP1-Protein zeigt einen

sehr hohen Grad der Konservierung zwischen den verglichenen Spezies.

LIM 70

M [

CRIP1_Bta s

CRIP1_Hsa M

CRIFL Mmu D
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Abbildung 3.11: Multiples Alignment der CRIPI-Proteinsequenzen verschiedener Spezies

Vergleich der CRIPI-Proteinsequenzen von Rind (Bta) mit der Proteinsequenz von Mensch (Hsa, NP_001302),
Maus (Mmu, NP_031789) und Ratte (Rno, NP_001128405). Bereiche mit einer Sequenzidentitit > 50 % sind
blau unterlegt. Die Lage derLIM-Domdne (LIM) ist, basierend auf Informationen der UniProtKB-Datenbank,

orange gekennzeichnet. Die Skala entspricht der Position der Aminosdure im Alignment. Darstellung des
Alignments ohne Kennzeichnung der Domdnen mit Jalview?2 (Warerrousk et al. 2009).

B

Die Sequenzidentitdt und -dhnlichkeit wurde unter Verwendung des Needleman-Wunsch-
Algorithmus festgestellt. Der Vergleich der CRIP1-Proteinsequenzen verschiedener Spezies
konnte zeige, dass das Protein stark konserviert ist. Zwischen dem bovinen und dem
menschlichen bzw. der murinen Sequenzen konnte eine Sequenzidentitéit von je iiber 97 % und
eine Sequenzédhnlichkeit von bis zu 100 % ermittelt werden (Tabelle 3.5). Die sehr starke
Konservierung der CRIP1-Aminosduresequenz ist ein Hinweis auf die wichtige Funktion des

Proteins und der LIM-Doméne.

Tabelle 3.5: Ubersicht der Sequenzidentitiit und -ihnlichkeit des CRIPI-Proteins

Sequenzidentitit  Sequenzihnlichkeit Alignmentliicken

Sequenz_1 Sequenz_2 (in %) (in %) (in %)
CRIPI Bta CRIPI Hsa 98,7 100,0 0,0
CRIP] Bta CRIPI Mmu 97,4 98,7 0,0
CRIP] Bta CRIPI Rno 974 98,7 0,0

Paarweiser Vergleich der Sequenzidentitit und -dhnlichkeit des CRIPI-Proteins von Rind (Bta) mit der
Proteinsequenz von Mensch (Hsa, NP_001302), Maus (Mmu, NP_031789) und Ratte (Rno, NP_001128405). Die
Berechnung erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Algorithmus (s.o.).
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3.1.5.1 Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Die Re-Sequenzierung des CRIPI-Gens erfolgte in einem Probenset bestehend aus acht erkrank-

ten Kédlbern, 16 Anlagetragern und zwdlf Kontrolltieren. Auf der Suche nach Polymorphismen

wurden insgesamt ca. 6,4 kb re-sequenziert. Diese umfassen das gesamte CRIPI Gen sowie je

ca. 2000 bp der flankierenden Regionen des 5’- bzw. 3’-Endes dieses Gens. Insgesamt konnten

20 variable Nukleotidpositionen identifiziert werden. Sieben der entdeckten Polymorphismen

waren im ersten, nicht translatierten Exon des Gens lokalisiert, eine Substitution lag in der

vorhergesagten Promotorsequenz, neun variable Positionen befanden sich in intronischen Berei-

chen des Gens. Zusétzlich wurden drei SNPs im 3'-Bereich des Gens entdeckt. Keiner der gefun-

denen Polymorphismen war mit einem autosomal-rezessiven Erbgang konsistent. Daher konnen

Mutationen innerhalb dieses Gens als Ursache fiir das BHZD-dhnliche Syndrom ausgeschlossen

werden. Eine Ubersicht der gefundenen Polymorphismen wird in Tabelle 3.6 gegeben.

Tabelle 3.6: Polymorphismen im CRIPI-Gen in der Deutschen FV-Population

SNP_Id  Position 5'- 3' — flankierende Sequenz Region Effekt AS
4203 71.392.819 ACAGACTCCC [C/T] CCACCCCCGA EXON' 1
4204 71.392.554 CCTGGTAGGT [A/G] CCCCCCGCCC EXON'1
4205 71.392.514 GGAAAGGTAC [C/G] ACACGCTCAT EXON 1
4206 71.392.424 GCGTGGGGTG [C/T] TCTCTCCCGC EXON 1
4207 71.392.416 TGCTCTCTCC [C/G] GCTCTGGGGA EXON 1
4208 71.392.402 CTGGGGAGCC [C/T] CCGCCCAGAG EXON 1
4209 71.392.316 CCTCCTGGAC [C/T] CCCTCGGACC EXON' 1
4210 71.392.125  GACGCGGACC [C/G] GGCGCGACCC PROMOTOR
4211 71.391.905  GGTGGGCCGA [G/T] GGCGCAGGGG INTRON 1
4212 71.391.707 TATCTCGCCC [A/C] TTCCCTGGCG INTRON 1
4213 71.391.628 CATCGTTAAG [A/T] AGAAACAGAC INTRON 1
4214 71.391.541 GGGGAGGTGG [A/G] GGGGCAGGAG INTRON 1
4215 71.391.412 TCCTCCAGCC [C/T] CACCCAAGCC INTRON 1
4216 71.391.394  GCCCTCGGGG [C/T] GCCCCGAGGAC INTRON 1
4217 71.391.262 GGGCCTTGGC [A/G] GAGGGGTCTG INTRON 1
4218 71.390.809  GGTACTTCCC [AA/- -] GACGCCTCAC INTRON 4
4219 71.390.793 CCTCACCCCG [A/C] CCCGCCCAGT INTRON 4
4220 71.390.176 CCCCCACCCT [A/C] CACCCAGGGG DOWNSTREAM
4221 71.389.922 TTGGCTATGG [C/G] TCTGGCAGGC  DOWNSTREAM
4222 71.389.848 GTGTGTGTGT [GT/- -] GAGAGAGAGA DOWNSTREAM

Ubersicht der durch Re-Sequenzierung identifizierten Polymorphismen des CRIPI-Gens mit 5'- und 3'-
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flankierenden Regionen in 36 FV-Rindern. Die SNP_Id entspricht der internen Identifikationsnummer, die Position
entspricht der Lokalisation des SNPs auf BTA21 im UMD3.1-Assembly. Die [ ] enthdlt die Referenzbase und den
identifizierten Polymorphismus (fett). Das Referenz-Allel entspricht der Base der bovinen Referenzsequenz. Der
Effekt entspricht der Auswirkung des Austauschs auf die Aminosduresequenz, AS ist der Aminosdureaustausch in
der Proteinsequenz mit Positionsangabe.

3.1.6 Analyse des CRIP2-Gens

Das cysteinreiche intestinale Protein 2 (CRIP2) ist, wie CRIP1, ein Mitglied der zweiten Klasse
der LIM-Proteinfamilie, welche zwischen einer und drei LIM-Doménen aber normalerweise
keine DNA-bindenden Homodoménen enthilt (Cueung et al. 2011). Durch die Abwesenheit
dieser Doménen ist CRIP2 nicht in der Lage direkt an spezifische Promotoren zu binden, kann
aber durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren inhibierend auf die Transkription
einwirken (CHEUNG ef al. 2011). CRIP2 wird in vielen unterschiedlichen Geweben, wie beispiels-
weise Herz, Skelettmuskulatur, Milz und Darm, exprimiert (Karv ef al. 1996).

Aufgrund seiner Ahnlichkeit zu CRIPI und der Expression im Darmgewebe ist es wahrschein-
lich, dass CRIP2 neben seinen transkriptionellen Eigenschaften auch bei der intestinalen Zinkre-
sorption eine Rolle spielt. Weiterhin ist das Gen in der identifizierten krankheitsassoziierten
Region (70.550.045 bp — 71.573.501 bp ) lokalisiert. Daher wurde CRIPZ2 als Kandidatengen fiir
das BHZD-ahnliche Syndrom in Betracht gezogen und im Rahmen dieser Dissertation intensiv

molekulargenetisch untersucht.

Mittels einer BLAST-Suche konnte das bovine CR/P2-Gen auf Chromosom 21 (71.365.858 bp —
71.382.666 bp) lokalisiert werden. Das distale Ende des bovinen Chromosoms 21 enthélt eine
hohe Anzahl genomischer Bereiche ohne Sequenzinformation, die auch in einem GroBteil des
CRIP2-Gens lokalisiert sind. Daher wurde zur vorldufigen Analyse die mRNA-Sequenz des
Gens von NCBI verwendet (NM_001079649). Basierend auf dieser Sequenz konnten acht Exons
identifiziert werden. Aufgrund der fehlenden genomischen Sequenzinformationen konnte nur die
genaue chromosomale Position des siebten und achten Exons bestimmt werden. Weiterhin
konnte das erste Exon in reverser komplementérer Anordnung identifiziert werden. Die genomi-
sche Lokalisation von Exon 2-6 konnte erst nach intensiver Re-Sequenzierung (sieche Kapitel
3.1.6.1) bestimmt werden. Abbildung 3.12 zeigt die Struktur des Gens sowie die Exon- und
Intronlédnge basierend auf den Informationen der GenomeThreader-Annotation nach der Re-Se-

quenzierung des genomischen Bereichs. Das re-sequenzierte Transkript hat eine Lénge von 1102
bp.
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Exon 1 2 3 4 5 6 7 8

Exonlénge (bp) 106 95 58 69 58 536
142 95

Intronlange (bp) 2864 77 264 71 73

Abbildung 3.12: Darstellung der Genstruktur von CRIP2

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Regionen weif3 und intronische Bereiche durch
schwarze Balken dargestellt. Zusdtzlich ist die Exon- und Intronldnge basierend auf der GenomeThreader-
Information nach der Re-Sequenzierung in Basenpaaren (bp) angegeben.

Das Protein besteht aus 208 Aminosduren. Sowohl im bovinen als auch im humanen Transkript
befindet sich der Translationsstart im ersten und der Translationsstopp im letzten Exon. Das
humane Gen besitzt acht Transkriptvarianten, von denen aber nur drei proteinkodierend sind. Die
Intron-Exon-Organisation des bovinen Transkripts ist mit der humanen Variante 1 vergleichbar.
Die erste LIM-Domaine des bovinen Proteins wird in Exon 1-3 kodiert, die zweite LIM-Doméne
wird in Exon 5-7 kodiert. Die detaillierte Intron-Exon-Organisation des Gens mit Positionsanga-

ben im UMD?3.1-Assembly wird in Tabelle 3.7 aufgefiihrt.

Tabelle 3.7: Intron-Exon-Organisation des CRIP2-Gens

3" Spleifiakzeptor

Mf;e”’(’l;p ) Posiion i position BTA 21" e laﬁ'; )
5' Spleifdonor ©

19¢ 106 1-106 71.380.210—71.380.105 cggagGCAGC ... CTTCGgtgag 1 2864

2 95 107 - 201 N's? cccagCTGAG ... CCGAGgtaag 2 77

3 58 209 - 259 N's? cctagCATGA ... CAAAGgtgag 3 264

4 142 260 - 400 N's? cccagGGGTG ... CAAAGgtggg 4 71

5 69 401 - 469 N's? cccagCCTCC ... CTTCGgtgag 5 75

6 95 468 - 564 N's? cccagCCGAG ... CGGAGgtgag 6 495

7 58 563 - 622 71.382.000 —71.382.059 cttagCACGA ... CAAGGgtgag 7 73

8 536 621 -1158 71.382.131 —71.382.668 tgcagGAGTG ...CAAGGgcgca

a) Intronische Bereiche sind durch Kleinbuchstaben, exonische Bereiche durch Grofbuchstaben gekennzeichnet,
die Spleifiseiten sind fett unterlegt; basierend auf GenomeThreader Annotation
b) Position basierend auf Bos taurus UMD?3.1-Assembly,
¢) Exon enthdlt Startcodon, d) Exon enthdlt Stoppcodon
e) Exon in reverse komplementirer Orientierung angeordnet, aufgrund fehlender Sequenzinformationen der

Referenzsequenz,

/) die Referenzsequenz enthdlt Bereiche mit unbekannter Sequenzinformationen (N's), daher ist die Bestimmung
der Position des Exons nicht moglich
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Die Vorhersage des Transkriptionsstarts wurde mit der Neural Network Promoter Prediction-
Software durchgefiihrt. Die Untersuchung der genomischen Sequenz ergab drei wahrscheinliche
Transkriptionsstarts, alle mit einem Genauigkeitswert von mindesten 0,8. Der wahrscheinlichste
Promotor lag 136 bp vor dem Translationsstart (Abbildung 3.13). Es konnte keine TATA-Box
identifiziert werden, jedoch eine CAAT-Box. Basierend auf der Lokalisation der CAAT-Box und

einem Genauigkeitswert von 0,9 wurde der dritte Promotor als am wahrscheinlichsten erachtet.

Genauigkeit
0,80 CGGGCGGCCAGACCCCGGGGGCGGGCTCCCGACGCCCCGCCCCGGCCGECA
087  ATGGGCGAGCGGACAGCCGGGCGGGCGGGGCGGGCGCGGCRGGECGCGGCE
090  CCGGCCGCAGGCCAATIRGGCGAGCGGACAGCCGGGCGGGCGGGGCGGGCG
CGGCGGGCGCGGCGGAGGCAGCGGCTGCG

Abbildung 3.13: Vorhersage der Promotorsequenz des CRIP2-Gens

Der vorhergesagte Transkriptionsstart ist schwarz markiert, promotorspezifische Elemente sind
umrandet. Der Genauigkeitswert gibt die Vorhersagegenauigkeit an, mit 0 als Minimum und 1 als
Maximum (Reese, 2001).

Zur Evaluierung moglicher CpG-Inseln wurde das 5'-Ende des Gens mit CpGplot genauer unter-
sucht. Hierbei konnte eine 588 bp lange CpG-Insel lokalisiert werden (Abbildung 3.14). Es ist
davon auszugehen, dass diese GC-reiche Region zusammen mit der identifizierten CAAT-Box

als Transkriptionsinitiationsmotiv fungiert.
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Abbildung 3.14: Vorhersage der CpG-Insel im 5'-Bereich des CRIP2-Gens

a) zeigt die Rate der beobachteten vs. erwarteten CpG-Inseln (Schwellenwert 0,6 (Gardiner-Garden und
Frommer 1987)), b) zeigt den relative GC-Gehalt und c) die Position der entdeckten CpG-Insel innerhalb
des analysierten Bereichs

Fiir die Suche nach moglichen Transkriptionsfaktorbindestellen mit ConSite wurden die 5'-Berei-
che der bovinen und menschlichen CRI/P2-Sequenzen aligniert und hinsichtlich ihrer Konservie-
rung auf das Vorhandensein von TFBS {iberpriift. Bei einem Konservierungsgrad von > 80 %
konnten zwei Sox!7-Bindestellen detektiert werden (Abbildung 3.15). Innerhalb der beiden
Sox17- Bindestellen konnten keine Polymorphismen identifiziert werden (siehe Kapitel 3.1.6.1).
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Abbildung 3.15: Vorhersage der Transkriptionsfaktorbindestellen in der 5'-Region des CRIP2-
Gens

Visualisierung des Konservierungprofils der alignierten bovinen und humanen 5'-Region des CRIP2-Gens.
Die rote Linie zeigt die Konservierung der beiden Sequenzbereiche (Schwellenwert > 80%). Die Lage der
TFBS in konservierten Regionen der bovinen Sequenz (griin) wird angezeigt.

Die Analyse der Konservierung der Aminosduresequenz wurde iiber ein multiples Sequenzali-
gnment der bovinen mit den Proteinsequenzen von Mensch, Maus und Ratte unter Verwendung
von CLUSTALW (LarkiN et al. 2007) durchgefiihrt (Abbildung 3.16). Das CRIP2-Protein besitzt

zweli funktionale LIM-Doménen, die in allen untersuchten Spezies stark konserviert sind.

LIM1
CRIPZ_Bra
CRIP2_Hsa

%
i 5
' 5
CRIPZ_Mmu N
CRIPZ_Rno N

LIHZ
CRIPZ_Bra

CRIFZ_Bta A

CRIPZ_Hsa A c.

CRIPZ_Mmu T 5

CRIP2_Rno T 5
i Al

CRIPZ_Hsa

CRIPZ_Mmu

CRIPZ_Rno

Abbildung 3.16: Multiples Alignment der CRIP2-Proteinsequenzen verschiedener Spezies

Vergleich der CRIP2-Proteinsequenzen von Rind (Bta) mit der Proteinsequenz von Mensch (Hsa, NP_001303),
Maus (Mmu, NP_077185) und Ratte (Rno, NP_071946). Bereiche mit einer Sequenzidentitit > 50 % sind blau
unterlegt. Die Lage derLIM-Domdnen (LIM 1-2) ist, basierend auf Informationen der UniProtKB-Datenbank,
orange gekennzeichnet. Die Skala entspricht der Position der Aminosdure im Alignment. Darstellung des
Alignments ohne Kennzeichnung der Domdinen mit Jalview2 (Warertouse et al. 2009).
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Die Berechnung der Sequenzidentitdt und -&hnlichkeit erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Al-
gorithmus. Die Untersuchung ergab zwischen dem humanen und dem bovinen Protein eine
Sequenzidentitit von 93,8 % sowie eine Ahnlichkeit von 96,6 %. Die Ubereinstimmung
zwischen der bovinen und den murinen Aminosduresequenzen lag bei 94,2 % bzw. 95,7 %
Sequenzdhnlichkeit (Tabelle 3.8). Insgesamt konnte festgestellt werden, dass sowohl die funktio-
nalen Doménen als auch die restlichen Bereiche des CRIP2-Proteins stark konserviert sind. Dies

ist ein Hinweis auf die Funktionalitit des Proteins.

Tabelle 3.8: Ubersicht der Sequenzidentitiit und -ihnlichkeit des CRIP2-Proteins

Sequenz,_ I Sequenz. 2 Sequenczidentitit  Sequenzihnlichkeit Alignmentliicken

(in %) (in %) (in %)
CRIP2 Bta CRIPI Hsa 93,8 96,6 0,0
CRIP2 Bta CRIP! Mmu 94,2 95,7 0,0
CRIP2 Bta CRIPI_Rno 94,2 95,7 0,0

Paarweiser Vergleich der Sequenzidentitit und -dhnlichkeit des CRIP2-Proteins von Rind (Bta) mit der
Proteinsequenz von Mensch (Hsa, NP_001303), Maus (Mmu, NP_077185) und Ratte (Rno, NP_071946). Die
Berechnung erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Algorithmus (s.o0.).
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3.1.6.1 Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Die Re-Sequenzierung des CRIP2-Gens erfolgte in einem Probenset bestehend aus acht erkrank-
ten Kélbern, 16 Anlagetrdgern und zwdlf Kontrolltieren. Durch die Annotation des Gens konnte
die chromosomale Position des siebten und achten Exons bestimmt werden. Zusétzlich konnte
das erste Exon des Gens in reverser komplementirer Orientierung auf dem Chromosom lokali-
siert werden. Die genaue Betrachtung dieser genomischen Region konnte zeigen, dass es sich
hierbei um einen Assembly-Fehler dieses Bereichs handelte. Durch die Komplementierung des
Abschnitts konnte die richtige genomische Orientierung des ersten Exons sowie eines Teils des
ersten Introns wieder hergestellt werden. Fiir einen Grofiteil des 5'-flankierenden Bereichs sowie
fiir den Bereich zwischen dem ersten Intron und dem siebten Exon standen keine Sequenzinfor-
mationen zur Verfiigung. Zur Re-Sequenzierung fehlender Bereiche wurden Primerpaare fiir
benachbarte Exons basierend auf der mRNA-Sequenz (NBCI, NM_001079649) designt, so dass
die Basenabfolge der fehlenden genomischen Bereiche ermittelt werden konnte. Die vollstindige
genomische Sequenz wurden zum Update des existierenden Eintrags der genomischen CRIP2-

Sequenz an NCBI iibermittelt (AC_000178).

Insgesamt konnten ~8 kb sequenziert werden. Diese umfassten das gesamte CRIP2-Gen sowie je
ca. 1500 bp der flankierenden Regionen der 5°- bzw. 3’-Enden. Es konnten 30 variable Nukleo-
tidpositionen identifiziert werden (Tabelle 3.9). Acht Polymorphismen waren im 5'-Bereich, drei
im 3'-Bereich des Gens lokalisiert und 18 variable Positionen befanden sich in intronischen
Bereichen des Gens. Weiterhin konnte eine C—G-Substitution (p.101R) im vierten Exon identi-

fiziert werden. Keine der entdeckten Varianten lag nur in den erkrankten Tieren homozygot vor.
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Tabelle 3.9: Polymorphismen im CRIP2-Gen in 36 FV-Tieren

SNP _Id Position 5'- 3'— flankierende Sequenz Region Effekt AS
4223 71.375.537 GCCCAGGGCC [A/T] CTGCCAGGGC UPSTREAM
4224 71.375.757 AAGTGGGGGC [C/T] CATGAATTAT UPSTREAM
4225 71.375.849 AGGGGGCCCG [A/C] GGAGGCCTCC UPSTREAM
4226 71.376.630 GCCCTGGGCC [C/T] GATGCTACTG UPSTREAM
4227 71.376.749 CCCTAGGGGC [A/C] CCACGCCTTC UPSTREAM
4228 71.376.682 TGGGGAGGGC [A/G] CCTTCAGAGC UPSTREAM
4229 71.377.057  AAGGGAAGAG [A/G] GCGGCGGCAC UPSTREAM
4230 - GGCGGGCTCC [C/T] GACGCCCCGC UPSTREAM
4231 71.379.940 GCGGCGACGA [A/G] CTGGGGGCGG INTRON 1
4232 71.379.396 CGGGAGGAGA [G/T]AGTGGGGAGG INTRON 1
4233 71.379.296 TGGTGTCTGG [C/T] TCACTCCCCC INTRON 1
4234 71.378.965 AGGCCGCGGA [A/G] CTTCCGGCTG INTRON 1
4235 71.378.881 AGGGTAGGGG [A/C] CAGCCCCAGG INTRON 1
4236 71.378.687 GAAGGGGCGG [A/G] GCCAGGAGG INTRON 1
4237 71.378.576 GTCCCCGACA [A/G] TGGCAGCTGG INTRON 1
4238 71.377.960 CTGGGAAGGA [G/T] TCCCCGCTCC INTRON 1
4239 71.377.701 ACCCTTAGCA [G/-] CTGGTCTCAG INTRON 1
4240 71.377.545 GGCCGTGTGA [A/G] GGGCAGGTGT INTRON 1
4241 - GGGAGGGGCA [A/G] GTTTGAGCTG INTRON 1
4242 - TAGTGGGGGC [A/G] GCCACATGGC INTRON 1
4243 - ATGCCGAGGT [A/G] AGCGCCTCCC INTRON 2
4244 - GCGGTCCTGG [C/-] CCCCCATGGC INTRON 3
4245 - CCAGTGCCT [GC/AA] CCCCACCCA INTRON 3
4246 - CTGAGGAGCG [C/G] AAAGCCAGCG EXON 4 SYNONYM R101
4247 - TGGCTCGGGG [G/-] TGGGGTCGGC INTRON 4
4248 - TGTCCCCTCC [C/G] CAGCCGAGAA INTRON 4
4249 71.382.125 AGCGGTCTCT [C/T] TCTGCAGGAG INTRON 7
4250 71.382.454 CCACATGCCC [C/-] TGGTGTCTCT 3'-UTR
4251 71.382.583 CCCGCCTGCC [G/T] CGCCAGCGCC 3'-UTR
4252 71.382.978 GCTGAGGGCA [C/T] CCGGTGGAGG DOWNSTREAM

Ubersicht der durch Re-Sequenzierung identifizierten Polymorphismen des CRIP2-Gens mit 5'- und 3'-flankierenden
Regionen in 36 FV-Rindern. Die SNP_Id entspricht der internen Identifikationsnummer, die Position entspricht der
Lokalisation des SNPs auf BTA21 im UMD3.1-Assembly, (-) Position aufgrund fehlender Sequenzinformation nicht
determinierbar. Die [ ] enthdlt das Referenz-Allel und den identifizierten Polymorphismus (fett). Das Referenz-Allel
entspricht der bovinen Referenzsequenz. Der Effekt entspricht der Auswirkung des Austauschs auf die
Aminosduresequenz, AS ist der Aminosdureaustausch in der Proteinsequenz mit Positionsangabe.

50



3 Ergebnisse

3.1.7 Genomweite Re-Sequenzierung eines betroffenen Tieres

Da die Analyse der beiden Kandidatengene CRIPI und CRIP2 des homozygoten Bereichs nicht
zur Aufdeckung der verursachenden Variante gefiihrt hat, wurde ein betroffenes Tier (G4)
genomweit re-sequenziert.

Durch die genomweite Re-Sequenzierung dieses Tieres sowie 42 nicht-betroffener Tiere, darun-
ter auch ein gesundes Tier, das den prédisponierenden Haplotypen homozygot trigt (Lab_Id =
58952), konnten insgesamt 9161 polymorphe Positionen (SNPs, Insertionen und Deletionen) in
den beiden homozygoten, krankheits-assoziierten Regionen auf BTA21 identifiziert werden.
1501 Polymorphismen waren in der ersten homozygoten Region (69.767.699 bp — 70.064.497
bp) lokalisiert, 7660 polymorphe Positionen lagen in dem 1023 kb langen Bereich am distalen
Ende des Chromosoms (70.550.045 bp — 71.573.501 bp). Drei SNPs und ein InDel
(Insertion/Deletion) in dieser Region stimmten mit dem Vererbungsmuster einer autosomal-re-
zessiven Erkrankung iiberein, d.h. die Substitutionen lagen im erkrankten Kalb homozygot (aa),
heterozygot (Aa) oder alternativ homozygot (AA) in dem gesunden Tréger des priddisponieren-
den Haplotyps und alternativ homozygot (AA) in allen anderen Tieren vor (Tabelle 3.10). Keiner
der offensichtlichen Kandidatenpolymorphismen war in den bereits untersuchten Genen CRIPI
und CRIP?2 lokalisiert, was die Resultate der im Vorfeld durchgefiihrten Re-Sequenzierung besta-
tigt. Es konnte kein regulatorischer bzw. funktionaler Effekt fiir die intergenische Insertion/Dele-
tion (BTA21:70.679.787 bp) bzw. fiir die intronische Variante in PACS2 (BTA21:71.315.111 bp)
identifiziert werden. Eine Uberpriifung der INF2-Subsitution (BTA21:70.842.696 bp) konnte
zeigen, dass es sich bei dem identifizierten Aminosdureaustausch (p.H1231Y) um einen Annota-
tionsfehler handelt und sich der Polymorphismus nicht innerhalb der kodierenden Region des
Gens befindet. Da die identifizierte Variante (BTA21:71.001.232 bp) in der Phospholipase D4
(PLD4) zum Einbau eines verfrithten Stoppcodons fiihrt, wurde im Folgenden die Phospholipase

D4 intensiver untersucht.
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Tabelle 3.10: Genotyp-Verteilung der vier identifizierten Varianten in der krankheitsassoziierten
Region auf BTA21

Position Variante Gen Region Effekt Genotypen
G4 58592 41 Tiere
70.679.787 INDEL INTERGENISCH - - -/- G/- GG
70.842.696 SNP INF2 3'-BEREICH - TT CcC CcC
71.001.232 SNP PLD4 EXON 6 W215X AA GG GG
71.315.111 SNP LOC100299595 INTRON 30 - TT CC CC
(=PACS2)

Die genomweite Re-Sequenzierung von 43 Tieren konnte 7660 polymorphe Positionen identifizieren. Drei SNPs und
ein InDel stimmen mit dem vermuteten Vererbungsmuster tiberein. Die angegebenen Positionen basieren auf dem
Bos taurus UMD3.1-Assembly. Die Region entspricht der Lokalisation der Variante in der genomischen Sequenz
der Gene, der Effekt entspricht der Auswirkung des Austauschs auf die Aminosduresequenz. G4 ist das betroffene
Kalb, 58592 ist der homozygote gesunde Triger des pridisponierenden Haplotypen, die 41 Tiere entsprechen den
restlichen genomweit re-sequenzierten FV-Bullen.

3.1.7.1 Analyse des PLD4-Gens

Bei Mitgliedern der Phospholipase D-Superfamilie handelt es sich um Signalenzyme, die haupt-
sichlich die Umwandlung von Phosphatidylcholin in Cholin und den sekundédren Botenstoft
Phosphatidsdure katalysieren (Su und Frouman 2010). Sie werden in Zusammenhang mit wichti-
gen Zellsignalwegen gebracht, welche Einfluss auf Zellwachstum, -entwicklung und -tod haben.
Bisher zdhlen sechs verschiedene Enzyme zur Familie der Phospholipasen D, darunter zwei klas-
sische und vier nicht-klassische Varianten (YosHikawa et al. 2010). Klassische Phospholipase D-
Formen zeichnen sich durch den Besitz einer Phox-Homologie-Doméne (PX) und Pleckstrin-Ho-
mologie-Doméne (PH) im N-terminalen Bereich und zwei konservierten HKD-Motiven
(HxK(x)sD(x)¢G(G/S)xN) im C-terminalen Bereich aus (Yoshikawa et al. 2010). Die PX- und
PH-Dominen sind an der Bindung verschiedener Phospholipide sowie an der Membranassozia-
tion der Phospholipasen beteiligt (Brown et al. 2007). Phospholipase D4 (PLD4) ist ein Mitglied
der nicht-klassischen Phospholipasen das bisher noch wenig erforscht wurde. Das Protein ist in
der Zelle am Endoplasmatischen Retikulum (ER) sowie am Golgi-Apparat lokalisiert und wird
im Gehirn sowie verstirkt in mesenchymalen Geweben wie Leber, Thymus und Milz exprimiert
(Yosnikawa et al. 2010). Obwohl PLD4 die katalytisch wichtigen HKD-Motive enthilt, ist bisher

noch unklar, ob das Enzym eine klassische Phospholipaseaktivitit besitzt.
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Mittels einer BLAST-Suche konnte das bovine PLD4-Gen auf Chromosom 21 (70.995.733 bp —
71.004.742 bp) lokalisiert werden. Basierend auf der GenomeThreader-Annotation konnten elf
Exons identifiziert werden, die ein Transkript aus 1735 bp kodieren (Abbildung 3.17).

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11
ﬂ 1 i
U
Exonlange (bp) 50 193 200 184 128 201 140 97 470
121 166
Intronlénge (bp) 1445 2190 619 183 824 110 312
202 639 74

Abbildung 3.17: Graphische Darstellung der Genstruktur von PLD4

Kodierende Sequenzbereiche werden durch blaue Rechtecke, untranslatierte Bereiche durch weifse
Rechtecke und intronische Regionen durch schwarze Balken dargestellt. Zusdtzlich ist die Exon- und
Intronldnge basierend auf UMD3. 1-Assembly-Informationen in Basenpaaren (bp) angegeben.

Das entsprechende Protein hat eine Translationsldnge von 491 Aminosduren. Sowohl im bovinen
als auch im humanen Transkript befindet sich der Translationsstart im zweiten Exon und der
Translationsstopp im letzten Exon des Gens. Die Anordnung der beiden HKD-Motive im Protein
des Rindes ist mit der menschlichen Organisation der Proteindoménen vergleichbar. Das erste
HKD-Motiv wird im sechsten Exon, das zweite HKD-Motiv in Exon 10 und Exon 11 kodiert.
Die detaillierte Intron-Exon-Organisation des Gens mit Positionsangaben im UMD3.1-Assembly

wird in Tabelle 3.11 aufgefiihrt.
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Tabelle 3.11: Intron-Exon-Organisation des PLD4-Gens in UMD3.1

3" Spleifiakzeptor

ldf;:’;l;p ) Posion ™ position BTA 29" o mﬁ'; o
5' Spleifidonor

1 50 1-50 70.995.733 —70.995.782 tccagTCAGC ... GCAGAgtaag 1 1445
29 193 51-243  70.997.228 —70.997.420 tctagCTGGC ... TGGAGgtaag 2 2190
3 200 244 -443  70.999.611 —70.999.810 tgcagGTGCG ... TGCCGgtgag 3 619
4 184 444 - 627 71.000.429 —71.000.613 tgcagGCTCG ... AGCCGgtgtg 4 183
5 121 628 - 748  71.000.797 — 71.000.917 aaaagGGCGA ... CCGAGgtggg 5 202
6 128 749 -876  71.001.120—-71.001.247 gtcagGTGCC ... CACAGgtgag 6 824
7 201 877-1077 71.002.072 —71.002.272 cacagGTGAA ... TCTCGgtaag 7 639
8 140 1078 - 1217 71.002.912 —71.003.051 cacagGCGTC ... GCCAGgtggg 8 110
99 166 1218 - 1383 N's - 71.003.789 cccagCTACT ... ACGTGgtaag 9 74
10 97 1384 - 1480 71.003.864 —71.003.960 ccaagAAAGT ... CATAGgtgag 10 312
119 470 1481 - 1950 71.004.273 —71.004.742 cgcagGCACG ...AAACGegtgt 11

a) Intronische Bereiche sind durch Kleinbuchstaben, exonische Bereiche durch Grofbuchstaben gekennzeichnet,
die Spleifiseiten sind fett unterlegt; basierend auf GenomeThreader Annotation

b) Position basierend auf Bos taurus UMD3.1-Assembly, c) Exon enthdlt Startcodon, d) Exon enthdlt Stoppcodon
e) UMD3.1-Assembly ohne Sequenzinformation, Exonstruktur konnte durch Re-Sequenzierung determiniert
werden

f) die Referenzsequenz enthdlt Bereiche mit unbekannter Sequenzinformationen (N's), daher ist die Bestimmung
der Position des Exons nicht moglich

Die Vorhersage des Transkriptionsstarts mit der Neural Network Promoter Prediction-Software
ergab drei wahrscheinliche Transkriptionsstarts mit einem Genauigkeitswert > 0,80. (Abbildung
3.18). Aufgrund der Konservierung der TATA-Box wurde der dritte Transkriptionsstart, 427 bp
vor dem 5'-Ende des ersten Exons und ~2000 bp vor der ersten Base des Startcodons lokalisiert,

als am wahrscheinlichsten angenommen.

Genauigkeit
0.98 AACACAATATTATATAAGTTGTGGGCTTCCCTGATGGCTCAGCTAGTAAA
0.93 CACTTCATTATATAAGTTGCAGGTGAACAATAGAGTGATTCACAACATTT
0.95 TTGTTTITATAAAMATTTGGCCATAGTCCCTGTGTTGTATAATTCCTCTT

Abbildung 3.18: Vorhersage der Promotorsequenz des PLD4-Gens

Der vorhergesagte Transkriptionsstart ist schwarz markiert, promotorspezifische Elemente sind grau
umrandet. Der Genauigkeitswert gibt die Vorhersagegenauigkeit an, mit 0 als Minimum und 1 als Maximum
(Reese, 2001).
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Zur Evaluierung moglichen CpG-Inseln wurde das 5'-Ende des bovinen PLD4-Gens untersucht.

Die Suche nach mdglichen CpG-Inseln erbrachte keine Resultate.

Fiir die Suche nach moglichen Transkriptionsfaktorbindestellen mit ConSite wurden aufgrund
des vorgelagerten Exons und der GroBe des ersten Introns ~3000 bp upstream des
Translationsstarts der bovinen und menschlichen PLD4-Sequenz aligniert und hinsichtlich ihrer
Konservierung auf das Vorhandensein von TFBS iiberpriift. Bei einem Konservierungsgrad von
> 80 % konnten eine TFBS fiir Spz/ identifiziert werden (Abbildung 3.19). Es konnte kein
Polymorphismus innerhalb dieses Bereichs festgestellt werden (siehe Kapitel 3.1.7.2).
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Abbildung 3.19: Vorhersage der Transkriptionsfaktorbindestellen in der 5'-Region des PLD4-
Gens
Visualisierung des Konservierungprofils der alignierten bovinen und humanen 5'-Region des CRIP2-Gens.

Die rote Linie zeigt die Konservierung der beiden Sequenzbereiche (Schwellenwert > 80%). Die Lage der
TFBS in konservierten Regionen der bovinen Sequenz (griin) wird angezeigt.
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Die Konservierung der Aminosduresequenz wurde liber ein multiples Sequenzalignment der
bovinen mit den Proteinsequenzen von Mensch, Maus und Ratte unter Verwendung von
CLUSTALW (LarxiN et al. 2007) durchgefiihrt (Abbildung 3.20). Hierbei ldsst sich eine beson-

ders starke Konservierung im Bereich der funktionalen Doménen des Proteins zeigen.

10 20
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Abbildung 3.20: Multiples Alignment der PLD4-Proteinsequenzen verschiedener Spezies

Vergleich der PLD4-Proteinsequenzen von Rind (Bta) mit der Proteinsequenz von Mensch (Hsa,
NP 620145), Maus (Mmu, NP _035372) und Ratte (Rno, NP_001076446). Bereiche mit einer
Sequenzidentitdt > 50 % sind blau unterlegt. Die Lage der HKD-Motive (HKD 1-2) ist, basierend auf
Informationen der UniProtKB-Datenbank, orange gekennzeichnet. Die Skala entspricht der Position der
Aminosdure im Alignment. Darstellung des Alignments ohne Kennzeichnung der Domdnen mit Jalview?2
(Warertouse et al. 2009).

Die Berechnung der Sequenzidentitdt und -dhnlichkeit erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Al-
gorithmus. Die Analyse der Proteinsequenz ergab zwischen dem humanen und dem bovinen
Protein eine Sequenzidentitiit von 69,9 % sowie eine Ahnlichkeit von 77,1 %. Die Ubereinstim-
mung zwischen der bovinen und den murinen Aminosduresequenzen lag bei 71,5 % bzw. 68 %

Sequenzéhnlichkeit (Tabelle 3.12).
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Tabelle 3.12: Ubersicht der Sequenzidentitiit und -ihnlichkeit des PLD4-Proteins

Sequenczidentitit  Sequenzihnlichkeit Alignmentliicken

Sequenz_1 Sequenz 2 (in %) (in %) (in %)
PLD4 Bta PLD4 Hsa 75,1 81,8 5,5
PLD4 Bta PLD4 Ssc 77,3 82,9 6,5
PLD4 Bta PLD4_Mmu 67,6 76,2 7,9
PLD4 Bta PLD4_Rno 65,0 72,7 12,7

Paarweiser Vergleich der Sequenzidentitit und -dhnlichkeit des PLD4-Proteins von Rind (Bta) mit der
Proteinsequenz von Mensch (Hsa, NP_620145), Maus (Mmu, NP_035372) und Ratte (Rno, NP_001076446). Die
Berechnung erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Algorithmus (s.0.).
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3.1.7.2 Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Bei der genomweiten Re-Sequenzierung konnten insgesamt 52 Polymorphismen in der genomi-
schen Region des PLD4-Gens identifiziert werden (Tabelle 9.5). 14 variable Positionen waren im
5'-Bereich, drei im 3'-Bereich des Gens lokalisiert und 26 SNPs wurden in den intronischen
Regionen gefunden. Weiterhin wurden neun Mutationen im kodierenden Sequenzbereich des
PLD4-Gens identifiziert. Fiinf der exonischen SNPs (p.L79, p.L106, p.D108, p.D127, p.P272)
fiihrten zu keinem Aminosédureaustausch in der Proteinsequenz. Des Weiteren konnte eine A—G-
Mutation im vierten Exon entdeckt werden, die zu einem nicht-synonymen Aminosdureaustausch
(p.D86G) fiihrt. Im zehnten Exon konnte ein C—T-Polymorphismus gefunden werden, der zum
konservativen Austausch eines Alanins mit Valin (p.A401V) fiihrt. Im letzten Exon wird durch
eine G—A-Substitution ein Alanin gegen ein Threonin ausgetauscht (p.A455T). Das genomweit
re-sequenzierte betroffene Kalb (G4) trégt keinen der oben genannten Polymorphismen, so dass
eine mogliche Kausalitdt der Mutationen flir das beschriebene Krankheitsbild ausgeschlossen
werden kann. Durch den systematischen Vergleich der Sequenzen konnte im sechsten Exon des
PLD4-Gens eine G—A-Substitution identifiziert werden, die zum Einbau eines verfrithten
Stoppcodons (p.W215X) fiihrt (siehe Tabelle 3.10). Aufgrund moglicher Sequenzierfehler der
genomweiten Re-Sequenzierung wurde die identifizierte Mutation mittels Re-Sequenzierung
(nach Sanger) tiberpriift. Die Re-Sequenzierung konnte bestétigen, dass das erkrankte Kalb (G4)
diesen Polymorphismus homozygot triagt (Abbildung 3.21 A). Zudem konnte diese Variante bei
keinem anderen analysierten Tier homozygot nachgewiesen werden. Der gesunde, homozygote
Trager des priddisponierenden Haplotypen trigt die Stoppmutation nicht (Abbildung 3.21 B).
Dies unterstiitzt die Hypothese, dass zwei identische Haplotypen in der Population vorkommen,
die sich nur an der kausalen Variante unterscheiden. Der verfriihte Einbau des Stoppcodons fiihrt
zur Entstehung eines fehlerhaften Proteins, da das erste katalytisch-aktive HKD-Motiv nur
unvollstindig und das zweite HKD-Motiv gar nicht translatiert wird. Man kann daher davon
ausgehen, dass das entstehende Protein in seiner Funktion stark eingeschrankt bis nicht funkti-
onsfahig ist oder aber schon die fehlerhafte mRNA aufgrund des Nonsense-vermittelten-mRNA-

Abbaus vor der Translation abgebaut wird.
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Abbildung 3.21: Re-Sequenzierung der PLD4-Stoppmutation in zwei homozygoten Triigern
des krankheitsassoziierten Haplotyps

Die Visualisierung der Daten der genomweiten Re-Sequenzierung erfolgte mittels IGV (integrative
genomics viewer, http://www.broadinstitute.org/igv/) (ROBINSON et al. 2011, THORVALDSDOTTIR et al.
2013). Die Chromatogramme der Re-Sequenzierung nach Sanger wurden mit 4peaks dargestellt.

Die Analyse der genomweiten Re-Sequenzierung konnte eine Stoppmutation in PLD4 aufzeigen. Mittels
Re-Sequenzierung (nach Sanger) konnte a) die homozygot vorliegende Stoppmutation (AA) im sechsten
Exon des PLD4-Gens in dem betroffenen Kalb (G4) und b) die alternativ homozygot vorliegende
Stoppmutation (GG) in einem nicht-betroffenen Tier (58592), das den pridisponierenden Haplotypen
homozygot trigt, bestdtigt werden.
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3 Ergebnisse

Zur Uberpriifung dieser Variante und dem Auffinden anderer Polymorphismen innerhalb des
Gens wurde das komplette PLD4-Gen in einem Probenset bestehend aus acht erkrankten
Kilbern, 16 Anlagetrdgern und zwolf Kontrolltieren re-sequenziert. 19 der liber NGS identifi-
zierten SNPs konnten bei der Re-Sequenzierung in den 36 FV-Rindern ebenfalls entdeckt werden
(Tabelle 3.13). Die durch NGS identifizierte Stoppmutation (p.W125X) lag nur in den acht
betroffenen Kédlbern homozygot vor, was die Ergebnisse der genomweiten Re-Sequenzierung
bestitigt. Keine der zusétzlich entdeckten Varianten lag nur in den acht betroffenen Tieren homo-
zygot vor. Weiterhin konnte die Re-Sequenzierung der Variante in dem gesunden, homozygoten
Trager des pradisponierenden Haplotypen (Lab 1d:58592) das Ergebnis der genomweiten Re-Se-
quenzierung verifizieren (Abbildung 3.21 B). Bei der Re-Sequenzierung der genomischen
Region des PLD4-Gens in dem aus 36 FV-Rindern bestehenden Probenset wurden Bereiche der
intronischen Regionen aufgrund ihrer Linge nicht beriicksichtigt, wodurch sich die Diskrepanz
der Anzahl der gefundenen SNPs zwischen NGS und Re-Sequenzierung der 36 FV-Rinder erkla-
ren ldsst. Zudem handelt es sich bei den untersuchten 36 FV-Tieren um eine selektierte Stich-
probe, d.h. Allele, die innerhalb der FV-Population nur selten auftreten, konnen in diesem

Probenset aufgrund der Tierauswahl unterreprésentiert sein.
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Tabelle 3.13: Polymorphismen im PLD4-Gen in der Deutschen Fleckvieh-Population

SNP _Id Position 5'- 3'— flankierende Sequenz Region Effekt AS
4289 70.997.271 CGCAGAGGGA[A/G]GTACGGAGGA EXON 2
4290 70.997.368 TGCAAGCTGA[C/T]GGCCTGCGTC EXON 2
4291 70.999.953  AAGAGGCAGG[C/T]TCCGGGAGGG INTRON 3
4292 71.000.073 CAGCCCTCCC[G/T]CCTGGGGTAG INTRON 3
4293 71.000.096 CCACAGGCCC[C/T]JGCCCCTCCCG INTRON 3
4294 71.000.520  GGATGCAGCT[A/G]CTGGACGCCG EXON 4 SYNONYM L106
4295 71.000.526 AGCTACTGGA[C/T]GCCGCCCGAG EXON 4 SYNONYM D108
4296 71.000.637 GCCCCTGACT[C/TIGGAGCCCGCG INTRON 4
4297 71.000.641 CTGACTCGGA[G/T]CCCGCGGGCT INTRON 4
4298 71.000.794 CCTGCTCTAA[A/C]AGGGCGAGGC INTRON 4
4255 71.001.232 ACATGGACTG[A/G]CGGTCCCTGA EXON 6 NONSENSE  W215X
4299 71.002.227 GCTTCCAGCC[A/G]CTCCGGGATC EXON 7 SYNONYM P272
4300 71.002.351 CTCGCCCACC[C/T]GGGCCTGCCC INTRON 7
4301 71.002.403 TGTGGTCCCC[A/G]GGGTGACCCC INTRON 7
4302 71.002.465 CCTGGGTGGC[A/G]GGGGACGCTC INTRON 7
4303 71.002607 GGAACGGGGG[G/T]CAGGCGGCCA INTRON 7
4304 71.003.968 TAGGTGAGCC[A/G]GGCGGCAGCC INTRON 10
4305 71.004.001 GGCTCCACGC[A/G]JAGGCCACCCC INTRON 10
4306 71.004.188  ACCCCTCCAG[G/T]GGCCACAGGG INTRON 10

Ubersicht der durch Re-Sequenzierung identifizierten Polymorphismen des PLD4-Gens mit 5'- und 3'-flankierenden
Regionen in 36 FV-Rindern. Die SNP_Id entspricht der internen Identifikationsnummer, die Position entspricht der
Lokalisation des SNPs auf BTA21 im UMD3.1-Assembly. Die [ | enthdlt das Referenz-Allel und den identifizierten
Polymorphismus (fett). Das Referenz-Allel entspricht der Base der bovinen Referenzsequenz. Der Effekt entspricht
der Auswirkung des Austauschs auf die Aminosduresequenz, AS ist der Aminosdureaustausch in der Proteinsequenz
mit Positionsangabe.
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3.1.8 TagqMan®-Genotypisierung der p.W215X-Mutation

Zur Uberpriifung der Stoppmutation wurde die Variante in insgesamt 2322 Rindern mittels
TagMan®-Assay genotypisiert. Das Probenset der 2322 Rinder setzte sich aus 1761 Fleck-
vieh-Tieren, 282 Holstein-Friesian und 280 Rindern der Rasse Braunvieh zusammen. Alle acht
betroffenen Kélber tragen den Polymorphismus homozygot (AA). Zusitzlich konnte kein gesun-
des Tier als homozygoter Merkmalstriager der Variante identifiziert werden. Es ist daher davon
auszugehen, dass die p.W215X-Mutation dem beobachteten Phénotyp zu Grunde liegt. Die
untersuchte Variante segregiert nicht bei Rindern der Rasse Braunvieh und Holstein-Friesian. Die
zwei Tiere, die den prédisponierenden Haplotypen homozygot tragen, sind alternativ homozygot
(GG) bzw. heterozygot (AG) an der untersuchten Position. 159 der 1761 analysierten Fleckvieh-
Rinder tragen diesen Haplotypen heterozygot. Davon sind 95 heterozygote Tréger der Stoppmu-
tation wihrend 64 die nicht-betroffene Version des Haplotypen vererben (Tabelle 3.14). Die
Frequenz des priadisponierenden Haplotypen betrigt 1,86 %. 59,7 % der Rinder, die den krank-
heitssassoziierten Haplotypen tragen, sind auch Trager der identifizierten p.W215X-Mutation.
Daraus ergibt sich eine Frequenz von 1,1 % (0,597 * 1,86%) fiir das Defektallel.

Tabelle 3.14: Genotypen der Stoppmutation in PLD4 fiir 2322 Rinder

Rasse Tiergruppe Anzahl Genotyp fiir p.W215X
AA AG GG
FVv betroffene Kilber 8 8 - -
Miitter der Kélber 6 - 6 -
gesunde Tiere, homozygot fiir Risikohaplotyp 2 - 1 1
heterozygote Tréger des Risikohaplotyps 159 - 95 64
gesunde Tiere, kein Trager des Risikohaplotyps 1585 - - 1585
HF zufillig selektierte Tiere 282 - - 282
BV zufillig selektierte Tiere 280 - - 280

Die Genotypen fiir die Stoppmutation wurden mittels TagMan®-Genotypisierung fiir insgesamt 2322 Tiere ermittelt.
Die Stoppmutation liegt nur in den betroffenen Tieren homozygot vor. 95 von 159 heterozygoten Trigern des
prddisponierenden Haplotypen tragen die p.W215X-Mutation heterozygot, 64 tragen die Variante nicht. Tiere, die
den prddisponierenden Haplotypen nicht tragen, tragen auch die Stoppmutation nicht. Bei Rindern der Rasse
Holstein-Friesian (HF) und Braunvieh (BV) segregiert die Mutation nicht. Bei den 2322 genotypisierten Tieren
handelt es sich nicht um eine reprdsentative Stichprobe, es wurde nach Haplotypentrigern selektiert.
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3.2 Thrombozytophatie (TCP)
3.2.1 Phéinotypische Manifestation

Die klinische Beurteilung der betroffenen Rinder wurde von Veterindrmedizinern der Klink fiir
Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen durchgefiihrt. Im Rahmen der bovinen neonatalen Panzytopenie (BNP)-Untersuchun-
gen fielen dort vermehrt FV-Kilber mit starker Blutungsneigung auf, deren Blutbilder jedoch
nicht den BNP-typischen Mangel an Thrombozyten aufwiesen. Zudem zeigten sich dhnliche
Befunde und Verlaufe bei élteren Kélbern, Jungrindern oder Kiihen. Darauthin durchgefiihrte
Thrombozytenfunktionstests ergaben, dass bei den betroffenen Rindern eine Stérung der Throm-
bozytenfunktion vorlag, d.h. die Blutpldttchen waren zwar in ausreichender Menge vorhanden,
zeigten aber eine stark verminderte bis keine Aggregation. Betroffene Tiere hatten in der Regel
ein ungestortes Allgemeinbefinden, litten aber nach Verletzungen und/oder Injektionen an zum
Teil massiven, langerfristigen Blutungen der Haut (Abbildung 3.22), sowie Blutungen der Nase
und Schleimhéute. Vermehrt kam es auch zu grof3flichigen subkonjunktivalen Blutungen, der
Bildung von Hdmatomen und blutigen Beimengungen im Kot. Die Folgen dieser Blutungen vari-
ieren von vernachldssigbarem Blutverlust bis hin zu einer lebensbedrohlichen hdmorrhagischen
Anédmie. Bei einer ersten Stammbaumanalyse einiger betroffener Rinder konnte ein gemeinsamer
Vorfahre ermittelt werden, so dass ein genetischer Hintergrund der Erkrankung wahrscheinlich
war. Bisher wurde eine erbliche Storung der Thrombozytenaggregation ausschlieBlich bei
Simmental-Rindern im nordamerikanischen Raum (hereditdre Thrombozytopathie Simmentaler-
Rinder, HTS) beschrieben (Searcy und PeTrIE 1990; NAVARRE et al. 1995; MapLeToFT et al. 2000;
Boubreaux et al. 2007b). Kiirzlich konnten Weisser und Kollegen erstmals auch einen Fall in der
Deutschen Fleckvieh-Population beobachten (WEisser et al. 2010). Aufgrund der beschriebenen
Krankheitssymptome und der vorldufigen Stammbaumanalyse wurde, unter Anlehnung an die
bisher erschienene Literatur, die vorldufige Diagnose ,.hereditire Thrombozytopathie Simmenta-

ler Rinder/Thrombozytopahtie (TCP)“ gestellt.
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Abthldung 3.22: Krankheitssymptomatik der Blutgerinnungsstorung beim Fleckvieh
Fotos: Dr. med. vet. Annette Pfitzner
(4) FV-Kalb mit ldngerfristiger Blutung am Hals aufgrund einer gestorten Blutgerinnung (B)

FV-Kalb mit lingerfristiger Blutung im Schulterbereich aufgrund einer gestorten Blutgerinnung
(C) Als Blutungsursache konnte eine Injektionswunde identifiziert werden
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3.2.2 Analyse des RasGRP2-Gens

RasGRP2 (RAS guanyl releasing protein 2 (calcium and DAG-regulated)), auch CalDAG-GEFI
(Ca®" and diacylglycerol regulated guanine nucleotide exchange factor 1) genannt, ist ein
Mitglied der CalDAG-GEF/RasGRP-Familie intrazelluldrer Signalmolekiile. Diese Molekiile
sind an der Aktivierung kleiner G-Proteine der Ras Superfamilie beteiligt (Cirunt et al. 2008).
RasGRP2 wird hauptsichlich in den Blutzellen (Thrombozyten und Leukozyten) exprimiert und
spielt mittels der reversiblen Aktivierung des Integrina2bf3-Rezeptors eine wichtige Rolle in der

Blutgerinnungskaskade (siehe Abbildung 9.2) (Boupreaux et al. 2007a; Stone 2011).

Studien des Krankheitsbildes der HTS konnten einen nicht-synonymen Aminosdureaustausch
(p.L324P) identifizieren, der fiir den Phinotyp verantwortlich zu sein scheint (Boubreaux et al.
2007b). Daher wurde RasGRP2 in der vorliegenden Dissertation als Kandidatengen fiir die

Erkrankung beim Deutschen Fleckvieh in Betracht gezogen und molekulargenetisch untersucht.

Mittels einer BLAST-Suche konnte das bovine RasGRP2-Gen auf Chromosom 29 (43.590.193
bp - 43.602.499 bp) lokalisiert werden. Basierend auf der GenomeThreader-Annotation konnten
15 Exons identifiziert werden, die ein Transkript von 1827 bp kodieren (Abbildung 3.23).

Exon 4 567 8 910 11 1213 14 15
H—H HH (] 'H H I]
Exonlange (bp) 73 103 63 151 117 282 116 142 177
132 174 123 37
Intronlénge (bp) 636 322 182 1480 940 336 3257 513 883
528 767 160 195 281

Abbildung 3.23: Graphische Darstellung der Genstruktur von RasGRP2

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Regionen weifs und intronische Bereiche durch
schwarze Balken dargestellt. Zusdtzlich ist die Exon- und Intronlinge basierend auf UMD3.1-Assembly-
Informationen in Basenpaaren (bp) angegeben.

Das entstehende Protein setzt sich aus 608 Aminosduren zusammen. Der Translationsstart des
bovinen Transkripts befindet sich im ersten Exon des Gens, der Translationsstopp ist im letzten
Exon lokalisiert. Das menschliche Gen besitzt, im Unterschied zum bovinen Gen, ein vorgela-
gertes und ein nachgelagertes Exon. Zudem besitzt das humane Protein drei alternative Tran-
skripte, die sich im 5'-Bereich des Gens unterscheiden (Nacamme et al. 2010). Alle Transkripte
kodieren dasselbe Protein. Eine Besonderheit des Gens ist das Fehlen der typischen AG/GT-
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Spleifiseiten des zweiten Introns (Tabelle 3.15). Die beiden Spleiflseiten werden hier durch
AT/AC ersetzt. Obwohl mehr als 99 % der Spleil3seiten in Sdugetiergenomen der AG/GT-Regel
folgen, konnten in den letzten Jahren vermehrt Abweichungen dieser Regel entdeckt werden.

Dabei geht man davon aus, dass alternative Spleiflseiten auch durch alternative Mechanismen

(SpleiBosome) reguliert werden (Burser ef al. 2000).

Tabelle 3.15: Intron-Exon-Organisation des RasGRP2-Gens in UMD3.1

3' Spleifiakzeptor

wf;‘:’('l;p ) P O g Position BTA 29" o la'I:;ZZ "(’Z;, )
5' Spleifidonor

o7 173 43.602.499 43602427 cggccATGGC ... CTTTGgtgag 1 636
2 103 74-176  43.601.790 -43.601.688 gtagATGAT ... CACATatate 2 528
3 63 177-239 43.601.160 - 43.601.097 ttcacCTACC ... GTCAGgtgag 3 322
4 132 240-371 43.600.774 - 43.600.643 accagGTACT ... AACGTgtgcg 4 767
5 151 372-522 43.599.875-43.599.725 cccagCCCCA ... TCCTGgtgeg 5 182
6 174 523-696 43.599.542 —43.599.369 cccagTTCCA ... CAGAGgtgcc 6 160
7 117 697-813 43.599.208 -43.599.092 cccagGAACT ... TCAAGgtgee 7 1480
§ 282 814-1095 43.597.611-43.597.330 CccagCTCTG ... TGATGgtgag 8 940
9 78 1096- 1173 43.596.389 43596312 ctcagGTGTC ... CCTCGgtgag 9 195
10 123 1174-1296 43.596.116 - 43.595.994 cacagCCAAC ... TGGAGgtgag 10 336
11 116 1297-1412 43.595.657 - 43.595.542 ttcagTCTGT ... AACCAgtgag 11 3257
12 142 1413 - 1554 43.592.284 —43.592.143 gacagGGACG ... CCCTGgtgag 12 281
13 37 1555-1591 43.591.861 —43.591.825 ttcagATCCT ... CGAAGgtgag 13 513
14 177 1592-1768 43.591311-43.591.135 cccagCCTGT ... TCCAGgtaag 14 883
159 59 1769-1827 43.590.253 43.500.193 tgcagAGATC ... TGTAAttgat

a) Intronische Bereiche sind durch Kleinbuchstaben, exonische Bereiche durch GrofSbuchstaben gekennzeichnet,

die Spleifiseiten sind fett unterlegt; basierend auf GenomeThreader Annotation

b) Position basierend auf Bos taurus UMD?3.1-Assembly
¢) Exon enthdlt Startcodon
d) Exon enthdilt Stoppcodon

Die Vorhersage des Transkriptionsstarts wurde mit der Neural Network Promoter Prediction-
Software durchgefiihrt. Die Untersuchung der genomischen Sequenz ergab zwei wahrscheinliche
Transkriptionsstart mit einem Genauigkeitswert von 0,92 bzw. 0,96. (Abbildung 3.24). Der

wahrscheinlichere Transkriptionsstart liegt ~200 bp vor dem Translationsstart.
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Genauigkeit
0.92 CCTGGGTGCGTAAATCCCCGCCAGTGACTGGAGTTGCTGGTGGAGTCCAA
0,96 CGGGCCAGACCGTTTAACCCCGGGGCGTGGCCGCGGGGGGAACGACTCCG

Abbildung 3.24: Vorhersage der Promotorsequenz des RasGRP2-Gens

Der vorhergesagte Transkriptionsstart ist schwarz markiert, promotorspezifische Elemente sind grau
umrandet. Der Genauigkeitswert gibt die Vorhersagegenauigkeit an, mit 0 als Minimum und 1 als Maximum
(Reese, 2001).

Zur Evaluierung moglicher CpG-Inseln wurde das 5'-Ende des bovinen RasGRP2-Gens mit
CpGplot untersucht. Hierbei konnten zwei CpG-Inseln vorhergesagt werden (Abbildung 3.25).
Die erste Inseln ist 233 bp lang und befindet sich am 5'-Ende des analysierten Bereichs. Die
zweite vorhergesagte CpG-Insel besteht aus 201 bp und ist um den vorhergesagten Transkripti-

onsstart lokalisiert.

a} bechbachteteferwartete CpG-Rate
o OF T T T T T T T T T T T T T T T T 3
U o— | 7
Ewp E
S ot ]
3“-] o= F 3
2 =+F 3
o O - -
o o ]
§ 2 - 3
o g E " n 1 n n n 1 " n n 1 " n n ] ]
7 200 400 . 00 200
Position (bp)
b} relativer GC-Gehalt
[ Qe =
o [ ! j ! ! : y ' ! ! T j ! ! ! ! ]
ok ]
- L 4
o o ]
g+l ]
= = E
= C L 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 L 1 1 |
a 200 400 L 00 0o
Position (bp)
c} vorhergesagte CpG-Inseln
L]
— T T T T T T T T T T T T T ]
=B E
& —F E
vk E
2 of E
o Db E
Ey: ;
el ]
CD:: : L n 1 n n L 1 , L L 1 , L n ] ]
=0 200 400 aad a0

Position (bp)

Abbildung 3.25: Vorhersage der CpG-Inseln im 5'-Bereich des RasGRP2-Gens

a) zeigt die Rate der beobachteten vs. Erwarteten CpG-Inseln (Schwellenwert 0,6 (Gardiner-Garden und
Frommer 1987)), b) zeigt den relativen GC-Gehalt und c) die Position der entdeckten CpG-Inseln
innerhalb des analysierten Bereichs
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Fiir die Suche nach moglichen Transkriptionsfaktorbindestellen mit ConSite wurden die 5'-Berei-
che der bovinen und humanen RasGRP2-Gene aligniert und hinsichtlich ihrer Konservierung auf
das Vorhandensein von TFBS iiberpriift. Bei einem Konservierungsgrad von > 80 % konnten
keine TFBS entdeckt werden, da die Sequenzidentitidt zwischen der bovinen und der menschli-

chen 5'-Region gering ist.

Die Konservierung der Aminosduresequenz wurde iiber ein multiples Sequenzalignment der
bovinen Proteinsequenz mit den Sequenzen von Mensch, Maus und Ratte unter Verwendung von
CLUSTALW (LarxkiN et al. 2007) durchgefiihrt (Abbildung 3.26). Das Signalprotein besitzt drei
wichtige funktionale Doménen, die stark konserviert sind. Dies spricht fiir die hohe Funktionali-

tat des Signalmolekiils in Sdugetieren.
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RasCRPZ_Mmu TS s F
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Abbildung 3.26: Multiples Alignment der RasGRP2-Proteinsequenzen verschiedener Spezies

Vergleich der RasGRP2-Proteinsequenzen von Rind (Bta) mit der Proteinsequenz von Mensch (Hsa,
NP 0722541 Maus (Mmu, NP _035372) und Ratte (Rno, NP _001076446). Bereiche mit einer
Sequenzidentitit > 50 % sind blau unterlegt. Die Lage der Domdnen (Ras-GEF 1-2, DAG) ist, basierend auf
Informationen der UniProtKB-Datenbank, orange gekennzeichnet. Die Skala entspricht der Position der
Aminosdure im Alignment. Darstellung des Alignments ohne Kennzeichnung der Domdnen mit Jalview2
(WarerHoUSE et al. 2009).
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Die Berechnung der Sequenzidentitdt und -dhnlichkeit erfolgte mit dem Needleman-Wunsch-Al-
gorithmus. Der Vergleich der RasGRP2-Proteinsequenzen zwischen verschiedenen Spezies
konnte zeigen, dass das Protein stark konserviert ist. Die niedrigste Sequenzidentitit (94,7 %
bzw. 95,2 %) bzw. Sequenzihnlichkeit (97,4 % bzw. 97,7 %) wurden dabei beim Vergleich der
bovinen mit den murinen Aminosiuresequenzen beobachtet (Tabelle 3.16). Zwischen dem bovi-
nen Protein und dem menschlichen konnte eine Sequenzidentitit von 96,7 %. und eine Ahnlich-
keit von 98,7 % ermittelt werden. Die sehr starke Konservierung des RasGRP2-Proteins ist ein
Hinweis auf die wichtige Funktion des Proteins in der Weiterleitung der Signale im Zellmetabo-

lismus.

Tabelle 3.16: Ubersicht der Sequenzidentitiit und -ihnlichkeit des RasGRP2-Proteins

Sequenzidentitit  Sequenzihnlichkeit Alignmentliicken

Sequenz_1 Sequenz_2 (in %) (in %) (in %)
RasGRP2 Bta RasGRP2 Hsa 96,7 98,7 0,2
RasGRP2 Bta RasGRP2 Mmu 94,7 97,4 0,0
RasGRP2 Bta RasGRP2 Rno 95,2 97,7 0,0

Paarweiser Vergleich der Sequenzidentitit und -dhnlichkeit des RasGRP2-Proteins von Rind (Bta) mit der
Proteinsequenz von Mensch (Hsa, NP_0722541 Maus (Mmu, NP_035372) und Ratte (Rno, NP_001076446). Die
Berechnung erfolgte mit dem Needleman-Wunsche-Algorithmus (s.o).
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3.2.2.1 Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Die Re-Sequenzierung des RasGRP2-Gens erfolgte aufgrund der hohen Probenanzahl nur in
einem Subset, das aus sechs Fillen und sechs Kontrolltieren bestand. Interessant erscheinende
SNPs, wie die postulierte p..234P-Variante, wurden in allen 101 Tieren re-sequenziert. Auf der
Suche nach Polymorphismen wurden insgesamt ca. 15 kb re-sequenziert. Diese umfassen das
gesamte RasGRP2-Gen sowie je ca. 2000 bp der flankierenden Regionen. Insgesamt konnten

zwolf variable Nukleotidpositionen identifiziert werden (Tabelle 3.17).

Tabelle 3.17: Ubersicht der Polymorphismen von RasGRP2 in 12 FV-Tieren

SNP _Id Position 5'- 3'— flankierende Sequenz Region Effekt AS

4259 43.603.564 TGAGGCCCGG [A/C] TCTTTGGGAA UPSTREAM

4260 43.603.131 TCCTCTCCAC [C/T] CCAGCCCGCC UPSTREAM

4261 43.602.616 CCGCTCCGCC [A/G] GCCTGCGCCT UPSTREAM

4262 43.602.507 CTACCCGCGC [C/T] GGCGGCCATG UPSTREAM

4263 43.601.279  CAGACACCAT [C/T] CCGCAGATTT INTRON 2

4264 43.599.412 CCCACAGCCC [C/T] GCAGCGGGCG EXON 6 NICHT-SYNONYM P218L
4265 43.599.378  ACTTCGTCCA [C/T] GTGGCAGAGG EXON 6 SYNONYM H229
4266 43.599.204 CCCCAGGAAC [C/T] CCTGCACCTG EXON7 NICHT-SYNONYM L234pP
4267 43.598.915 GGAGGCTCAC [A/G] GATGTGCTAA  INTRON 7

4268 43.591.338  CAGTGGATCT [A/G] GCTGGGCTGC INTRON 13

4269 43.591.325 TGGGCTGCCC [A/G] TCTGCCTCCC INTRON 13

4270 43.591.189 TACCCACCAT [C/T] GCGCCTTCAG EXON 14 NICHT-SYNONYM R572C

Ubersicht der durch Re-Sequenzierung identifizierten Polymorphismen des RasGRP2-Gens mit 5'- und 3'-
flankierenden Regionen in 12 FV-Rindern. Die SNP_Id entspricht der internen Identifikationsnummer., die Position
entspricht der Lokalisation des SNPs auf BTA29 im UMD3.1-Assembly. Die [ ] enthdilt das Referenz-Allel und den
identifizierten Polymorphismus (fett). Das Referenz-Allel entspricht der Base der bovinen Referenzsequenz. Der
Effekt entspricht der Auswirkung des Austauschs auf die Aminosduresequenz, AS ist der Aminosdureaustausch in
der Proteinsequenz mit Positionsangabe

Je vier der entdeckten Polymorphismen waren im 5'-Bereich bzw. in intronischen Bereichen des
Gens lokalisiert. Zusétzlich wurden vier Mutationen in kodierenden Regionen des Gens aufge-
funden. Bei der Substitution im sechsten Exon handelt es sich um einen synonymen Basenaus-
tausch (C—T; p.H229), der keine Auswirkung auf die Aminosduresequenz hat. Weiterhin wurden
nicht-synonyme Austausche im sechsten (p.P218L) und vierzehnten (p.R572C) Exon identifi-

ziert, die jedoch nur vereinzelt in den untersuchten Tieren vorkommen. Der in der Literatur
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beschriebene Polymorphismus im siebten Exon des Gens konnte ebenfalls beobachtet werden
(Boupreaux et al. 2007b). Diese C—T-Substitution im kodierenden Bereich des Gens fiihrt zu
einem nicht-synonymen Aminosédureaustausch (p.L234P), so dass anstelle eines Leuzins eine
Prolin in das Protein eingebaut wird. Diese Mutation wird als kausal fiir die bovine Form der
Thrombozytopathie in Simmental-Rindern des nordamerikanischen Raums beschrieben
(Boupreaux et al. 2007b). Zudem wurden bisher bei verschiedenen Spezies eine Reihe von
Mutationen im RasGRP2-Gen als Verursacher von Thrombozytenfunktionsstorung genannt
(BErGMEIER et al. 2007; Boubreaux et al. 2007a; KiLic und Etziont 2009).

Die Re-Sequenzierung der genomischen Region in allen 101 Tieren des Probensets konnte den
postulierten Polymorphismus in den betroffenen Tieren mit auffilligen Thrombozytenfunktions-
tests bestétigen. Diese FV-Rinder tragen die p.L234P-Variante homozygot (Tabelle 3.18). Zehn
Tiere ohne oder mit einem uneindeutigen Thrombozytenfunktionstest tragen den C—T-Polymor-
phismus ebenfalls homozygot. Eine detaillierte Ubersicht iiber den Genotyp jedes einzelnen
Tieres wird in Tabelle 9.3 gegeben. Vier Tiere, bei denen sich der BNP-Verdacht nicht bestitigen
konnte, wurden ebenfalls an der postulierten Variante re-sequenziert. Alle Félle tragen den

p.L234P-Polymorphismus mindestens heterozygot (Tabelle 3.18).

Tabelle 3.18: Genotypen der p.L234P-Variante der 101 FV-Rinder

Tiergruppe Anzahl Genotyp fiir p.L234P
ccC cT T
betroffene Tiere mit Thrombozytenfunktionstest 44 44 - -
Kontrolltiere (inklusive 4 Anlagetréger) 24 - 6 18
auffillige Tiere ohne bzw. mit uneindeutigem 29 10 6 13

Thrombozytenfunktionstest

im Rahmen der BNP-Untersuchung auffillig, aber keine 4 2 2 -
BNP-Tiere, ohne Thrombozytenfunktionstest

Genotypen der re-sequenzierten p.L234P-Variante in den 101 FV-Rindern des TCP-Probensets. Der nicht-
synonyme Austausch konnte in allen untersuchten Fillen bestdtigt werden. Zehn Tiere ohne oder mit einem
uneindeutigen Thrombozytenfunktionstest tragen die p.L234P-Variante ebenfalls homozygot.
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Der Einfluss der nicht-synonymen-Substitutionen auf die Funktionalitdt des Proteins wurde mit
PolyPhen-2 (Abzuuser et al. 2010) bestimmt. Der Aminosdureaustausch an Position 218 des
bovinen Proteins hat eine ,,eventuell schadliche* Auswirkung auf die Proteinfunktion (Abbildung
3.27 A). Auch die Auswirkung der p.P234L-Mutation auf die Proteinfunktion wird von Poly-
Phen-2 als ,.eventuell schidlich® vorhergesagt (Abbildung 3.27 B). SIFT (NG und HeNiKOFF
2001) bestitigt die vorhergesagten Ergebnisse. Bei einem Vergleich von 399 Proteinsequenzen
werden beide Varianten (p.P218L, p.L234P) als nicht-tolerierbar eingestuft. Die R572C-Muta-
tion wird von PolyPhen-2 als ,,wahrscheinlich schidlich® eingestuft (Abbildung 3.27 C). Diese

Variante kommt in den untersuchten Tieren des Probensets jedoch nicht homozygot vor.

a) ProteinAcc Positon AA1 AAz Description
RasGRP2 218 P L NA
Results
Prediction/Confidence
HumDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.901 (sensitivity: 0.82; specificity: 0.94)

b

Protein Acc  Position AA1 AAz Description
RasGRP2 234 L P NIA
Results
Prediction/Confidence
HumDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.937 (sensitivity: 0.80; specificity: 0.94)

-

c Protein Acc  Position AAs AA2 Description
RasGRP2 572 R C NA
Results
Prediction/Confidence
HumDiv
This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

PolyPhen-2 v2.2.2r398

PolyPhen-2 v2.2.2r398

PolyPhen-2 v2.2.2r398

Abbildung 3.27: Vorhersage der Auswirkung der nicht-synonymen Polymorphismus auf die

Funktion des bovinen RasGRP2-Proteins

Die Vorhersage wurde mit PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al. 2010) durchgefiihrt. Die Auswirkung einer
Mutation wird basierend auf Paaren der Falsch-Positiv-Rate (FPR) beurteilt und in drei Kategorien
eingeteilt: gutartig (benign), eventuell schéidlich (possibly damaging) und wahrscheinlich schddlich

(probably damaging).
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3.2.3 TagMan®-Genotypisierung der p.L234P-Variante

Zur Uberpriifung des Aminoséiureaustausches wurde die Variante in insgesamt 2492 Rindern
mittels TagMan®-Assay genotypisiert. Das Probenset der 2492 Rinder setzte sich aus 1930
Fleckvieh-Tieren, 282 Holstein-Friesian und 280 Rindern der Rasse Braunvieh zusammen. 2
Fleckvieh-Tiere tragen den Polymorphismus homozygot (CC), 241 sind heterozygote Trager der
Mutation und 1687 Tiere tragen das Wildtyp-Allel (TT). Daraus ergibt sich eine Allelfrequenz
der c.T911C-Mutation in der Fleckvieh-Population von 6,35 %. Die untersuchte Variante segre-

giert nicht bei Rindern der Rasse Braunvieh und Holstein-Friesian (Tabelle 3.19).

Tabelle 3.19: Genotypen der Punktmutation (c.T911C, p.L234P) in RasGRP?2 fiir 2492 Rinder

Rasse Tiergruppe Anzahl Genotyp fiir c.T911C
cc CcT T
FV zufillig selektierte Tiere 1930 2 241 1687
HF zufillig selektierte Tiere 281 - - 281
BV zufillig selektierte Tiere 280 - - 280

Die Genotypen fiir die Punktmutation wurden mittels TagMan®™-Genotypisierung fiir insgesamt 2492 Tiere ermittelt.
Zwei Tiere tragen die Mutation homozygot, 241 heterozygot und 1687 FV-Tiere tragen den Polymorphismus nicht.
Bei Rindern der Rasse Holstein-Friesian (HF) und Braunvieh (BV) segregiert die Variante nicht.
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3.2.4 Genomweite Assoziationsstudie

46 FV-Rinder des Probensets (32 Fille und 14 Tiere ohne oder mit uneindeutigem Thrombozy -
tenfunktionstest) sowie 3305 gesunde Fleckvieh-Bullen wurden mit dem bovinen HD BeadChip
von Illumina genotypisiert. Unter Verwendung eines gemischten linearen Modells wurde eine
genomweite Assoziationsstudie des Krankheitsstatus fiir 660.817 SNPs durchgefiihrt.

Insgesamt erfiillten 493 SNPs auf Chromosom 29 den Bonferroni-korrigierten Schwellenwert (P
= 7,57 x 10®) fiir genomweite Signifikanz (Abbildung 3.28). Die stirkste Assoziation (P = 4,88 x
10%%) wurde fiir ARS-BFGL-NGS-38732, lokalisiert bei 41.664.361 bp, beobachtet.
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Abbildung 3.28: Assoziation von 660.817 SNPs und 46 TCP-Tieren vs. 3305 Kontrolltieren mit
dem Krankheitsphénotyp.

Die genomweite Assoziationsstudie fiir 660.817 SNPs und 46 FV-Tieren (32 Fille und 14 Tiere ohne oder
mit uneindeutigem Thrombozytenfunktionstest) gegen 3305 Kontrolltiere konnte eine starke Assoziation (P
= 4,88 x 10”°) auf BTA 29 feststellen. Die physikalische Position nach dem UMD3.1 Assembly ist auf der x-
Achse, der negative dekadische Logarithmus der P-Werte auf der y-Achse aufgetragen.
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3.2.5 Identifizierung der krankheitsassoziierten Region

Die Autozygotiekartierung der assoziierten Region auf BTA29 konnte fiir die 32 betroffenen
Tiere mit auffalligem Thrombozytenfunktionstest ein 2098 kb langes, homozygotes Segment
(41.968.900 bp — 44.067.207 bp) identifizieren, das aus insgesamt 439 SNPs (BovineH-
D2900012672 - BovineHD2900013183) des bovinen HD BeadChips besteht (Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.29: Darstellung der Genotypen von 32 Tieren des Probensets auf BTA29 (36 Mb - 50
Mb)

a) Homozygote Genotypen sind in blau dargestellt, heterozygote in grau. Der identische, homozygote Bereich
(41.968.900 bp — 44.067.207 bp) der betroffenen Tiere wird durch die schwarzen Balken eingegrenzt. b)
Gengehalt des homozygoten Bereichs (grau unterlegt) mit flankierenden Regionen. Die Lage der beiden
untersuchten Gene (RasGRP2 und FERMT3) ist rot hervorgehoben.

Von den insgesamt 10.336 FV-Tieren, die in die Untersuchung des Haplotypen eingegangen sind,
konnten 11 homozygote und 1409 heterozygote Triager des pradisponierenden Haplotyps identifi-

ziert werden. Daraus ergibt sich eine Frequenz dieses Haplotypen von 6,92 % in der Deutschen
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FV-Population. Acht Tiere (TCP_35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 50) mit fehlender Thrombozytenag-
gregationsmessung tragen den priadisponierenden Haplotypen ebenfalls homozygot (Abbildung
3.30). Auffidllig ist hierbei, dass zwei Tiere (TCP_38, 40) den Haplotypen auf eine Lénge von
1407 kb (41.968.900 bp — 43.375.960 bp) begrenzen, RasGRP?2 liegt nicht mehr innerhalb dieser
Region. TCP_38 triagt die RasGRP2-Variante nur heterozygot (CT).

[ T
TSR 7 XTI [T R AT

I T I I 1
38 40 42 44 46 48 50

Position (Mb)

Abbildung 3.30: Darstellung der Genotypen von 14 fraglichen Fiillen des Probensets auf BTA29 (38
Mb — 50 Mb)

Homozygote Genotypen sind in blau dargestellt, heterozygote in grau. Tiere unterhalb der roten Linie haben eine
auffdllige Thrombozytenaggregationsmessung, Tiere tiberhalb der roten Linie haben keine oder eine uneindeutige
Thrombozytenaggregationsmessung. Acht der Tiere ohne oder mit uneindeutiger
Thrombozytenaggregationsmessung tragen den prddisponierenden Haplotypen ebenfalls (TCP 35, 37, 38, 39, 40,
41 ,42 ,50), zwei dieser Tiere grenzen den Haplotypen auf 1407 kb (41.968.900 bp — 43.375.960 bp) ein. Der
verkiirzte, homozygote Bereich wird durch die schwarzen Balken eingegrenzt.

Innerhalb des 2098 kb langen Haplotypenblocks befinden sich ~70 Gene (Tabelle 9.7), darunter
RasGRP2 und mehrere, die in der Blutgerinnungskaskade eine wichtige Funktion {ibernehmen.
Zwei der hier lokalisierten Gene, FERMT3 und PLCB3, spielen, dhnlich wie RasGRP2, eine
wichtige Rolle in der primdren Hédmostase (siche Abbildung 9.2).Verdnderungen der Protein-
funktionen aufgrund von Mutationen innerhalb dieser Gene konnen die Bildung blutstillender
Thromben stark beeintrachtigen (Lian et al. 2005; Svensson et al. 2009; Kuupers ef al. 2009).
Neben Genen, die einen offensichtlichen Einfluss auf die Thrombozytenaggregation haben, liegt
innerhalb der homozygoten Region auch ein Gen (VEGFB), das an der Formation der Blutgefdf3e
beteiligt ist. Mitglieder der VEGF-Familie (vascular endothelial growth factor) sind wichtige
Regulatoren der BlutgefaBBbildung (TammeLa et al. 2005; HaGBerG et al. 2010) und konnen posi-
tiv auf die Expression und Aktivitit von Plasminogenaktivatoren einwirken. Durch die Spaltung
von Plasminogen in seine aktive Form Plasmin, das ein Gegenspieler von Thrombin in der Blut-

gerinnungskaskade ist, nehmen sie Einfluss auf die Thrombolyse (Ororsson ef al. 1998).
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3.2.6 Analyse des FERMT3-Gens

FERMT3 (fermitin familiy member 3), auch Kind-3 genannt, kodiert ein Mitglied der Kindlin-
Proteinfamilie (Jurk et al. 2010). Da Kindlinproteine keine enzymatische Aktivitét besitzen, geht
man davon aus, dass sie sowohl als Adaptermolekiile fungieren sowie an der Stiitzfunktion des
Zytoskeletts beteiligt sind (Bouaouma und Carperwoop 2011). Weiterhin sind sie wichtige
Vermittler der Integrinsignaltransduktion (Abbildung 9.2) (BotrcHer et al. 2009).

Kindlin-3, das von FERMT3 kodierte Protein, wird hauptsichlich in Milz, Thymus, Lymphkno-
ten und diversen Zellen des Immunsystems (T- & B-Zellen, Makrophagen) sowie in himatopoe-
tischen Zellen exprimiert (Meves et al. 2009; MaLiniN et al. 2010). Mutationen in FERMT3
beeinflussen die Bindung bzw. Aktivierung des Integrina2bp3-Rezeptors in Thrombozyten und
Leukozyten. Bedingt durch die gestorte Signaltransduktion kommt es in betroffenen Individuen
zu einer Beeintrachtigung der primidren Hamostase sowie der Leukozyten-vermittelten Immun-

antwort (Mory et al. 2008; ZimverMAN 2009; Etziont 2010; vaN bE Viver et al. 2012).

Untersuchungen verschiedener Gerinnungsstdrungen beim Menschen konnten durch eine Erho-
hung der Probandenzahl feststellen, dass Varianten in RasGRP2 oftmals nicht die urséchlichen
Mutationen sind, sondern mit kausalen Varianten in FERMT3 gekoppelt sind (SvenssoN et al.
2009). Daher wurde FERMT3 im Rahmen dieser Dissertation molekulargenetisch untersucht.
Mittels einer BLAST-Suche konnte das bovine FERMT3-Gen auf Chromosom 29 (43.126.406
bp -43.145.363 bp) lokalisiert werden. Basierend auf der GenomeThreader-Annotation konnten
15 Exons identifiziert werden (Abbildung 3.31), die ein Transkript von 2522 bp kodieren.

8 10 12 14
Exon 1 2 3 45 6 7 9 11 13 15
Exonlange (bp) 128 173 120 108 135125 240 125 563
234 169 108 50 107 142
Intronlange (bp) 566 3686 105 9844 82 226 343 583 92
218 209 145 107 152

Abbildung 3.31: Graphische Darstellung der Genstruktur von FERMT3

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Bereiche weif3 und intronische Bereich durch schwarze
Balken dargestellt. Zusdtzlich ist die Exon- und Intronlinge basierend auf UMD3. 1-Assembly-Informationen in
Basenpaaren (bp) angegeben. Intron 2 und Intron 6 wurden bei der Visualisierung aufgrund ihrer Ldnge
verkiirzt dargestellt.
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Das translatierte Protein hat eine Lidnge von 665 Aminosiduren. Sowohl in dem bovinen als auch
im humanen Transkript befindet sich der Translationsstart im zweiten Exon, das Stoppcodon
liegt im letzten Exon. Das humane Protein besitzt zwei Isoformen, die sich in ihrer Aminosdure-
sequenz unterscheiden. Die langere Isoform besitzt eine aus fiinf Aminosduren bestehende Inser-
tion in der FERM-Doméne. Die detaillierte Intron-Exon-Organisation des Gens mit Positionsan-

gaben im UMD3.1-Assembly wird in Tabelle 3.20 aufgefiihrt.

Tabelle 3.20: Intron-Exon-Organisation des FERMT3-Gens in UMD3.1

3' Spleifiakzeptor

lﬁf;e”’('l;p ) P "CSZ’XL’; i position BTA 29" e l;}:’; ”(’Z;))
5' Spleifdonor ©

19 128 1-128 43.126.406 — 43.126.533 tgaagGAAAC ... GCAAGgtaag 1 566

2 173 129 -301  43.127.100 - 43.127.272  ctcagCGCCG ... GATCGgtgag 2 3686 ©

3 234 302 -535 43.130.959 —43.131.192 cgcagAACGC ... CCTCAgtgag 3 218

4 120 536 - 655 43.131.411 —43.131.530  ctcagGTATC ... CGGGGgtgag 4 105

5 169 656 - 824  43.131.636 —43.131.804 tccagGCGTG ... AGCAGgtgcg 5 209

6 103 825-927 43.132.014 —43.132.116 tccagGTGGC ... CCAAGgtggg 6 9844

7 108 928 - 1035 43.141.961 —43.142.068 tccagACAGA ... TACAGgtgct 7 145

8 135 1036 - 1170  43.142.214 — 43.142.348  tccagTACCA ... TGCTGgtgag 8 82

9 50 1171 - 1220 43.142.431 —43.142.480 cccagGACAG ... TTCCGgtggg 9 107
1079 125 1221 -1345 43.154.773 - 43.154.648  ctcagGCCCC ... CAAGGgtgag 10 226
119 107 1346 - 1452  43.154.420 — 43.154.315  tccagGCTGT ... AGGATgtgcg 11 152
129 240 1453 - 1692 43.154.161 —43.153.922 cccagGAGCA ... AGCAGgtgee 12 343
139 125 1693 - 1817 43.153.577 —43.153.453  tgcagCTCAC ... GTCAGgtagg 13 583
149 142 1818 - 1959 43.152.875—-43.152.720 accagGTTCA ... GGCAGgtggg 14 92
1599 563 1959 - 2522 43.152.636 —43.152.073  cacagGTGGC ... TCATCcctct
a) Intronische Bereiche sind durch Kleinbuchstaben, exonische Bereiche durch Grofbuchstaben

gekennzeichnet, die Spleifiseiten sind fett unterlegt; basierend auf GenomeThreader Annotation
b) Position basierend auf Bos taurus UMD?3. 1-Assembly,
¢) Exon enthidlt Startcodon,
d) Exon enthdilt Stoppcodon
e) intronische Sequenz enthdlt Bereiche mit unbekannter Information,
f) 5"-Position aufgrund von fehlender Sequenzinformation im UMD3.1-Assembly errechnet, basierend auf Re-
Sequenzierung und de novo GenomeThreader-Annotation,
g) UMD3.1-Assemblyfehler; Exon 10-15 liegen auf dem komplementdren Strang
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Die Vorhersage des Transkriptionsstarts mit der Neural Network Promoter Prediction-Software
war aufgrund von liickenhaften Sequenzinformationen im 5'-Bereichs des Gens nicht mdglich.
Erst nach der Re-Sequenzierung dieser Region konnte eine Vorhersage durchgefiihrt werden.
Obwohl durch die Re-Sequenzierung nur ein kleiner Teil der unbekannten Sequenz entschliisselt
werden konnte, ergab die Untersuchung der genomischen Sequenz einen wahrscheinlichen Tran-
skriptionsstart mit einem Genauigkeitswert von 0,82. Die vorhergesagte Region liegt ca. 1000 bp

vor dem Translationsstart und ~300 bp vor dem ersten Exon (Abbildung 3.32).

Genauigkeit
082  CCAGGTCCCTAAATAACCCAGATCTCATCCTTACAATGCCACTGCTCTTG

Abbildung 3.32: Vorhersage der Promotorsequenz des FERMT3-Gens

Der vorhergesagte Transkriptionsstart ist schwarz markiert, promotorspezifische Elemente sind grau
umrandet. Der Genauigkeitswert gibt die Vorhersagegenauigkeit an, mit 0 als Minimum und 1 als
Maximum (Reese, 2001).

Zur Evaluierung moglicher CpG-Inseln wurde das 5'-Ende des bovinen FERMT3-Gens mit
CpGplot untersucht. Die Suche nach mdglichen CpG-Inseln erbrachte keine Resultate.

Fiir die Suche nach moglichen Transkriptionsfaktorbindestellen mit ConSite wurden die 5'-Berei-
che der bovinen und humanen FERMT3-Sequenz aligniert und hinsichtlich ihrer Konservierung
auf das Vorhandensein von TFBS iiberpriift. Bei einem Konservierungsgrad von > 80 % konnten

keine TFBS entdeckt werden.

Die Konservierung der Aminosduresequenz des Proteins wurde {liber ein multiples Sequenzali-
gnment der bovinen mit den beiden menschlichen Isoformen sowie der Proteinsequenz von
Maus und Ratte unter Verwendung von CLUSTALW (LarkiN et al. 2007) durchgefiihrt (Abbil-
dung 3.33).
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Abbildung 3.33: Multiples Alignment der FERMT3-Proteinsequenzen verschiedener Spezies

Vergleich der FERMT3-Proteinsequenzen von Rind (Bta) mit der Proteinsequenz von Mensch (Hsa-Isol und
Hsa-Iso2, NP 848537, NP_113659), Maus (Mmu, NP _722490) und Ratte (Rno, NP_001121015). Bereiche
mit einer Sequenzidentitit > 50 % sind blau unterlegt. Die Lage der FERM-Domdne (FERM) ist, basierend
auf Informationen der UniProtKB-Datenbank, orange gekennzeichnet. Die Skala entspricht der Position der
Aminosdure im Alignment. Darstellung des Alignments ohne Kennzeichnung der Domdnen mit Jalview2
(WarerroUSE et al. 2009).

Die Sequenzidentitdt und -dhnlichkeit wurde mit dem Needleman-Wunsch-Algorithmus festge-
stellt. Der Vergleich der FERMT3-Proteinsequenzen verschiedener Spezies konnte zeige, dass

das Protein stark konserviert ist. Zwischen der murinen und der bovinen Sequenz konnte eine
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Identitit von ~92 % und eine Ahnlichkeit von ~96 % ermittelt werden. Beim Vergleich der
menschlichen Proteinsequenz mit der Rindersequenz wurde eine Sequenzidentitit von 94,9 %
beobachtet (Tabelle 3.21). Die Funktionalitit des Proteins in der Aktivierungskaskade der
Thrombozyten und Leukozyten ist eine Erkldrung fiir den hohen Konservierungsgrad des Prote-

ins innerhalb der Séugetiere.

Tabelle 3.21: Ubersicht der Sequenzidentitiit und -ihnlichkeit des FERMT3-Proteins

Sequenzidentitit  Sequenzihnlichkeit Alignmentliicken

Sequenz_1 Sequenz_2 (in %) (in %) (in %)
FERMT3 Bta FERMT3 Hsa Isol 95,5 98,0 0,3
FERMT3 Bta FERMT3 Hsa Iso2 94,9 97,5 0,9
FERMT3_Bta FERMT3_Mmu 92,6 96,2 0,0
FERMT3_Bta FERMT3_Rno 92,5 96,5 0,0

Vergleich der Sequenzidentitdit und -dhnlichkeit des FERMT3-Proteins von Rind (Bta) mit der Proteinsequenz von
Mensch (Hsa-Isol und Hsa-Iso2, NP 848537, NP _113659), Maus (Mmu, NP _722490) und Ratte (Rno,
NP _001121015). Die Berechnung erfolgte unter Anwendung des Needleman-Wunsch-Algorithmus (s.0.).

3.2.6.1 Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Die Re-Sequenzierung des FERMT3-Gens erfolgte aufgrund der hohen Probenanzahl nur in
einem Subset, das aus sechs Fillen und sechs Kontrolltieren bestand. Interessant erscheinende
SNPs wurde in allen 101 Tieren re-sequenziert. Auf der Suche nach variablen Positionen wurden
insgesamt ca. 9,5 kb der genomischen Sequenz von FERMT3 re-sequenziert. Dies umfasste den
gesamten kodierenden Bereich des Gens, die 5'- und 3'-flankierenden Regionen sowie einige
intronische Bereiche. Aufgrund der Grof8e wurden das erste und sechste Intron nur an den 5'-
bzw. 3'-Enden re-sequenziert. Bei einer ersten BLAST-Suche konnten nur neun der fiinfzehn
Exons lokalisiert werden. Erst nach eingehender Analyse konnten die fehlenden Exons in
falscher Orientierung im Genom entdeckt werden. Ein Teil des zehnten Exons war aufgrund von
Liicken in der genomischen Sequenz erst durch die Re-Sequenzierung zu identifizieren. Insge-
samt konnten 15 Substitutionen entdeckt werden (Tabelle 3.22). Vier befanden sich im 5'-Bereich
des Gens, neun Austausche lagen in den intronischen Bereichen und eine Mutation konnte im 3'-
Bereich identifiziert werden. Zusitzlich konnte ein A—G-Polymorphismus im nicht-kodierenden
Bereich des ersten Exons von FERMT3 lokalisiert werden. Keine der gefundenen Substitutionen
ist spezifisch fiir die betroffenen Tiere. Daher konnen alle identifizierten Austausche als nicht-

kausal fiir den beschriebenen Phinotyp angenommen werden.
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Tabelle 3.22: Ubersicht der Polymorphismen des FERMT3-Gens in 12 FV-Tieren

SNP _Id Position 5'- 3'— flankierende Sequenz Region Effekt AS
4271 43.125.232 ACAGGAGTGA [C/G] CCTCATGGGC UPSTREAM
4272 43.125.269 AAGTAGAAGG [A/G] CAGAGGGAGG UPSTREAM
4273 43.125.303 GACGAGACTT [C/G] AAGGCGTGGG UPSTREAM
4274 43.126.069 TGACCTGCCA [G/T] GTCCCTAAA PROMOTOR
4275 43.126.425 AAGAGAAAGC [A/G] GAGGGGGAGG EXON 1
4276 43.127.556 CATTCTGGGG [G/-] TCAAGGGGAG INTRON 2
4277 43.130.942 TGACATGGTC [A/G] CCCTTGGGCC INTRON 2
4278 43.132.143 AGAAGGGAGG [C/T] TGGGTTGTGG INTRON 6
4279 43.132.158 TTGTGGGACA [C/T] GGGGGATCTC INTRON 6
4280 43.141.875 CAGGTCGGGC [C/T] GAGGCCGGAG INTRON 6
4281 43.142.179 AATGGGCTGC [C/T] GGCTTAGCCA INTRON 7
4282 43.153.443 GGTAGGAGCC [C/T] CACCCCAGCC INTRON 13
4283 43.153.394 CTGCCTGGGG [G/-] CAGCGTGTGA INTRON 13
4284 43.153.326 CGTGCACTCC [C/T] TCCATCCTGC INTRON 13
4288 43.152.912 CATGCAGAGT [A/G] GGGGTGGAGG INTRON 13
4286 43.151.559 CAAACCTGGG [C/T] GGGCTGGGAT = DOWNSTREAM

Ubersicht der durch Re-Sequenzierung identifizierten Polymorphismen des RasGRP2-Gens mit 5'- und 3'-
flankierenden Regionen in 12 FV-Rindern. Die SNP_Id entspricht der internen Identifikationsnummer., die Position
entspricht der Lokalisation des SNPs auf BTA29 im UMD3.1-Assembly. Die [ | enthdilt das Referenz-Allel und den
identifizierten Polymorphismus (fett). Das Referenz-Allel entspricht der Base der bovinen Referenzsequenz. Der
Effekt entspricht der Auswirkung des Austauschs auf die Aminosduresequenz, AS ist der Aminosdureaustausch in
der Proteinsequenz mit Positionsangabe.

3.2.7 Genomweite Re-Sequenzierung und Polymorphismen-Analyse

Durch die genomweite Re-Sequenzierung eines erkrankten Thrombozytopathie-Tieres (TCP_13)
sowie 42 krankheitsunauffélligen Tieren, darunter neun heterozygote Haplotypentrager, konnten
insgesamt 14.408 polymorphe Positionen (SNPs, Insertionen und Deletionen) in der assoziierten
Region auf BTA29 (41.968.900 bp — 44.067.207 bp) identifiziert werden (Jansen et al. 2013).

Da es sich bei dem Phénotyp jedoch nicht um eine letale Erkrankung handelt, konnen sich auch
homozygote Tiere, die nicht als Thrombozytophaten identifiziert wurden, unter den Kontrolltie-
ren befinden und das Auffinden der kausalen Variante so stark erschweren.

Weiterhin konnte bei der Durchsicht der Genomsequenz des erkrankten TCP-Tieres eine homo-
zygot vorliegende, ~80 kb grofle Deletion (42.497.478 — 42.577.967 bp) in der assoziierten
Region beobachtet werden (Abbildung 3.34). Diese Deletion fiihrt zu dem Verlust von zwei
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Genen (LOC614402 und LOC100336631), welche die beiden Phospholipase A2, Gruppe 16-dhn-
lichen Proteine kodieren. Zudem ist nicht ausgeschlossen, dass durch die Deletion der regulatori-
sche Bereich einer weiteren Phospholipase (PLA2G16) oder die transkriptionelle Regulation des
RasGRP2-Gens beeintrichtigt wird, da regulatorische Bereiche oftmals mehrere Kilobasen vor
den kodierenden Sequenzbereichen eines Gens lokalisiert sein konnen (z.B. (TroEeLsen et al.

2003)).

H sssssssss XM_002635377

Abbildung 3.34: ~ 80 kb Deletion in TCP_13

Die Visualisierung der Daten der genomweiten Re-Sequenzierung erfolgte mittels IGV (integrative genomics
viewer, http://www.broadinstitute.org/igv/). Dargestellt ist die ~80 kb umfassende, homozygot vorliegende
Deletion in dem re-sequenzierten TCP-Tier (TCP_13).

83


http://www.broadinstitute.org/igv/

4 Diskussion

4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Feinkartierung und Bestimmung der kausalen Varianten von zwei seit
Kurzem in der Deutschen Fleckvieh-Population auftretenden Erbkrankheiten. Durch die Verwen-
dung modernster molekulargenetischer Untersuchungsmethoden war es mdglich, die zugrunde

liegenden Vererbungsmuster aufzudecken und die genomischen Regionen einzugrenzen.

4.1 BHZD-ihnliches Syndrom

Acht Kilber mit entziindeten Hautverdnderungen und einem schlechten Allgemeinzustand
wurden in der Deutschen Fleckvieh-Population identifiziert. Die klinischen und pathologischen
Untersuchungen der betroffenen Kilber zeigten eine auffillige Ahnlichkeit zu Untersuchungsbe-
funden von Kiélbern, die an einer Zinkmalabsorptionsstérung leiden (StoBer 1971; TRAUTWEIN
1971; MAcHEN et al. 1996).

Eine erbliche Variante des bovinen Zinkmalabsorptionssyndroms ist bei Rindern der Rasse
Holstein-Friesian mit einer Mutation im SLC3944—Gen assoziiert (YuzBasiyaN-GURKAN und
BartLeTT 2006). SLC39A44 gehort zur Familie der ZIP-Transporter, deren Funktion der Transport
von Zink und anderen zweiwertigen lonen ist und so den intrazelluldren Zinkgehalt durch akti-
ven Transport in das Zytoplasma erhdhen (Liuzzi und Cousins 2004). Die Expression des Gens
wird, basierend auf der An- bzw. Abwesenheit von Zink, posttranskriptional gesteuert, wobei die
genauen Mechanismen bisher noch nicht gekldrt werden konnten (Anprews 2008). SLC3944
wird hauptsédchlich in Gastrointestinaltrakt exprimiert und ist dort fiir die Absorption des Spuren-
elements aus der Nahrung verantwortlich. Bisher wurden erbliche Zinkmangelerkrankungen bei
verschiedenen Spezies wie Mensch, Maus und Rind beschrieben (Kury et al. 2002; WaNG et al.
2004; YuznasiyaN-GURKAN und BartLerT 2006; Durner-BeatTie ef al. 2007). Dabei konnte beob-
achtet werden, dass die Ursache der erblichen Stérung Mutationen im SLC3944-Gen sind. Fiir
den Menschen wurden iiber 30 verschiedene Mutationen innerhalb des Transportergens beschrie-
ben, die als kausal fiir den Krankheitsphanotyp gelten (Kury et al. 2003). Aufgrund der schon
postulierten Variante in Rindern der Rasse Holstein-Friesian wurde SLC3944 als Kandidatengen
fiir die Erkrankung in Betracht gezogen und analysiert. Durch die molekulargenetische Untersu-
chung des Gens konnte kein Polymorphismus entdeckt werden, der das Krankheitsbild der
betroffenen FV-Kilber erkldren wiirde. Die Symptomatik erblicher Zinkabsorptionsstérungen die

auf Mutationen in SLC3944 beruhen, kann durch die Einnahme hochdosierter Zinkpréparate
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gelindert werden (Brummerstept 1977). Die betroffenen FV-Kélber zeigten nach der Gabe von
hochdosiertem Zink jedoch keine Verbesserung der Symptome. Es ist daher davon auszugehen,
dass SLC39A44 nicht ursdchlich fiir den FV-spezifischen Phanotyp ist.

Die im Anschluss durchgefiihrte genomweite Assoziationsstudie konnte eine starke Assoziation
(P = 5,87 x 10™) fiir BTA21 aufdecken. Fiir BTA14, auf dem SLC3944 lokalisiert ist, wurde
keine Assoziation mit dem Phénotyp gefunden. Innerhalb der assoziierten Region auf BTA21
(1023 kb) befinden sich 25 verschiedene Gene, unter anderem zwei Zinktransporter-kodierende
Gene (CRIPI, CRIP2). Obwohl beide Proteine eine hohe funktionale Ahnlichkeit zum
SLC39A4-Transporter aufweisen (O’DeLr 1992; Cousins 2010), konnten bei der molekulargene-
tischen Untersuchung der beiden Gene keine Mutationen entdeckt werden, welche das Krank-
heitsbild verursachen wiirden. Es ist daher zu vermuten, dass es sich, dhnlich wie bei der Spin-
nengliedrigkeit (DrROGEMULLER et al. 2010; Burtkamp ef al. 2011), um eine Erkrankung mit einer

heterogenen genetischen Ursache handelt.

Die Analyse der genomweiten Re-Sequenzierung konnte eine Punktmutation in PLD4 nachwei-
sen, einem Mitglied der nicht-klassischen Phospholipase D-Familie (Yoshikawa et al. 2010), die
zu der Entstehung eines beschidigten Proteins fiihrt. Alle betroffenen Kilber tragen diese Vari-
ante homozygot. Durch den G—A-Polymorphismus im sechsten Exon des Gens kommt es zu
dem friihzeitigen Einbau eines Stoppcodons (p.W215X) und damit zur Termination der Transla-
tion, wodurch das entstehende Protein um 256 Aminosauren verkiirzt wird. Es ist anzunehmen,
dass der Basenaustausch einen gravierenden Einfluss auf die Proteinfunktion hat (Dawme et al.
2012; Pret et al. 2012; Mory et al. 2012). Transkripte, die durch eine Mutation ein verfriihtes
Stoppcodon tragen, koénnen durch Mechanismen des Nonsense-vermittelten-mRNA-Abbaus
(nonsense-mediated mRNA decay, NMD) vor der Translation abgebaut werden (FriscimMEYER und
Dierz 1999; Cavanach et al. 2007), da sie bei ihrer Ubersetzung zu verkiirzten Proteinen fiihren,
die in einem Verlust (loss-of-function) oder einem schidlichen Zugewinn (gain-of-function) der
Proteinfunktion resultieren konnen (PerroTTA ef al. 2010; Long et al. 2010; WonG et al. 2012).
Der tatsdchliche Einfluss des identifizierten W215X-Polymorphismus auf die Transkription und
Expression des Gens ist noch nicht bekannt und muss in weiterfiihrenden Studien geklart
werden.

Bisher ist nur wenig {iber die enzymatische Funktion des Proteins bekannt. In Méiusen wird

PLD4 vorrangig in der Milz und in frithen, postnatalen Mikorglia (inflammatorische Zellen des
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zentralen Nervensystems) exprimiert (YosHikawa et al. 2010; Orant et al. 2011). Die Expression
des Proteins in der Randzone der Milz unterstiitzt die Hypothese einer funktionalen Beteiligung
der Phospholipase am Immunsystem (Terao et al. 2012). Méuse mit einer Mutation in dieser
Phospholipase manifestieren einen Phénotyp mit diinnem Haar und einem verzdgerten Wachs-
tum (Harris ef al. 2011). Genomweite Assoziationsstudien beim Menschen konnten eine Verbin-
dung zwischen PLD4-Varianten und rheumatoider Arthritis bzw. systemischer Sklerose nachwei-
sen (Okapa et al. 2012; Terao et al. 2012). Charakteristisch fiir beide Erkrankungen ist eine
Beeintrachtigung des Immunsystems (Autoimmunerkrankungen) und der inneren Organe, wie
Herz, Lunge und Darm (McInngs und ScheTT 2011; CHizzoumt ef al. 2011). Die systemische Skle-
rose prigt sich zudem durch fibrose Verdnderungen der Haut aus, die zu entziindlichen Hautli-
sionen fithren (O’RemLy ef al. 2012). Weiterhin kommt es bei beiden Krankheiten noch vor der
Manifestation der offensichtlichen Hautldsionen und Entziindungen zu dem vermehrten Auftre-
ten interstitieller Lungenerkrankungen (Swartz et al. 2010; Hamrin und Horton 2011; PiccHianTt
DiamanTi et al. 2011; Bussone und Mouthon 2011). Die Ahnlichkeit in der Ausprigung der
Erkrankungen beim Menschen und bei den Fleckvieh-Kélbern spricht fiir die Kausalitit des
Gens und der beschriebenen p.W215X-Mutation. Zusitzlich konnten Arun et al. (2013) die
Wichtigkeit von Mitgliedern der Phospholipase D-Familie bei der Reparatur von Membranver-
letzungen muriner Keratinozyten verdeutlichen, was die Rolle dieser Signalenzyme fiir die
Membranfunktion und Wundheilung hervorhebt. Zudem identifizierten Grarr et al. (2012) eine
Mutation in einer Phospholipase, die zu einer Verhornungsstérung bei Hunden fiihrt. Dadurch
konnte die Schliisselrolle dieser Proteine bei der Keratinisierung und den Stoffwechselprozessen

der epidermalen Barrierefunktion im Allgemeinen verdeutlicht werden.

Die Uberpriifung des Vorkommens der Stoppmutation in einem Probenset bestehend aus drei
unterschiedlichen Rinderrassen und insgesamt 2322 Tieren konnte zeigen, dass dieser Polymor-
phismus nur in den erkrankten Kéilbern homozygot vorliegt. Dies ist ein weiteres Indiz fiir die
Kausalitit der p.W215X-Variante, da autosomal-rezessive Erkrankungen mit letalem Erbgang
ausschlieBlich in den betroffenen Tieren homozygot auftreten konnen (Buitkawmp et al. 2011; Fox-
Crirsnam et al. 2011; Karay et al. 2012). Es scheint daher sehr wahrscheinlich, dass eine beein-
trachtigte Funktion der PLD4 ursichlich fiir die Hautverdnderungen und den schlechten Allge-

meinzustand der betroffenen FV-Kélber ist.
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Obwohl es groBe Ahnlichkeiten zwischen dem FV-spezifischen Syndrom und BHZD bei
Holstein-Friesian gibt, konnte bisher kein Hinweis auf eine Verbindung der Phospholipase D4
und dem Zinkmetabolismus gefunden werden. Weiterhin konnte die Gabe von hochdosiertem
Zink die Symptome der Erkrankung der betroffenen FV-Kélber nicht lindern, was die Vermutung
erhértet, dass der Phéanotyp nicht durch eine gestorte Zinkabsorption verursacht wird.

Aufgrund des fortgeschrittenen Krankheitsstadiums der untersuchten Patienten kann zurzeit
nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei der Erkrankung um einen genetischen Defekt mit
unvollstindiger Penetranz oder variabler Expressivitidt handelt. Obwohl es wahrscheinlich ist,
dass eine Vielzahl der betroffenen Kélber schon vor der Ausprigung der offensichtlichen derma-
tologischen Verdnderungen den beschriebenen Sekundérinfektionen erliegt, ist es mdglich, dass
die Manifestation der Erkrankung durch duBlere Umstinde beeinflusst wird. Eine endgiiltige
Aussage iiber die Penetranz der Erbkrankheit 14sst sich nur durch weitere klinische Studien und

die Beobachtung betroffener Tiere von Geburt an und unter kontrollierten Bedingungen treffen.

Zwei gesunde Tiere tragen den pridisponierenden Haplotypen homozygot. Die Uberpriifung der
PLD4-Variante konnte zeigen, dass in keinem dieser Tiere die p.W215X-Mutation homozygot
vorliegt. Es ist daher wahrscheinlich, dass der kausale Polymorphismus der Erkrankung der FV-
Population in der Keimbahn des Griindertieres entstanden ist, wodurch zwei identische Haploty-
pen in der Population existieren, die sich nur an dem Defektallel unterscheiden. Eine dhnliche
Situation wurde fiir das Arachnomelie-Syndrom beim Braunvieh beobachtet (DROGEMULLER et al.
2010). Dies schliefit die Unterscheidung zwischen Tieren, die den gesunden Haplotypen und
Tieren, welche die krankheitsassoziierte Form tragen anhand von Array-basierten Genotypen
aus. Da bei der Frequenzberechnung nicht zwischen dem gesunden und dem krankheitsassoziier-
ten Haplotypen unterschieden werden kann, ist die berechnete Frequenz des pradisponierenden
Haplotypen (1,86 %) hoher als die Frequenz des Defektallels (1,1 %). Dennoch kann der breite
Einsatz eines Defektallel-tragenden Zuchtbullen zum sofortigen Anstieg der Frequenz in der
Deutschen Fleckvieh-Population fithren. Bei einer Frequenz von 1,1 % des Defektallels in der
FV-Population, einem gleich verteilten Gebrauch aller Besamungsbullen und ca. 1.100.000 jéhr-
lichen Geburten sollten pro Jahr 121 betroffene (homozygote) FV-Kélber geboren werden. Die
meisten dieser Fille werden wahrscheinlich aufgrund der unspezifischen Krankheitssymptome
(z.B. Lungen- und Magen-Darm-Erkrankungen) nicht als betroffene Kélber identifiziert und ster-

ben vor der Manifestation des charakteristischen Krankheitsbildes.
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Die routinemifBige Genotypisierung aller Zuchtbullen der FV-Population im Rahmen der geno-
mischen Selektion ermdglicht die schnelle Identifizierung von Tieren, die den pradisponierenden
Haplotypen tragen. Diese Tiere sollten an der kausalen p.W215X-Variante genotypisiert und
Trager aus der kiinstlichen Besamung ausgeschlossen werden. Dieser kosteneffektive Ansatz
wiirde unnétiges Tierleiden und wirtschaftliche Verluste durch die Vermeidung von Risikoanpaa-
rungen (Anlagetriger x Anlagetriger) verhindern ohne dabei (groBle) Auswirkungen auf das

Zuchtprogramm zu haben.

4.2 Thrombozytopathie

Im Rahmen der bovinen neonatalen Thrombozytopenie (BNP)-Untersuchungen wurden
vermehrt Rinder der Rasse Deutsches Fleckvieh mit starker Blutungsneigung auffillig, deren
Blutbilder nicht dem klinischen Bild der BNP entsprachen. Betroffene Tiere hatten in der Regel
ein ungestortes Allgemeinbefinden, litten aber nach Verletzungen der Haut an zum Teil massi-
ven, langerfristigen Blutungen sowie Blutungen der Nase und Schleimhaute.

Bisher wurde eine erbliche Storung der Blutplittchenaggregation nur bei Simmental-Rindern im
nordamerikanischen Raum beobachtet (SEarcy et al. 1990; Stericek et al. 1993b; NAVARRE et al.
1995). Als Ursache dieser Thrombozytopathie wird eine Punktmutation im Exon 7 des
RasGRP2-Gens angegeben, die zu einem Aminosdureaustausch (p.L234P) und damit wahr-
scheinlich zu einer gestdrten Funktionalitdt des Proteins fiihrt (Boubreaux et al. 2007b).

Eine genomweite Assoziationsstudie der betroffenen Tiere konnte eine starke Assoziation (P =
4,88 x 107%) des Phinotyps mit einer genomischen Region auf BTA29 identifizieren. Dies steht
im Widerspruch zu Kreuzungsexperimenten, die vermuten lassen, dass die Krankheit auf Poly-
morphismen an mindestens zwei unterschiedlichen Genorten beruht (MarLeTOFT et al. 2000). Der
2,1 Mb lange homozygote Bereich (41.968.900 bp — 44.067.207 bp) auf Chromosom 29 beinhal -
tet insgesamt mehr als 70 Gene. Das in der Literatur als ursédchlich fiir eine erbliche Blutgerin-
nungsstorung bei Simmental-Rindern (HTS) angegebene RasGRP2-Gen befindet sich ebenfalls
innerhalb dieser Region (Boupreaux et al. 2007b). Alle 44 Tiere mit einer bestitigten Thrombo-
zytenfunktionsstorung tragen das Defektallel homozygot. Zusétzlich tragen zehn Tiere ohne oder
mit uneindeutiger Thrombozytenaggregationsmessung diesen Polymorphismus homozygot. Die
Autozygotiekartierung der krankheitsassoziierten Region konnte ein 2098 kb langes homozygo-
tes Segment (41.968.900 bp — 44.067.207 bp) fiir die 32 genotypisierten FV-Tiere identifizieren.
Innerhalb dieses Bereichs ist auch das postulierte RasGRP2-Gen lokalisiert. Acht Tiere ohne
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oder mit uneindeutiger Thrombozytenaggregationsmessung, die aber differentialdiagnostisch
auffillig waren, tragen die krankheitsassoziierte Region ebenfalls homozygot. Beriicksichtigt
man diese Tiere bei der Autozygotiekartierung verkiirzt sich der homozygote Bereich auf 1407
kb (41.968.900 bp — 43.375.960 bp), RasGRP?2 liegt nicht mehr innerhalb dieser Region. Es ist
unwahrscheinlich, das Polymorphismen in Genen, die auerhalb eines signifikant assoziierten,
homozygoten Bereichs lokalisiert sind, fiir die Auspragung eines bestimmten Phénotyps verant-
wortlich sind (WatsH et al. 2010; Litrtink ef al. 2010; SeicHTER ef al. 2011). Daher ist es moglich,
dass die krankheitsverursachende Mutation nicht die postulierte p.L234P-Variante ist. Um die
Kausalitdt des nicht-synonymen Aminosédureaustausches beurteilen zu konnen, miissen zusitzli-
che Fille untersucht und Studien zum Einfluss der p.L234P-Variante auf die Proteinfunktion
durchgefiihrt werden.

Verschiedene Studien hdmorrhagischer Diathesen bei Menschen konnten durch eine Erh6hung
der Probandenzahl zeigen, dass die Thrombozytenfunktionsstdrung nicht durch Basensubstitutio-
nen in RasGRP2 ausgeldst werden, sondern Varianten in benachbarten Genen, die ebenfalls an
der Blutgerinnungskaskade beteiligt sind, die Blutungsepisoden verursachen (Svensson et al.
2009; Kuurers et al. 2009). Obwohl die p.LL.234P-Variante als schidlich fiir die Proteinfunktion
eingeschidtzt wird (siehe Kapitel 3.2.2.1), ist die genaue Wirkung des nicht-synonymen Amino-
sdureaustausches auf die Thrombozytenaggregation noch nicht detailliert erforscht worden.
Innerhalb der homozygoten Region befinden sich weitere Gene die in der Plattchenaggregation
(FERMT3 und PLCB3) sowie bei der Formation der Blutgefille (VEGFB) eine wichtige Rolle
spielen (Abbildung 9.2). Da diesen Genen eine direkte oder indirekte Rolle in der Blutgerinnung
zukommt, ist es denkbar, dass Mutationen in diesen Genen in einer Storung der Himostase resul-
tieren. Untersuchungen einer menschlichen Blutgerinnungsstorung, der Leukozyten-Adhésions-
Defizienz-Typ-III, lieBen vermuten, das Polymorphismen im RasGRP2-Gen ursichlich fiir die
Erkrankung sind (Pasvorsky et al. 2007). Erst nach weiteren Untersuchungen konnten Varianten
im humanen FERMT3-Gen als Ursache der Erkrankung identifiziert werden (Svensson et al.
2009). Charakteristisch fiir diese Krankheit sind ausgepréigte Blutungsepisoden aufgrund einer
Storung der Integrinrezeptoraktivierung (Jurk et al. 2010). Durch die Re-Sequenzierung des
bovinen FERMT3 konnten Polymorphismen innerhalb des Gens als krankheitsverursachend
ausgeschlossen werden.

Weiterhin befindet sich innerhalb des homozygoten, chromosomalen Bereichs ein Phospholipase

C-kodierendes Gen (PLCB3). Durch ihre Rolle in der Signaltransduktion der primdren Himo-
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stase ist es wahrscheinlich, dass Mutationen im Gen, welche die Funktionalitdt der Phospholi-
pase eintrichtigen oder ganz auBler Kraft setzen, in einer Blutgerinnungsstérung resultieren
(Banno ef al. 1995). Zusitzlich ist in der genomischen Region ein vaskuldrer Wachstumsfaktor
(VEGFB) lokalisiert. Mitglieder der VEGF-Familie sind fiir die richtige Ausbildung der Blutge-
faBe von essentieller Bedeutung (Kocu und CraessoNn-WELsH 2012). Da Komponenten der Blut-
gefaBwinde, wie beispielsweise Kollagen (FarnpaLk ef al. 2003), groflen Einfluss auf die Akti-
vierung der Blutgerinnungskaskade haben, ist eine Storung der Koagulation durch eine verin-
derte epidermale Struktur gut vorstellbar.

Die genomweite Re-Sequenzierung eines betroffenen Tieres und die anschlieBende Analyse der
identifizierten Polymorphismen konnte keinen SNP innerhalb der Genstruktur dieser Gene entde -
cken. Jedoch ist die genomische Sequenz von PLCB3 noch nicht vollstdndig entschliisselt, so
dass SNPs, aufgrund fehlender Sequenzinformationen, bei der Analyse nicht detektierbar gewe-
sen sein konnen. Zusétzlich sind, obwohl der genomische Bereich eine durchschnittliche 6,75fa-
che Abdeckung zeigt, einige Regionen des Gens nur sehr wenig bis gar nicht abgedeckt. Dies
kann ebenfalls zu einem Nichterkennen variabler Positionen fiihren.

Dariiber hinaus sind in dem genomischen Abschnitt auch eine Reihe anderer Gene lokalisiert, die
keinen offensichtlichen Einfluss auf die Blutgerinnung haben. Aufgrund der Komplexitit dieses
biologischen Prozesses kann nicht ausgeschlossen werden, dass Basensubstitutionen und/oder
strukturelle Verdnderungen in diesen Genen zu einer bisher unbekannten Beeintrdchtigung der
Hamostase fliihren. Weiterhin konnte innerhalb des homozygoten Bereichs eine ~80 kb grofie
Deletion identifiziert werden. Innerhalb dieser strukturellen Variante sind mindestens zwei Gene
lokalisiert. Das genomweit re-sequenzierte TCP-Tier sowie andere Tiere der genomweiten Re-
Sequenzierung tragen die Deletion homozygot. Bisher konnte der Einfluss der strukturellen Vari-
ante auf den Phénotyp noch nicht geklart werden, jedoch konnen groBe Deletionen, die zum
Verlust von Genen fiihren, fiir die Manifestation von Krankheiten ursédchlich sein (z.B. (ProBst et

al. 2007; Brusius-FaccHN ef al. 2012)).

Die genetische Manifestation der Erkrankung konnte bisher noch nicht bestimmt werden. Es ist
bekannt, dass die Ausprigung des Phénotyps bei Blutgerinnungsstérungen sehr variabel sein
kann (z.B. (RopeghiEro und Castaman 2001)). Bei der bovinen Thrombozytopathie kann es von
leichtem Nasenbluten bis zu schwerwiegenden inneren Blutungen nach Verletzungen oder

Abkalbungen kommen (Stericek et al. 1993b; Weisser et al. 2010). Dies kann ein Hinweis auf
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eine unvollstdndige Penetranz oder variable Expressivitit des genetischen Defekts sein (Mariant
und Bernarpr 2009; Liicrap 2009; CHavalr et al. 2009). Weiterhin ist der Umwelteffekt auf die
Blutgerinnungsstorung noch nicht geklért. Es ist vorstellbar, dass sowohl die Aufstallung (Verlet-
zungsrisiko) als auch die Fiitterung einen Effekt auf die Blutungsneigung betroffener Tiere hat.
Dariiber hinaus gibt es beim Menschen Hinweise, dass die Auspriagung einer Gerinnungsstorung

mit der Blutgruppe des Patienten zusammenhangt (Orstavik et al. 1985; Hickson et al. 2010).

Elf Fleckvieh-Bullen tragen den priadisponierenden Haplotypen homozygot, 1409 Fleckvieh-Bul-
len sind heterozygote Trager des Haplotypen. Die hohe Anzahl an homozygoten Tieren ldsst sich
durch die groBe Variabilitit in der Auspragung der Blutgerinnungsstorung erklaren. Dadurch ist
es moglich, dass auch homozygote Triager der Erkrankung das Reproduktionsalter erreichen und
so die Blutungsneigung weiter in der Population verbreiten. Durch das Vorkommen homozygoter
Trager des krankheitsassoziierten Haplotyps kann es sich bei der bovinen Thrombozytopathie
nicht um einen letalen Erbdefekt handeln (VaNRADEN et al. 2011). Bei den elf Tieren handelt es
sich zum Teil um genomische Jungvererber mit einem hohen genomischen Zuchtwert (> 120). Es
ist sehr wahrscheinlich, dass diese Bullen in Zukunft gehéduft in der kiinstlichen Besamung
eingesetzt werden, wodurch innerhalb weniger Generationen die Anzahl betroffener Tiere stark
ansteigen wird.

Mit einer Frequenz von 6,9 % ist der krankheitsassoziierte Haplotyp stark in der Deutschen
Fleckvieh-Population vertreten. Dies kann auf einen mdglichen positiven Effekt des Haplotypen
auf heterozygote Tiere hinweisen. Eine Mutation im bovinen 7FAM-Gen fiihrt bei heterozygoten
Tragern zu einer verbesserten Fruchtbarkeit und Milchproduktion im Vergleich mit beiden homo-
zygoten Varianten (CLempsoN et al. 2011). Ein dhnlicher Effekt wire auch bei der vorliegenden
Erkrankung denkbar. Dessen ungeachtet kann die Verbreitung des Defekts in der Rinderpopula-
tion auch auf der Struktur der bovinen Zuchtprogramme beruhen. Durch den vermehrten Einsatz
einzelner Elitebullen ist es moglich einen autosomal-rezessiven Defekt unbemerkt, groB3flachig

in der Population zu verteilen (WhitLock ef al. 2008).

Durch die genomweite Re-Sequenzierung wichtiger Griindertiere der Deutschen Fleckvieh-Po-
pulation war es moglich den Ursprung der Erkrankung einzugrenzen. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Blutgerinnungsstorung iiber zwei FV-Bullen, Renner und Radi, in der Popula-

tion verteilt wurde. Obwohl beide Bullen von Redad (50%-Red Holstein-blutfithrender Bulle)
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abstammen, scheint der Haplotyp nicht iiber Red Holstein in die FV-Population eingebracht

worden zu sein, sondern {iber einen gemeinsamen Vorfahren der beiden FV-Bullenmiitter.

4.3 Die Schwierigkeiten bei der Suche nach kausalen Varianten

Die Ursache einer genetischen Pradisposition aufzudecken erscheint einfach, wenn das Krank-
heitsbild einer bereits entschliisselten Erkrankung einer anderen Rasse oder Spezies dhnlich ist.
Tatsichlich ist die Ubertragbarkeit solcher Ergebnisse oft schwierig, da ein dhnlicher Phinotyp
einer Erkrankung bzw. eines Defekts nicht zwingend auf dem gleichen Vererbungsmuster oder
der gleichen Krankheitsursache basiert. Man spricht in diesem Fall von Heterogenie (McCLELLAN
und Kivg 2010). Beispielhaft hierfiir ist die Spinnengliedrigkeit bei Rindern der Rasse Braunvieh
und Fleckvieh. Obwohl der Phénotyp des Defekts bei den betroffenen Rinderrassen identisch ist,
konnte gezeigt werden, dass die kausalen Mutationen in verschiedenen Genen lokalisiert sind
(DroGEMULLER et al. 2010). Zusdtzlich konnen Phénokopien die Ermittlung einer genetischen
Ursache einer Erkrankung behindern, da das gehdufte Auftreten von Phinokopien die Durchfiih-
rung genomweiter Assoziationsstudien erschwert (Aceruowm et al. 2004; Lescar und FrRANCESCHI
2010). Des Weiteren kann es problematisch sein einen offensichtlichen Zusammenhang zwischen
dem kausalen Gen und dem Krankheitsbild herzustellen. Das in der vorliegenden Dissertation
identifizierte kausale Gen fiir das BHZD-dhnliche Syndrom, PLD4, ist bisher nur wenig in der
Literatur beschrieben worden. Zurzeit gibt es kaum Informationen iiber die Lokalisation und
Funktion der Phospholipase, so dass noch nicht klar ist, wie eine stark eingeschriankte Funktion
oder der komplette Funktionsverlust in dem beschriebenen Phénotyp resultieren kann. Zusitzlich
konnen funktional-dhnliche Gene, die in den assoziierten Regionen lokalisiert sind, die Suche
nach kausalen Varianten erschweren. Die molekulargenetische Untersuchung des BHZD-dhnli-
chen Syndroms erfolgte, aufgrund der funktionalen Ahnlichkeit zu dem postulierten Gen bei
Rindern der Rasse Holstein-Friesian (YuzBasivan-GurkaN und BartLert 2006), erst in zwei
Zinktransporter-kodierenden Genen, bevor das ursdchliche Gen iiber die genomweite Re-Se-
quenzierung identifiziert werden konnte. Obwohl in den vergangenen Jahren eine Reihe physio-
logischer Zusammenhinge aufgedeckt werden konnte, ist nach wie vor eine Vielzahl biologi-
scher Prozesse noch nicht bis in Detail erklért, so dass die komplexen Zusammenhénge zwischen

Kandidatengenen und Krankheiten manchmal nicht auf den ersten Blick ersichtlich sind.
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Ein weiteres Problem bei der Entschliisselung einer neuen Erkrankung ist die Frage nach der
genetischen Manifestation. Erbfehler mit unvollstindiger Penetranz oder variabler Expressivitét
zeigen oft einen uneindeutigen Phanotyp, so dass die Diagnose schwierig sein kann. Obwohl
gehduft autosomal-dominante Erbginge eine unvollstindige Penetranz aufweisen, kann die
charakteristische Manifestation eines Phanotyps auch bei autosomal-rezessiven Erbgéngen varia-

bel sein (GentiLE und Testont 2006; Joss et al. 2008).
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4.4 Schlussfolgerungen

Wichtig fiir eine schnelle Aufklirung eines Erbfehlers ist die richtige Zusammenarbeit zwischen
Tierdrzten und -ziichtern. Durch die aufmerksame Beobachtung eingehender Krankheitsfille und
die detaillierte Anamnese mit ersten Stammbaumanalysen ist es moglich, neu auftretende
Erbfehler innerhalb einer Population schnell zu identifizieren. Die Zusammenarbeit beider Diszi-
plinen kann die rasche Entschliisselung der Zusammenhinge zwischen dem Phénotyp und der
genetischen Ursache bewirken und somit Tierleiden und wirtschaftlichen Verlusten vorbeugen.
Basierend auf der erwarteten Anzahl betroffener Tiere einer genetischen Erkrankung konnen

Entscheidungen zum richtigen Umgang mit der genetischen Pradisposition getroffenen werden.

Das BHZD-édhnliche Syndrom ist eine kiirzlich entdeckte autosomal-rezessive Erbkrankheit in
der Deutschen Fleckvieh-Population, das durch eine verfriithte Stoppmutation (p.W215X) in dem
Phospholipase D4-kodierenden Gen (PLD4) verursacht wird. Ein Zinkmangel scheint fiir die
Ausprigung der Krankheitssymptomatik nicht ursichlich zu sein. Um die Genotyp-Phénotyp-In-
teraktion eindeutig entschliisseln zu konnen sind weitere Studien notwendig. Die Identifizierung
der kausalen Variante ermoglicht das Testen der gesamten FV-Population, so dass ein tiergerech-
ter und kosteneffektiver Umgang mit der erblichen Erkrankung mdglich ist. Obwohl die
Frequenz des Defektallels zurzeit noch niedrig ist (1,1 %), kann der breite Einsatz eines einzel-
nen Defektallel-tragenden Bullen die Anzahl betroffener Tiere innerhalb weniger Generationen
drastisch erhohen.

Die identifizierte Blutgerinnungsstdrung beim Deutschen Fleckvieh ist eine Krankheit, die schon
bei Simmental-Rindern im nordamerikanischen Raum beschrieben wurde. Bei diesen Rindern
konnte eine Punktmutation (c.T911C), die zu einem nicht-synonymen Aminosiureaustausch
(p.L234P) fiihrt, als Ursache fiir die Thrombozytopathie identifiziert werden. Obwohl diese
Mutation auch bei den 44 FV-Tieren mit auffilliger Thrombozytenaggregationsmessung homo-
zygot vorliegt, bleibt unklar ob die p.L234P-Variante tatsichlich kausal fiir diese Stérung der
Blutgerinnung ist. Daher sollten zusitzliche Félle untersucht und Studien zum Einfluss der
p.L234P-Variante auf die Proteinfunktion durchgefiihrt werden.

Die hohe Frequenz des pradisponierenden Haplotypen (6,9 %) und die Identifizierung von elf
homozygoten genomischen Jungvererbern mit hohen genomischen Zuchtwerten machen deut-
lich, dass die Blutgerinnungsstérung in Zukunft eine groe Rolle in der Fleckvieh-Zucht spielen

wird.
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4 Diskussion

Da Array-basierte Genotypen mittlerweile routinemifBig im Rahmen der genomischen Zucht-
wertschdtzung erhoben werden, kdnnen Trager der priddisponierenden Haplotypen schnell und
kostengiinstig identifiziert werden. Diese Tiere sollten fiir die Untersuchung des BHZD-4hnli-
chen Syndroms an der kausalen p.W215X-Mutation genotypisiert und bestitigte Trager des
Defektallels von der kiinstlichen Besamung ausgeschlossen werden. FV-Bullen, die den pradis-
ponierenden Haplotypen der Thrombozytopathie tragen sollten ebenfalls im Rahmen der routine-
mifBigen Genotypisierung identifiziert und gekennzeichnet werden.

Dieser kosteneffektive Ansatz wird unnétiges Tierleiden und wirtschaftliche Verluste durch die
Vermeidung von Verpaarungen verifizierter Triger des Defektallels bzw. Trager des krankheits-

assoziierten Haplotyps verhindern.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Aufklidrung der molekulargenetischen Architektur von zwei kiirzlich

entdeckten Erbkrankheiten in der Deutschen Fleckvieh-Population.

Seit 2009 wurden vermehrt Fleckvieh-Kélber mit einem sehr schlechten Allgemeinzustand und
Hautverdnderungen auffallig. Das Krankheitsbild der betroffenen FV-Kélber dhnelt der Sympto-
matik der bovinen hereditidren Zinkdefizienz (BHZD) bei Rindern der Rasse Holstein-Friesian.
Durch eine erste molekulargenetische Untersuchung der betroffenen Kélber wurden Polymor-
phismen in dem postulierten Gen (SLC3944) als ursdchlich fiir das BHZD-dhnliche Syndrom
beim Deutschen Fleckvieh ausgeschlossen. Eine weiterfilhrende genomweite Assoziationsstudie
konnte eine signifikante Assoziation (P = 5,87 x 10™) des Krankheitsbildes mit dem distalen
Ende auf BTA21 nachweisen. Die Autozygotiekartierung der krankheitsassoziierten Region
konnte ein 1023 kb langes homozygotes Segment (70.550.045 bp — 71.573.501 bp) identifizie-
ren. In dieser assoziierten Region sind zwei Zinktransporter (CRIP1 und CRIP2) mit funktionaler
Ahnlichkeit zu SLC3944 lokalisiert. Bei der molekulargenetischen Untersuchung der beiden
Gene wurden keine Varianten entdeckt, die das BHZD-éhnliche Syndrom verursachen kdnnten.

Die Identifizierung der verursachenden Mutation erfolgte durch die genomweite Re-Sequenzie-
rung eines erkrankten FV-Kalbes in dem Phospholipase D4-kodierenden Gen PLD4. Der kausale
Basenaustausch fiihrt zum Einbau eines Stoppcodons und damit zu einer verfrithten Translations-
termination. Es ist zu vermuten, dass das entstehende Protein durch den Verlust mindestens einer
funktionalen Domiine eine stark eingeschrinkte bis fehlende Funktionalitit aufweist. Eine Uber-
priifung des Vorkommens dieser Variante in 2322 Rindern konnte zeigen, dass nur die erkrankten

FV-Kilber die Variante homozygot tragen.

Im Rahmen der bovinen neonatalen Panzytopenie (BNP)-Untersuchungen wurden vermehrt FV-
Rinder mit starker Blutungsneigung auffillig, deren Blutbilder nicht dem klinischen BNP-Bild
entsprachen. Betroffene Tiere hatten in der Regel ein ungestortes Allgemeinbefinden, litten aber
nach Verletzungen der Haut an langerfristigen Blutungsepisoden sowie Blutungen der Nase und
Schleimhéute. Eine Messung der Thrombozytenaggregation konnte bei den betroffenen Tieren
eine Storung der Blutgerinnung nachweisen. Bisher wurde eine erbliche Stérung der Blutplitt-

chenaggregation vermehrt nur bei Simmental-Rindern im nordamerikanischen Raum beobachtet.
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5 Zusammenfassung

Als Ursache dieser Thrombozytopathie wird eine Punktmutation im Exon 7 des RasGRP2 ange-
geben, die zu einem Aminosdureaustausch (c.T911C, p.L234P) und damit wahrscheinlich zu
einer gestorten Funktionalitit des Proteins flihrt. Die molekulargenetische Untersuchung des
Gens in 101 Fleckvieh-Tieren konnte den ¢.T911C-Polymorphismus in der Deutschen Fleckvieh-
Population validieren. Alle 44 Tiere mit einer bestdtigten Thrombozytenfunktionsstérung tragen
das Defektallel homozygot. Zusitzlich tragen zehn Tiere ohne oder mit uneindeutiger Thrombo-
zytenaggregationsmessung diesen Polymorphismus homozygot. Eine genomweite Assoziations-
studie konnte eine signifikante Assoziation (P = 4,88 x 10°) des Phénotyps mit BTA29 nachwei-
sen. Die Autozygotiekartierung der krankheitsassoziierten Region konnte ein 2098 kb langes
homozygotes Segment (41.968.900 bp — 44.067.207 bp) fiir die 32 genotypisierten FV-Tiere
identifizieren. Innerhalb dieses Bereichs ist auch das postulierte RasGRP2-Gen lokalisiert. Acht
Tiere ohne oder mit uneindeutiger Thrombozytenaggregationsmessung tragen die krankheitsas-
soziierte Region ebenfalls homozygot. Beriicksichtigt man diese Tiere bei der Autozygotiekartie-
rung verkiirzt sich der homozygote Bereich auf 1407 kb (41.968.900 bp — 43.375.960 bp).
RasGRP? liegt nicht mehr innerhalb dieser Region. Es ist daher moglich, dass die krankheitsver-
ursachende Mutation nicht die postulierte p.L234P-Variante ist. Innerhalb der assoziierten
Region befinden sich Gene, die an der Blutgerinnung sowie der Struktur des vaskuldren Systems
beteiligt sind. Bisher konnten in keinem dieser Gene Mutationen entdeckt werden, die den
Phinotyp der Erkrankung erklaren wiirden. Daher sind weitere Untersuchungen zur Identifizie-

rung der kausalen Variante notwendig.

Die vorliegende Dissertation konnte zeigen, dass die Entschliisselung der genetischen Architek-
tur erblicher Erkrankungen oftmals mit Schwierigkeiten verbunden ist. Jedoch ermoglicht die
Kombination verschiedener molekulargenetischer Methoden (genomweite Assoziationsstudie,
Autozygotiekartierung und genomweite Re-Sequenzierung einzelner Tiere) das Auffinden
ursichlicher Varianten. Erbliche Defekte sollten so in der Zukunft schnell kartiert und entschliis-
selt werden konnen, so dass unnétiges Tierleiden und wirtschaftliche Verluste vermieden werden

konnen.
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6 Summary

The aim of this study was the molecular genetic dissection of two recently identified congenital

diseases of the Fleckvieh population.

Since 2009 calves with severe skin lesions and a poor general health status have been identified
in the Fleckvieh population. Clinical findings of the affected calves were similar to the pheno-
typic appearance of Holstein-Friesian calves suffering from the bovine hereditary zinc deficiency
(BHZD). The molecular genetic analysis precluded variants in SCL3944, the postulated gene
responsible for BHZD, to be causal for the BHZD-like syndrome in Fleckvieh cattle. A genome-
wide association study revealed a strong association signal (P = 5,87 x 10™) on BTA21. Autozy-
gosity mapping detected a common 1023 kb (70.550.045 bp — 71.573.501 bp) segment of exten-
ded homozygosity in the eight affected calves. Two zinc transport coding genes (CRIPI and
CRIP2) with functional similarity to SLC3944 are located within this region. However, poly-
morphisms in these genes were excluded to be associated with the BHZD-like syndrome. The
genome-wide re-sequencing of one affected calf revealed a putative loss-of-function mutation in
the phospholipase D family member 4 (PLD4) encoding gene, resulting in an impaired function
of the protein. The p.W215X mutation was perfectly associated in a panel of 2322 animals, only

the affected calves carry this variant homozygous.

In the context of the bovine neonatal pancytopenia-examination animals with severe bleeding
episodes but a normal blood count have been identified in the Fleckvieh population. Affected
animals have a normal general condition but suffer of prolonged skin haemorrhage as well as
epistaxis and gingival bleeding. The measurement of the platelet aggregation proved a functional
disorder of the animal's thrombocyte aggregation. So far, an inherited disorder of platelet aggreg-
ation has only been reported for Simmental cattle in Northern America. This disorder is caused
by a mutation in RasGRP2, resulting in a non-synonymous change of aminoacids (p.L234P) and
therefore presumably in an impaired function of the encoded protein. The molecular genetic
analysis of this variant in 101 Fleckvieh animals validated the c.T911C polymorphism in the FV-
population. All 44 animals with a proven impaired function of platelet aggregation carried the
defect allele homozygous. In addition, ten animals with no or an ambiguous measurement of the

thrombocyte aggregation carried this mutation homozygous. A genome-wide association study
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6 Summary

detected a strong association signal (P = 4,88 x 10°) on BTA29. Autozygosity mapping revealed
a common 2098 kb (41.968.900 bp — 44.067.207 bp) segment of extended homozygosity in the
32 affected animals. The postulated RasGRP2 gene is located within this region. However, eight
animals with no or an ambiguous measurement of the thrombocyte aggregation carried the asso-
ciated region homozygous as well. Taken these animals into account for the autozygosity
mapping, the common segment of extended homozygosity shortens to 1407 kb (41.968.900 bp —
43.375.960 bp). RasGRP2 is not located within this region anymore. Therefore it seems possible
that the postulated RasGRPZ2-polymorphism is not aetiological for the thromocytopathia in
Fleckvieh cattle. Genes, that are involved in blood coagulation, are located within the identified
common segment of extended homozygosity. However, none of the detected polymorphisms
within these genes was associated with the disease phenotype. Therefore further molecular
genetic analyses have to be performed in order to unravel the genetic architecture of this

disorder.

This thesis demonstrated that the unraveling of the genetic architecture of inherited disorders can
be difficult. However, the combination of different molecular genetic methods (genome-wide
association study, autozygosity mapping and genome-wide re-sequencing) allows for the identi-
fication of causal variants. Therefore the quick mapping and disentangling of congenital

disorders should be possible to avoid unneeded animal suffering and economical losses.
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9.1 Erlauterung der Thrombozytenaggregationsmessung

Die phinotypische Identifizierung betroffener Tiere sowie die Messung der Thrombozytenaggrega-
tion wurden von Mitarbeitern der Klinik fiir Wiederk&uer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der
LMU Miinchen durchgefiihrt. Die Untersuchung der Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten
erfolgte nach dem Prinzip der Impedanz-Aggregometrie mit einem Multiplate® 5.0 Analyzer,
(Verum Diagnostica, Miinchen, Deutschland). Dazu wird frisches Vollblut (maximale zwei Stun-
den nach der Entnahme) in eine spezielle Messkammer gegeben und mit verschiedenen gerin-
nungsfordernden Agonisten (ADP, Kollagen) versetzt. Zur Uberpriifung und Reproduzierbarkeit
des Verfahrens erfolgt die Messung zeitgleich an zwei Sensoreinheiten der Multiplate-Zelle
(insgesamt vier Sensordrdhte pro Messzelle). Bei einer ungestorten Koagulation lagern sich die
aktivierten Thrombozyten an die Oberfliche der Sensordrihte der Kammer. Es kommt zu einer
Erhohung des elektrischen Widerstands. Diese Widerstandsdnderung wird als MaR3 der Pléttchen-
aggregation verwendet. Bei einer gestorten Thrombozytenfunktion wird keine Verdnderung des
Widerstandes registriert. Die Bewertung der Thrombozytenfunktion erfolgt iiber den AUC-Wert
(area under the curve), welche vom Aggregationsmaximum und der Aggregationsgeschwindig-
keit beeinflusst und in der Einheit AU*min oder U*min (10 AU = 1 U) angegeben wird.

Vor der Messung der Thrombozytenaggregation wurde von allen betroffenen Tieren ein Blutbild
zur Erfassung der Thrombozytenzahl erstellt. Durch eine Verminderung der Blutpléttchenanzahl
kann es zu einer verlangsamten bis gar keiner Plattchenaggregation kommen und die Impedanz-
messung somit zu einer falsch-positiven Identifizierung betroffener Tiere fithren (HaNkE et al.
2010). Die Laborbefunde aller in die Untersuchung eingegangen Rinder lagen innerhalb der
Referenzbereiche, so dass eine Thrombozytopenie sowie eine Storung der sekundiren Hdmo-
stase als Krankheitsursache von den untersuchenden Veterindirmedizinern ausgeschlossen werden
konnte. Die Impedanzmessung der Blutproben der untersuchten Tiere konnte eine Stérung der
Thrombozytenfunktion nachweisen. Im Vergleich mit gesunden Tieren zeigten die Blutplittchen
erkrankter Rinder keine Aggregation nach der Zugabe der Plittchenaktivatoren Kollagen und
ADP (Abbildung 9.1). Aufgrund der klinischen Untersuchung und der Befunde der Impedanz-

messung wurde die Diagnose einer Thrombozytopathie gestellt.
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betroffenes Tier
Kollagen

Testname :
COLtesta0ul (Hirudin-Blut), 1
Stan : / Laufzeit :
14. Jan. 2013, 13:38 / 6'00"
Area under the Curve :
2U{46-117)
Agagregation :
RUO: 6.8 a0

Yelocity ;
RUD: 2.9 AU /min.

CC=0.352, DIF=4.545%

betroffenes Tier
ADP

Testname :

ADFtestalpl (Hirudin-Blut). 1,

Stant : [/ Laufzeit:
14 Jan. 2013, 13:39 /6'00"

Area under the Curve :
ouU(53-122)
Agagregatian

RUO: 0.0 &0

Welocity ;
RUD: 0.0 AL fmin.

CC=0834, DIF=3.09%

gesundes Tier
Kollagen

Testname :
COLtesta0ul (Hirudin-Blut), %1

Start: / Laufzeit
14 Jan. 2013, 13:39/6'00"

Area under the Curve :
61 U{46-117)

Agagregation :
RO 110,35 AL

Yelocity ;
RUD: 28.2 AU Amin,

CC=1.000, DIF=1.623%

gesundes Tier
ADP
Testname :
ADPtesta0p! (Hirudin-Bluf, 1,

Star : f Laufzeit
14 Jan. 2013, 13:39 /6'00"

Area under the Curve :
102 U (53 -122)

Agaregatian :
RUD: 162.4 Al

Yelocity ;
RUO: 265 ALl min.

CC=0.939, DIF=9.135%

22 200 AL

Abbildung 9.1: Ergebnis der Impedanzmessung mit Kollagen und ADP eines betroffenen und

gesunden Tieres

Dargestellt ist die Aggregation iiber Aggregationskurven, wobei die Zunahme des elektrischen
Widerstands an den Sensoren vom System in frei gewdhlten Aggregationseinheiten (AU, y-Achse)
umgerechnet und pro Zeiteinheit (Minuten, x-Achse) aufgezeichnet wird. Die blaue bzw. rote Linie
entsprechen den beiden Sensoreinheiten der Multiplate-Messzelle zur doppelten Bestimmung der

Thrombozytenaggregation.
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9.2 Puffer
PBS

TE

TBE 10x
PKS 1x

PK 1x

9.3 Ubersicht der verwendeten Primer zur Re-Sequenzierung

(50 mM Phosphat-gepufferte Salzlosung, 150 mM NaCl, pH 7,2)
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0)
(900 mM Tris-HCI, 900 mM Borate, 20 mM EDTA, pH 8,3)

9 Appendix

(10 mM Tris, 5 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,5 % SDS)

(20 mM Tris-HCL, 4 mM EDTA, 100 mM NacCl)

Tabelle 9.1: Ubersicht der verwendeten Primer mit Sequenz, Orientierung und genomischer

Lokalisation

LAB ID GEN SEQUENZ ORIENTIERUNG POSITION
8092 SLC39A44 CCCTTGTCGTTCAGCTTCTC FORWARD UPSTREAM
8093 CAGTTTAGGCAGGGTGAGGA REVERSE UPSTREAM
8094 AATGCCTCTATGGGCTAACA FORWARD UPSTREAM
8095 GGGCAAACAGGGCTTAGATA REVERSE UPSTREAM
8096 GTTCCCATTGACCCAGATTT FORWARD UPSTREAM
8097 TCGGCTGAGTTGACTGAAGA REVERSE UPSTREAM
8098 ATGGCCTTCAGACAGCAATC FORWARD UPSTREAM
8099 AGACAGCAGGGTCAGCAGAT REVERSE EXON 1
8100 CTCGCTGGGTGAGAGGTACT FORWARD EXON 1
8101 TCTGCCTGGAACCATTATCA REVERSE INTRON 1
8102 CAAGCCCACTCTCCTCAACT FORWARD INTRON 1
8103 TCTCAGACCCTCTTCCTCCA REVERSE INTRON 2
8104 CTCCTGGTCCTGCTTGAGAG FORWARD EXON 2
8105 TCACCGTCCAGTGTGATGTT REVERSE EXON 3
8106 ACGCTGCTTGAGACATTGAG FORWARD INTRON 2
8107 CATTCCGTACACAGCCATGA REVERSE EXON 5
8108 GACGACAGTCCTCTGGGAAA FORWARD EXON 4
8109 CAGACCGAGTCTGGGAGAAG REVERSE INTRON 5
8110 GTGCTGTGAGGGAAGAGGAT FORWARD INTRON 5
8111 GGCAGCAAGAGGTTGAAGAG REVERSE EXON 7
8112 CACCCAGTCCAGTGTCCTCT FORWARD INTRON 6
8113 GGCCGTGTAGATTAGGCTCA REVERSE INTRON 9
8114 CCTGCCCTGAGCCTAATCTA FORWARD INTRON 8
8115 TACTGGAGTGGGTTGCCATT REVERSE INTRON 10
8116 CGACTCATGGCTCAGACAGT FORWARD INTRON 10
8117 TCCTCATACAGCGACAGCAG REVERSE EXON 12
8118 CTCCTCTTCCTGCTCCACAA FORWARD EXON 12
8119 GCAACTGTGACGGCTAAACA REVERSE DOWNSTREAM
8120 CAGACAGACAGGTCGCACAT FORWARD DOWNSTREAM
8121 GTGGCTCAGTGGCAAAGAAT REVERSE DOWNSTREAM
8122 TTAATAGTTGTGGCGCATGG FORWARD DOWNSTREAM
8123 TGTTCTCCTGCCTCCAAATC REVERSE DOWNSTREAM
8124 GCCCATATGGAGACAAACCA FORWARD DOWNSTREAM
8125 GCTTCAGCATCAGTCCTTCC REVERSE DOWNSTREAM
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LAB ID GEN SEQUENZ ORIENTIERUNG POSITION
9017 CRIPI GGATGTCCACACAGCCTTCT FORWARD UPSTREAM
9018 TTTTGAGTCCTGCCAAGAGC REVERSE UPSTREAM
9019 GTGTGAGGTCTGCTCAGTGC FORWARD UPSTREAM
9020 GTCTCCGTTGCCCCTCAG REVERSE UPSTREAM
9021 CGACACTGACCGACAGGAG FORWARD UPSTREAM
9022 ACCTACCAGGGCATTCTCAG REVERSE EXON 1
9023 AGACTGGGATGTCCCTTGG FORWARD EXON'1
9024 ACACCTCTTTGCTGCACTTG REVERSE EXON 2
9025 CGAGAGTGGACCAGATGACC FORWARD EXON 1
9026 GGTTTCCGCGTCTGTTTCTA REVERSE INTRON 2
9027 CGCTATCTCGCCCATTCC FORWARD INTRON 2
9028 CTGCCCCTATCCCTCAGC REVERSE INTRON 3
9029 GGCAGAGGGGTCTGGAGAG FORWARD INTRON 2
9030 GTCTTCCAAGTGTCCGCATT REVERSE EXON 6
9031 CTGTCCTCCAGGCCGATG FORWARD EXON 6
9032 AGAGCCAAAGCAGCAGTGAC REVERSE DOWNSTREAM
9033 GGGCTGTCTGGAAACTCTCA FORWARD DOWNSTREAM
9034 CTGGCTGACCCACTCTTCTG REVERSE DOWNSTREAM
9101 GCCAGAGCCCAGTACTCAAG FORWARD UPSTREAM
9102 CTGCGTTTCAGATCCACTCA REVERSE UPSTREAM
9103 GTCTCTGAGCAGCTCCGTTT FORWARD UPSTREAM
9104 CTGGCCTAGGACCTGTTCTG REVERSE UPSTREAM
9105 CAGACAAGAAGGGGTGAAGG FORWARD UPSTREAM
9106 CTGGTCTTTGGCTGGATGTG REVERSE UPSTREAM
9107 GCTGGCTTCCCTGATTCC FORWARD UPSTREAM
9108 CTCCTTTCCCTTTTGGGGTA REVERSE UPSTREAM
9109 GGATGTCCACACAGCCTTCT FORWARD UPSTREAM
9110 ATGCCTGGAAGGACACAGTC REVERSE UPSTREAM
9111 GGCTGGAGCAGGAAGAAGTC FORWARD UPSTREAM
9112 CTAGGCCATCCTCCGCTAAC REVERSE EXON 1
9113 CCAAGTGCCCCAAGTGCAGCAA FORWARD EXON 2
9114 TGAAAGTGTGGCTCTCGGCTC REVERSE EXON 5
9281 CRIP2 GTACGGACCATGGCCTCCAA FORWARD EXON 1
9282 TCTCTGGCCCTGGACTTGCA REVERSE EXON 8
9557 TTGGAGGCCATGGTCCGTAC REVERSE EXON 1
9558 AGTACACGGTCTTGTCGCAC REVERSE EXON 1
9559 GGCAAGTGGGGCATAAATAA REVERSE EXON 8
9560 GGTAGCAAAAGTCCCAGCAC REVERSE EXON 8
9607 AGGCCAATGGGCGAG FORWARD UPSTREAM
9608 CGAGTGAAAGGGCAGAGAAA REVERSE INTRON 1
9609 CGGCCGCAGGCCAAT FORWARD UPSTREAM
9610 CACATGTCCGTGGGTGG REVERES INTRON 1
9611 TCAGCGTCTTGCTGCAGTGC REVERSE EXON 2
9612 AAGGTGAGCTCCCTGGG FORWARD EXON 2
9613 CCAAACAGCGTGGCATAGCA REVERSE EXON 3
9614 TGATGGAAAGCCCTTCTGCC FORWARD EXON 3
9615 GCTTTCCGCTCCTCAGTTCG REVERSE EXON 4
9616 CCGGCTCCTACATCTACGAG FORWARD EXON 4
9617 TGCAGCGAGGACACATGTTG REVERSE EXON 5
9618 CAACATGTGTCCTCGCTGCA FORWARD EXON 5
9619 TCTTCCCACAGCGCTCG REVERSE EXON 6
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LAB ID GEN SEQUENZ ORIENTIERUNG POSITION
9620 AGAAGGTGACGTCTCTGGG FORWARD EXON 6
9621 CGAAGAGTATTCCGTAGCAGGG REVERSE EXON 7
9622 CCGTGGGCAGCTACATCTAT FORWARD EXON 8
9623 CTCTCTGGCCCTGGACTTG REVERSE EXON 8
9624 GCCACTGTTCTGACCTTGAG REVERSE INTRON 1
9697 AAGTCCACCTGGGGAACC FORWARD INTRON 6
9698 GCTCCACCTCAGAAAGGTCA REVERSE EXON 8
9699 CCTGTCTCCGGGTGTATCTG FORWARD EXON 8
9700 CTCCCCACCTCCCTCTAGTC REVERSE DOWNSTREAM
9701 GTGCTGGGACTTTTGCTACC FORWARD EXON 8
9702 GTTCAGGCAGGAGCACTAGG REVERSE DOWNSTREAM
9703 CAGGACACCTGAGGCAGAAT FORWARD DOWNSTREAM
9704 CCTGCTTCCTGGAGAATGAG REVERSE DOWNSTREAM
9705 CAGCAGCAAGCTCTGCAC FORWARD INTRON 1
9706 CCAAGGATGACGAGAGAAGG REVERSE INTRON 1
9707 CACAGACAGACAGTGGCACA FORWARD INTRON 1
9708 ACTTGGCATCCTGAGGTCAC REVERSE INTRON 1
9709 GCTCCCAGCAGAAAACAAAG FORWARD INTRON 1
9710 GAGTTCTGGCTCCAGTGACC REVERSE INTRON 1
9711 CCTAGCCTCCTAGGGTGGAG FORWARD INTRON 1
9712 AGACCAGCTGCTAAGGGTCA REVERSE INTRON 1
9713 CTTCCAGTCGGGAGGATTC FORWARD INTRON 1
9714 AAGGGCTTTCCATCATGCTA REVERSE INTRON 2
9715 TGTGGGAAGACGCTGACC FORWARD EXON 6
9716 AGAAGGGGACCACAGACTCC REVERSE INTRON 6
9717 TAGCTCTGACATGGGGCTCT FORWARD UPSTREAM
9718 CACTGCCATTTCCATGAGTG REVERSE UPSTREAM
9719 ATTCAGAGACACCGGACACC FORWARD UPSTREAM
9720 CATCTCCCAAGGGCTCTTTC REVERSE UPSTREAM
9721 ACCTGGTGTCCAGCAAAGAG FORWARD UPSTREAM
9722 CGAGAGAAACTGCTGGAAGG REVERSE UPSTREAM
9723 CAGAGCCTGCAGTACACACG FORWARD UPSTREAM
9724 GGGCACTCACCGAAGTACAC REVERSE EXON 1
9425 RasGRP2 CTTCCTAGCCACGTCTCAGC FORWARD UPSTREAM
9426 TCAGGCAATTACCTCCCATC REVERSE UPSTREAM
9427 TTGCTTTCTGGGGTAGAGGA FORWARD UPSTREAM
9428 GCAGGGTTATTTTGGGAACC REVERSE UPSTREAM
9429 GGGAGAAATTCCTCTGAGGTC FORWARD UPSTREAM
9430 TCTTTCTGCAGCATGTGGAC REVERSE INTRON 1
9431 GCATCCTGCAGCCTCTTTAG FORWARD INTRON 1
9432 GGGGCTCGCTTACAGACTC REVERSE INTRON 2
9433 TAGATGATTCCGGGAAGGTG FORWARD INTRON 1
9434 TGCAGTGAGCTGGAGTTGTC REVERSE EXON 3
9435 ATCCCCTGCCTCCTTTTCTA FORWARD INTRON 2
9436 CACAGGAAGTTGTCCAGCAA REVERSE INTRON 4
9437 CCGCACCATTTGCTCTTAAT FORWARD INTRON 4
9438 GAGTCCTTTGCCAGAGATGC REVERSE INTRON 4
9439 AGTGTCCTGCCCAGTGTCTC FORWARD INTRON 4
9440 TAGCAGTGGGTTAGGGGAAA REVERSE INTRON 6
9441 GGGGTCATCACACACTTCGT FORWARD EXON 6
9442 ACTTCCCAAGTGGTCCAGTG REVERSE INTRON 7
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LAB ID GEN SEQUENZ ORIENTIERUNG POSITION
9443 CCTGACTCTGCTCAGGCTCT FORWARD INTRON 7
9444 CCCGGAACCCAGAGTTTAAT REVERSE INTRON 8
9445 AGGCCAGTGGGTGTGATAAG FORWARD INTRON 8§
9446 CCTTCTGTCAACCGAGCATT REVERSE INTRON 10
9447 GGACACGTCCATAGTGGTCA FORWARD INTRON 10
9448 TAGCAAGAGTCCCCAGGAAG REVERSE INTRON 11
9449 TAGGCTGGGTTAAGCTGGTG FORWARD INTRON 11
9450 TCAATCAGCATGCCTCTCTG REVERSE INTRON 13
9451 GGGGCAATTGTCAAGGAGTA FORWARD INTRON 13
9452 ACCCTGGAAAAGTTTCCGTA REVERSE INTRON 14
9453 ATGGTTCTGCTTCTGGGATG FORWARD INTRON 14
9454 CCCCAAGATTCTAGCACATGA REVERSE DOWNSTREAM
9455 GGGTAGGGGCCTGTAAATCA FORWARD DOWNSTREAM
9456 CCCACTCTCAGATGGCTGTC REVERSE DOWNSTREAM
9635 FERMT3 TAAGGCCCTGCTCTCTTGAA FORWARD UPSTREAM
9636 TCCAGTAAGCACAGGAAGCA REVERSE UPSTREAM
9637 ACAGGCCAGAGAGGGAAGAT FORWARD UPSTREAM
9638 GGTGAACCCAGGTCAGAAAA REVERSE INTRON 1
9639 GTGCGGCAACCTAGACTTTC FORWARD INTRON 1
9640 CCTATAAACACCCGCAGCTC REVERSE EXON 2
9641 GAGAGGGGTCCGAGTTTCTC FORWARD INTRON 1
9642 GACCAGGTCCCCAAGTCAC REVERSE INTRON 2
9643 CTAAGACCCCCAAGGACCAG FORWARD INTRON 2
9644 TTGTTGAGGCCTCTTGCTTT REVERSE INTRON 2
9645 CAGGTTAGCCAGCAAACAGC FORWARD INTRON 2
9646 AACAACAGCTTGGCAAGGAT REVERSE INTRON 3
9647 CTCTTCCAGGCCATGGTG FORWARD EXON 3
9648 TCTTGTCCAAGAGGGAGCTG REVERSE EXON 5
9649 CTTCTCAGACAGTGCCCAGA FORWARD EXON 5
9650 TCTCCCTCACAACCCTTGAG REVERSE INTRON 6
9651 GCAGGGCACACAGTAGACAA FORWARD INTRON 6
9652 GTTGCTCAGGGCTAAATCCA REVERSE EXON 8
6953 CATCAACAAGCTGTCCCAGA FORWARD EXON 8
9654 AGTTGGAGACAGGTGAGAGCA REVERSE INTRON 10
9655 ACCTCAAGGGTGAGTGATGG FORWARD EXON 10
9656 CTGTCCGCTGTAGGCTGAG REVERSE EXON 12
9657 ACCCCAGGAGCAGCAGTAT FORWARD EXON 12
9658 TGCCCCTATCAAGGAGACAG REVERSE INTRON 12
9659 CTCTGGGAGGGGTCACAGT FORWARD INTRON 12
9660 TCTACAGGCTCGGAAAGTGG REVERSE INTRON 13
9661 ACTATTTGGCTGACGCTGCT FORWARD INTRON 13
9662 GTGAGCTGCAGGAAGAGGTC REVERSE EXON 15
9663 GCACATCAACGTGGCTTTTA FORWARD EXON 15
9664 TCTCAGGAAAGCCCCTCTCT REVERSE DOWNSTREAM
9665 TTGTTGGGTCATCCCTCTTC FORWARD DOWNSTREAM
9666 CCGCCCAGGTTTGATAACTA REVERSE DOWNSTREAM
9667 CCTGTGTGCAGACTCACCTG FORWARD DOWNSTREAM
9668 GTGGTGGACACCAATGTGAA REVERSE DOWNSTREAM
9784 PLD4 TTGTGGGATAGGGTGGTCTC FORWARD INTRON 4
9785 TTCTACCACAGGGGCGTTAC REVERSE INTRON 6
9867 GAAGAAAGCACAGGGGTCTG FORWARD INTRON 1
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LAB ID GEN SEQUENZ ORIENTIERUNG POSITION
9868 GGCAGCCTAGGGATGGTATT REVERSE INTRON 1
9869 CTCCAGCAGTCATTGTGTGG FORWARD INTRON 1
9870 ACTAAAGCCCCCTTCTCAGG REVERSE INTRON 2
9871 AGGGGTGGTCTGTCTCAGG FORWARD INTRON 2
9872 ACCAACACTGACCCAGAAGG REVERSE INTRON 3
9873 CAGGCTGAGGAGTGCTCTTG FORWARD INTRON 3
9874 TGGGAAGACGAGTCGTTGAC REVERSE EXON 4
9875 AGGACCTGCGATCTGTAGCA FORWARD EXON 4
9876 CCCACTTTACAGGTGGGAGA REVERSE INTRON 5
9877 GTCCTGGAAAGCCGAGGT FORWARD EXON 5
9878 AGGGTGGGATACAACTGAGC REVERSE INTRON 6
9879 GTGGATTCCATGATGCTGCT FORWARD INTRON 6
9880 ACACCATCACTGGTGCTCTG REVERSE INTRON 7
9881 GAACCTCCAGGCACATCG FORWARD INTRON 7
9882 CCTACAGGCGAGAAGACAGG REVERSE INTRON 8
9883 TCCTCTACGCCTCGGTGAT FORWARD EXON 8
9884 CGTGACCATGAACTTGCTGT REVERSE EXON 10
9885 CATGGACGTGGTAAGAATGC FORWARD EXON 9
9886 CCCTGCCAAACACAGTCC REVERSE EXON 11
9887 CTGGTGGTCAGCCAGAGG FORWARD EXON 11
9888 CTGAGACAGGCCTCTGAACC REVERSE DOWNSTREAM

Auflistung der verwendeten Primer mit interner Identifikationsnummer (Lab_Id), Sequenz in 5'-3-Orientierung und
der Lage der Primer in der genomischen Organisation der Gene
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9.4 Ubersicht der analysierten Fleckvieh-Tiere

Tabelle 9.2: Ubersicht der Tiere fiir die Untersuchung des BHZD-ihnlichen Syndroms

Labornummer LOM Status LOM Vater
G4 276000943707915 Fall 276000941809001
G5 276000943379113 Fall 276000919709877

G13 276000944724486 Fall 276000935895523
G15 276000944163830 Fall 276000913319530
G17 276000944243327 Fall 276000919709877
G19 276000944914578 Fall 040000864481742
G31 276000946937505 Fall 040000641071516
G34 276000945835900 Fall 276000943406063
Gl 276000935680219 Anlagetrager 276000915390754
G2 276000938058498 Anlagetrager 276000916160758
G3 276000938072388 Anlagetrager 276000919709877
GI12 276000940028325 Anlagetrager 0. A.
G16 276000917427087 Anlagetrager 276000919569726
G18 276000934019242 Anlagetrager 276000918049458
G22 276000938989120 Anlagetrager 276000937158675
G35 276000942256131 Anlagetrager 0. A.
3821 276000930934918 Anlagetriger 276000807702732
4029 276000932557204 Anlagetrager 276000919322930
7561 276000919709877 Anlagetrager 040000040568233
7591 276000915079575 Anlagetrager 040000040568233
7750 276000937927603 Anlagetrager 276000919709877
7802 276000937992845 Anlagetrager 276000919709877
7819 276000937961731 Anlagetrager 276000918966545
7878 276000938153941 Anlagetriger 276000919709877
3854 276000931567964 Kontrolle 276000911403939
3861 276000933117507 Kontrolle 276000910310337
8145 276000929276244 Kontrolle 276000929081239
8146 276000925265555 Kontrolle 276000926800806
8147 276000929189864 Kontrolle 276000929015959
8148 276000910915308 Kontrolle 276000915512806
8160 276000918594707 Kontrolle 276000915424397
8186 276000912851233 Kontrolle 276000809706945
8188 276000911474933 Kontrolle 276000914411965
8193 276000928504510 Kontrolle CH711620016730
8198 276000910794565 Kontrolle 276000916835898
8232 276000926428551 Kontrolle 276000925714495

Lab_IDs entsprechen der internen Labornummer, LOM ist die Nummer der Lebendohrmarke,

Tabelle 9.3: Ubersicht der Tiere der Thrombozytopathie-Untersuchung

Lab ID LOM _Tier Status LOM Vater Genotypisierung  Genotyp c¢.T911C
TCP 1 276000944062178 Fall 276000936487534 CcC
TCP 3 276000944421616 Fall 276000936487534 X CcC
TCP_5 276000940793017 Fall 276000940680380 b'q CcC
TCP_7 276000944940967 Fall 276000937694254 X CcC
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Lab_ID LOM_Tier Status LOM Vater Genotypisierung  Genotyp c.T911C
TCP_9 276000945592583 Fall 276000937694254 CcC
TCP_10 276000945592582 Fall 276000937694254 X cC
TCP_11 276000814624894 Fall 0. A. X CcC
TCP_13 276000946485312 Fall 276000936487534 X cC
TCP_14 276000945823820 Fall 276000935844146 X cC
TCP_15 276000987038195 Fall 0. A. X CcC
TCP_16 276000938983859 Fall 276000913319530 X CcC
TCP_19 276000986805941 Fall 0. A. X CcC
TCP_21 276000986805944 Fall 0. A. X CcC
TCP_24 276000943271156 Fall 276000942556124 X cC
TCP_26 276000987008536 Fall 0. A. X CcC
TCP_27 276000943199935 Fall 276000936474567 X cC
TCP_28 276000945823888 Fall 276000943608500 X cC
TCP_29 276000946209957 Fall 0. A. X CcC
TCP_43 276000943256614 Fall 276000941165221 X CcC
TCP_48 276000944251768 Fall 276000936647732 X CcC
TCP_S3 040000541289616 Fall 0. A. X CcC
TCP_58 276000945419611 Fall 276000934586859 X cC
TCP_62 276000945839077 Fall 276000937694254 X CcC
TCP_65 276000987180764 Fall 276000941035849 X cC
TCP_67 276000946953339 Fall 276000937694254 cC
TCP_68 276000947010926 Fall 276000944684909 X CcC
TCP_70 276000943908110 Fall 276000936487534 X CcC
TCP_71 276000892924926 Fall 0. A. X CcC
TCP_72 276000946096670 Fall 276000937694254 X CcC
TCP_81 276000947700757 Fall 0. A. X cC
TCP_82 276000947480877 Fall 0. A. X CcC
TCP_84 276000947413509 Fall 0. A. X cC
TCP_86 276000947422183 Fall 0. A. X cC
TCP_88 276000947643091 Fall 0. A. CcC
TCP_89 276000947643092 Fall 0. A. CcC
TCP_91 276000947482492 Fall 0. A. CcC
TCP_92 276000947292590 Fall 0. A. CcC
TCP_94 276000945656966 Fall 0. A. cC
TCP_96 276000941946953 Fall 0. A. CcC
TCP_97 276000987193446 Fall 0. A. cC
TCP_98 276000946081205 Fall 0. A. cC
TCP_99 276000947349568 Fall 0. A. CcC
TCP_100 276000947396859 Fall 0. A. CcC
TCP_101 276000947302455 Fall 0. A. CcC
TCP_2 276000944062180 Kontrolle 0. A. TT
TCP 4 276000944421614 Kontrolle 0. A. TT
TCP_6 276000937875601 Kontrolle 0.A. TT
TCP_8 276000945362350 Kontrolle 0. A. TT
TCP_12 276000813284032 Kontrolle 0. A. CT
TCP_17 276000986792775 Kontrolle 0. A. TT
TCP_18 276000946449661 Kontrolle 0. A. TT
TCP_20 276000986043385 Kontrolle/Anlagetréger 0.A. CT
TCP 22 276000985789171 Kontrolle/Anlagetréger 0. A. CT
TCP_23 276000943255375 Kontrolle/Anlagetréger 0.A. CT
TCP_32 276000946485645 Kontrolle 276000943726467 TT
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Lab ID LOM _Tier Status LOM Vater Genotypisierung  Genotyp c¢.T911C
TCP_33 276000940376131 Kontrolle 276000932627221 CT
TCP_34 276000935533685 Kontrolle 276000918151241 TT
TCP_44 276000946136219 Kontrolle 276000938063849 TT
TCP_45 276000986880842 Kontrolle 0. A. TT
TCP_46 276000946686926 Kontrolle 276000936487481 TT
TCP_55 040000294523609 Kontrolle/Anlagetréger 0.A. CT
TCP_59 276000939971178 Kontrolle 276000933663105 TT
TCP_63 276000945819036 Kontrolle 276000938895304 TT
TCP_73 276000946096669 Kontrolle 0. A. TT
TCP_75 276000942846904 Kontrolle 0. A. TT
TCP_76 276000946291479 Kontrolle 0. A. TT
TCP_85 276000974713507 Kontrolle 0.A. TT
TCP_93 276000947292592 Kontrolle 0. A. TT
TCP_25 276000938370435 0.A./Anlagetriager 276000918923365 CT
TCP_30 276000974581705 0.A./Anlagetriager 40000754776647 CT
TCP_31 276000974575849 0. A. 0. A. TT
TCP_35 276000946431481 0.A. 276000943683608 X CC
TCP_36 276000942023256 0.A./Anlagetriager 276000932627221 CT
TCP_37 276000943666034 0.A. 276000935785025 X CcC
TCP_38 093821261627600 0.A. 0. A. X CT
TCP_39 276000947115272 0.A. 276000934586859 X cC
TCP_40 276000945843476 0.A. 276000937293240 X cC
TCP_41 276000945805535 0.A. 276000937025219 X CcC
TCP_42 276000946626753 0.A. 276000934586859 X CcC
TCP_47 276000941962422 0. A. 276000912392042 TT
TCP_49 040000758725718 0. A. 0. A. X TT
TCP_50 276000946647951 0.A. 276000943465062 X CcC
TCP_51 0. A. 0.A. 0.A. CcC
TCP_52 276000536001556 0. A. 0. A. X TT
TCP_54 040000554019818 uneindeutig 0. A. CT
TCP_56 0. A. 0.A. 0. A. TT
TCP_57 276000769751119 0. A. 0. A. X TT
TCP_60 0. A. 0.A. 0. A. CC
TCP_61 0. A. 0.A. 0. A. CT
TCP_64 276000946591969 0. A. 0. A. X TT
TCP_66 276000987180761 uneindeutig 276000937293240 TT
TCP_69 276000947407094 uneindeutig 040000198174714 X cC
TCP_74 276000946953337 uneindeutig 0. A. TT
TCP_83 276000947480880 uneindeutig 0. A. TT
TCP_87 276000947422186 uneindeutig 0. A. TT
TCP_90 276000947643094 uneindeutig 0. A. TT
TCP_95 276000942169483 uneindeutig TT
TCP_77 276000940140453 BNP 276000913357571 CT
TCP_78 276000945872431 BNP 276000942868836 CcC
TCP_79 276000946419265 BNP 0. A. cC
TCP_80 276000945066901 BNP 0. A. CT

Lab_IDs entsprechen der internen Labornummer, LOM ist die Nummer der Lebendohrmarke; Tiere mit
umbekannten (0.4.) Status oder uneindeutiger Impedanzmessung wurden in weiteren Analyse gesondert betrachtet,
BNP: Tiere, die im Rahmen der bovinen neonatalen Panzytopenie-Untersuchung auffillig wurden, der BNP-
Verdacht aber nicht bestdtigt werden konnte
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Tabelle 9.4: Ubersicht der Tiere der genomweiten Re-Sequenzierung

Tiername LOM detektierte SNPs Abdeckung
Balbo 276000925265555 12.153.311 7,52
Boss 276000911474933 11.119.813 4,17
Dago 276000938263111 10.844.370 7,40

Dirteck 276000926189400 10.783.332 5,21
Egol 276000910915308 13.135.106 8,66

Esmeralda 276000938065319 11.444.837 22,80

Gebal 276000910794565 10.927.823 4,13
Halling 276000919587582 10.913.745 3,89
Haxl 276000979317838 11.024.446 7,39
Hexer/Mister 276000943707915 11.057.223 7,94

Hodscha 276000804179455 11.485.986 7,92
Holzer 276007600026785 10.366.957 10,10
Horb 276000915581022 11.202.221 6,38
Horror 276000809706945 11.973.910 8,63

Horwein 276000912851233 11.388.099 7,54
Humid 276000918912889 11.284.700 5,67

Humlang 276000915040032 11.120.912 8,04

Mandela 276000935684041 11.032.611 6,52

Martl-De 276000931098195 11.218.625 5,71

Morgengrau 276000940823906 10.439.394 6,31
Morwel 276000912851741 11.315.205 7,74
Poldi 276000913325437 11.355.922 8,50

Postillion 276000926428551 11.173.663 3,39

Propeller 276000920747734 11.199.652 6,73
Ralbo 276000911825633 10.410.846 4,05
Redad 756711620016730 11.758.611 8,67
Regio 276000918174246 11.278.677 5,62

Renger 276000915732780 10.978.649 6,18
Renner 276000928504510 11.573.124 8,78
Report 276000919598352 11.141.707 7,32
Rexon 276000913008210 11.137.069 4,66

Romanek 276000910865689 11.772.720 10,69

Romen 276000912971290 10.942.453 4,43
Romulus 276000929189864 11.385.846 9,50
Samurai 276000913892370 11.143.174 5,08
Sport 276000910950070 9.203.508 9,16
Streif 276000929276244 11.349.671 8,54
Utnach 276000919253926 11.168.945 7,30
Valero 276000941364903 11.648.936 9,82

Vanstein 276000934586859 10.399.343 7,65

Waterberg 276000932739095 11.248.824 7,38

Weinold 276000933663105 11.236.650 8,10

Zahner 276000933038755 11.753.825 5,20

LOM ist die Nummer der Lebendohrmarke, Abdeckung beschreibt die durchschnittliche Anzahl DNA-Fragmente je
Position im Genom des Tieres
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9.5 Ubersicht der identifizierten Polymorphismen

Tabelle 9.5: Polymorphismen der genomweiten Re-Sequenzierung im PLD4-Gen

Position Referenz-Allel Substitution Effekt Region AS
70995055 A G UPSTREAM

70995190 T G UPSTREAM

70995369 C T UPSTREAM

70995425 G A UPSTREAM

70995442 G A UPSTREAM

70995495 G A UPSTREAM

70995660 A C UPSTREAM

70995701 G A UPSTREAM

70996255 G C INTRON 1

70996586 C T INTRON 1

70996630 C A INTRON 1

70996860 A G INTRON 1

70997271 A G EXON 2 /5'-UTR

70997368 C T EXON 2/5'-UTR

70997485 C A INTRON 2

70997544 C T INTRON 2

70997578 G A INTRON 2

70997704 A G INTRON 2

70997737 C T INTRON 2

70998217 G T INTRON 2

70998440 G A INTRON 2

70998482 A G INTRON 2

70998752 C T INTRON 2

70998886 G A INTRON 2

70999121 T G INTRON 2

70999311 C A INTRON 2

70999953 T C INTRON 3

71000073 G T INTRON 3

71000096 T C INTRON 3

71000439 C T SYNONYM EXON 4 L79
71000459 A G MISSENSE EXON 4 D86G
71000520 A G SYNONYM EXON 4 L106
71000526 C T SYNONYM EXON 4 D108
71000583 C T SYNONYM EXON 4 D127
71000637 C T INTRON 4

71000641 G T INTRON 4

71000794 A C INTRON 4

71001232 G A NONSENSE EXON 6 W215X
71001755 C T INTRON 6

71002227 A G SYNONYM EXON 7 P272
71002351 C T INTRON 7

71002403 G A INTRON 7

71002465 G A INTRON 7

71002607 G T INTRON 7

71003949 C T MISSENSE EXON 10 A401V
71003968 A G INTRON 10

71004001 G A INTRON 10
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Position Referenz-Allel Substitution Effekt Region AS
71004188 T G INTRON 10

71004422 G A MISSENSE EXON 11 A455T
71004519 G A EXON 11/3'-UTR

71004767 C T DOWNSTREAM

71004861 A C DOWNSTREAM

Tabellarische Ubersicht der identifizierten Polymorphismen von 43 genomweit re-sequenzierten Tieren. Die
angegebenen Position entspricht der Position im UMD3.1-Assembly, das Referenz-Allel entspricht der Base der
bovinen Referenzsequenz. Der Effekt entspricht der Auswirkung des Austauschs auf die Aminosduresequenz, AS ist
der Aminosdureaustausch in der Proteinsequenz mit Positionsangabe

Tabelle 9.6: Ubersicht der identifizierten SNPs aller Gene mit Identifikationsnummer

Gen SNP_Id Position ss/rs-Nummer
SLC3944 3958 BTA14:1.706.176 15211079601
3959 BTA14:1.718.954 rs208785177

3960 BTA14:1.720.167 rs110458977

3961 BTA14:1.720.373 15207729531

3962 BTA14:1.720.865 rs109113991

3963 BTA14:1.720.989 rs110993258

3964 BTA14:1.721.108 rs109062923

3965 BTA14:1.721.593 rs109053825

3966 BTA14:1.722.194 rs41663790

3967 BTA14:1.722.853 15134275924

CRIP1 4203 BTA21:71.392.819 15209416544
4204 BTA21:71.392.554 rs211124030

4205 BTA21:71.392.514 1rs208092178

4206 BTA21:71.392.424 1rs210097503

4207 BTA21:71.392.416 rs211371798

4208 BTA21:71.392.402 rs208330753

4209 BTA21:71.392.316 15209611269

4210 BTA21:71.392.125 1s211614136

4211 BTA21:71.391.905 15208954768

4212 BTA21:71.391.707 15209492590

4213 BTA21:71.391.628 rs211123411

4214 BTA21:71.391.541 rs208783822

4215 BTA21:71.391.412 rs210386621

4216 BTA21:71.391.394 1rs207980281

4217 BTA21:71.391.262 15208794392

4218 BTA21:71.390.809 rs210006850

4219 BTA21:71.390.793 15207970620

4220 BTA21:71.390.176 15209439542

4221 BTA21:71.389.922 1rs210859365

4222 BTA21:71.389.848 rs207581070

CRIP2 4223 BTA21:71.375.537 $s749737434
4224 BTA21:71.375.757 $s749737435

4225 BTA21:71.375.849 $s749737436

4226 BTA21:71.376.630 ss749737437

4227 BTA21:71.376.749 $s749737438

4228 BTA21:71.376.682 $s749737439

4229 BTA21:71.377.057 $s749737440
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Gen SNP_Id Position ss/rs-Nummer
4230 - $s749737441
4231 BTA21:71.379.940 $s749737442
4232 BTA21:71.379.396 $s749737443
4233 BTA21:71.379.296 $s749737444
4234 BTA21:71.378.965 $s749737445
4235 BTA21:71.378.881 $s749737446
4236 BTA21:71.378.687 $s749737447
4237 BTA21:71.378.576 $s749737448
4238 BTA21:71.377.960 $s749737449
4239 BTA21:71.377.701 $8749737450
4240 BTA21:71.377.545 $s749737451
4241 - $8749737452
4242 - $s749737453
4243 - $s749737454
4244 - $s749737455
4245 - $s749737456
4246 - $s749737457
4247 - $s749737458
4248 - $s749737459
4249 BTA21:71.382.125 $8749737460
4250 BTA21:71.382.454 $s749737461
4251 BTA21:71.382.583 $s749737462
4252 BTA21:71.382.978 $s749737463

PLD4 4289 BTA21:70.997.271 $8702002533
4290 BTA21:70.997.368 $8702002533
4291 BTA21:70.999.953 $8702002559
4292 BTA21:71.000.073 $8702002561
4293 BTA21:71.000.096 $8702002563
4294 BTA21:71.000.520 85702002568
4295 BTA21:71.000.526 $8702002570
4296 BTA21:71.000.637 $8702002573
4297 BTA21:71.000.641 $8702002575
4298 BTA21:71.000.794 $8702002577
4255 BTA21:71.001.232 $8702002579
4299 BTA21:71.002.227 $8702002582
4300 BTA21:71.002.351 $8702002584
4301 BTA21:71.002.403 85702002586
4302 BTA21:71.002.465 $8702002588
4303 BTA21:71.002607 $8702002589
4304 BTA21:71.003.968 $8702002593
4305 BTA21:71.004.001 88702002595
4306 BTA21:71.004.188 $8702002597

RasGRP2 4259 BTA29:43.603.564 $8705826043
4260 BTA29:43.603.131 $8705826042
4261 BTA29:43.602.616 85705826039
4262 BTA29:43.602.507 $5705826038
4263 BTA29:43.601.279 $s705826035
4264 BTA29:43.599.412 $s705826032
4265 BTA29:43.599.378 $8705826031
4266 BTA29:43.599.204 $8705826030
4267 BTA29:43.598.915 $5705826028
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Gen SNP_Id Position ss/rs-Nummer
4268 BTA29:43.591.338 -
4269 BTA29:43.591.325 $s705826003
4270 BTA29:43.591.189 $s705826002
FERMT3 4271 BTA29:43.125.232 $s705823126
4272 BTA29:43.125.269 $s705823127
4273 BTA29:43.125.303 $s705823128
4274 BTA29:43.126.069 -
4275 BTA29:43.126.425 $s705823134
4276 BTA29:43.127.556 -
4277 BTA29:43.130.942 $s705823190
4278 BTA29:43.132.143 $s705823197
4279 BTA29:43.132.158 $s705823198
4280 BTA29:43.141.875 $s705823294
4281 BTA29:43.142.179 $s705823297
4282 BTA29:43.153.443 $s705823369
4283 BTA29:43.153.394 $s705823368
4284 BTA29:43.153.326 $s705823366
4285 BTA29:43.152.912 $s705823362
4286 BTA29:43.151.559 -

Ubersicht der durch Re-Sequenzierung identifizierten Polymorphismen der analysierten Gene. Die SNP_Id
entspricht der internen Identifikationsnummer., die Position entspricht der Lokalisation des SNPs auf dem bovinen
UMD3.1-Assembly. Die ss- bzw. rs-Nummer entspricht der Identifikationsnummer des SNPs in NCBI.
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9.6 Ubersicht der Gene des homozygoten Bereichs auf BTA29

Tabelle 9.7: Genhalt auf BTA29:41.698.900 bp — 43.375.960 bp

Gen Gen_Id Start Stopp
ARL?2 NM_001038079 43.845.378 43.853.178
ATG24 NM_001205966 43.708.739 43.728.792
ATL3 NM_001098978 42.658.661 42.617.154
BAD NM_001035459 43.201.979 43.190.201
BATF?2 NM_001192561 43.830.937 43.825.077
CCDCS8B NM_001192279 43.250.522 43.265.507
CDC42BPG NM_001102502 43.696.730 43.678.395
CDCAS5 NM_001076270 43.960.477 43.943.684
CHRM1 NM_001244609 41.930.451 41.919.551
COX84 NM_174024 42.876.362 42.876.691
EHDI NM_001015578 43.708.219 43.703.977
ESRRA NM_001191373 43.221.839 43.228.313
FAU NM 174731 43.992.333 43.990.462
FERMT3 NM_001037606 43.126.404 43.142.480
FFR NM_00112093 43.968.660 43.981.535
FKBP2 NM_001113256 43.159.739 43.162.661
FLRTI XM_002699324 43.048.588 43.051.537
GPHA2 NM_001193166 43.775.105 43.774.445
GPRI137 NM_001113295 43.203.589 43.206.667
HRASLSS XM_003588038 42.388.562 42.385.374
KCNK4 XM_002699381 43.207.070 43.219.401
LGALSI2 XM_002699372 42.397.689 42.406.535
LOCI100294785 XM_002699325 43.008.146 43.008.581
LOCI100295716 PSEUDOGEN 42.323.097 42.323.360
LOC100296625 XM_002699375 42.477.202 42.455.514
LOC100335569 XM_002699378 42.738.827 42.734.926
LOC100335678 - 43.588.560 43.576.199
LOCI100336631 XM_002699377 42.532.634 42.542.039
LOCI100336656 - 43.454.675 43.152.059
LOCI100336747 XM_002699386 43.742.263 43.747.878
LOC100336760 - 43.758.028 43.748.580
LOC507750 XM_003588044 43.917.761 43.918.591
LOC513662 NM_001205765 42.781.095 42.792.409
LOC519202 XM_002699319 41.971.535 41.944.850
LOC522784 XM_002699301 42.188.815 42.225.093
LOC532368 XM_002699299 42.063.213 42.080.302
LOC536947 XM_003588050 42.453.220 42.446.851
LOC614402 XM_002699376 42.531.402 42.518.577
LOC617154 XM_003588052 43.164.093 43.163.494
LOC618367 NM_001105009 42.478.123 42.495.308
LOC788530 NM_001242632 43.965.171 43.964.453
MACRODI NM_001046509 43.092.842 42.890.799
MAP4K2 NM_001206275 43.661.356 43.648.492
MARK?2 NM_001102182 42.829.261 42.865.915
MENI NM_001076161 43.668.039 43.661.730
MRPL49 NM_001014871 43.992.489 43.996.386
NAA40 NM_001099004 43.032.947 43.046.882
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Gen Gen_Id Start Stopp
NAALADLI NM_001100308 43.936.186 43.919.976
NRXN2 NM 001192922 43.576.128 43.476.403
NUDT22 NM_001038680 43.149.460 43.146.856
OTUBI NM_001034719 42.882.593 42.889.929
PLA2G16 NM_001075280 42.608.367 42.578.108
PLCB3 NM 001192423 43.170.432 43.189.303
PPP2R5B NM_001075232 43.765.388 43.774.237
PRDX5 NM_ 174749 43.229.777 43.232.885
PYGM NM_175786 43.617.817 43.606.017
RASGRP2 NM_ 001099946 43.602.499 43.590.193
RCOR?2 NM_001206075 42.872.337 42.867.835
RTN3 NM_182657 42.665.400 42.725.838
SF1 NM_001081614 43.636.775 43.623.210
SLC22410 NM_001101917 42.287.600 42.313.710
SLC22411 XM 002699382 43.416.170 43.433.282
SLC22424 XM_002699300 42.155.545 42.120.556
SLC2246 NM_001001143 41.990.431 41.982.590
SLC2248 NM_ 001206246 42.019.996 41.999.712
STIPI NM_001035492 43.111.546 43.124.096
SYVNI NM_001101899 44.003.325 43.996.314
TM7SF2 NM_174622 43.981.731 43.986.407
TRMTI12 NM_ 001045981 43.229.598 43.228.263
VEGFB NM_ 174487 43.150.980 43.157.756
ZFPLI NM_001076272 43.960.635 43.964.484
ZNHIT2 NM_001040560 43.987.804 43.986.566

Grau unterlegt sind Gene, die nachweislich an der Blutgerinnung oder Blutgefifbildung beteiligt sind;, Gen_Id
entsprechen der NCBI Accession Nummer (Stand Mai 2013), Start- und Stoppinformation entsprechen dem
Transkriptionsstart bzw. -stop und basieren auf dem UMD3.1-Assembly
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9.7 Ubersicht der Genidentifikationsnummern (NCBI)

Tabelle 9.8: Ubersicht der Genidentifikationsnummern der verwendeten Proteine/Gene

Gen Spezies Gen_Id Art
SLC3944 MENSCH NP_060237 ISOFORM 1
MENSCH NP_130849 ISOFORM 2
MAUS NP_082340
RATTE NP_001071137
CRIPI MENSCH NP 001302
MAUS NP_031789
RATTE NP_001128405
CRIP2 MENSCH NP_001303 ISOFORM 1
MAUS NP_077185
RATTE NP_071946
RIND NM_001079649
PLD4 MENSCH NP_620145
MAUS NP_849242
RATTE NP_001119760
RASGRP2 MENSCH NP_722541
MAUS NP_035372
RATTE NP_001076446
FERMTS3 MENSCH NP_113659 SHORT FORM
MENSCH NP_848537 LONG FORM
MAUS NP_722490
RATTE NP 001121015

Aufgefiihrt sind die Genidentifikationsnummern (Gen Id) aus NCBI der Proteine,

die fiir multiple

Proteinalignments verwendet wurden. Fiir CRIP2 ist zudem die verwendete Genidentifikationsnummer des bovinen

Gen angegeben.
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9.8 Schematische Darstellung der Himostase

Thrombozyte

KOLLAGEN

INTIGRIN

RasGRP2

[+ ]

TF EOLLAGEN

INTIGRIN

KOLLAGEN

PREVERCVEIN

ENDOTHEL

Abbildung 9.2: Schematische Darstellung der Teilbereiche der Himostase
Dargestellt sind die Prozesse derBlutgerinnung aufgrund einer Verletzung der Blutgefifiwand.

Die Stillung von Blutungen (Blutgerinnung oder Hdimostase) wird in zwei Phasen unterteilt, die primdre
und die sekundire Hdimostase, die fliefend ineinander iibergehen. Der erste Schritt der primdren
Hdamostase ist die Kontraktion der Blutgefifie (Vasospasmus), die zu einer Verengung der
Gefifsabschnitte vor der Verletzung und somit zu einer Verlangsamung des Blutflusses fiihrt. Der zweite
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Schritt setzt sich aus der Adhdsion der Thrombozyten an Komponenten der Blutgefdfiwand (s.u.) und der
Aggregation der Thrombozyten zur Thrombenbildung zusammen.
Wéihrend des primdren Adhdsionsprozesses bindet ein thrombozyten-spezifischer Glykoproteinkomplex
(GPIb/V/IX) an dem Plasmaprotein von-Willebrand-Faktor (vVWF), welcher iiber Kollagen mit die
Gefdfwand assoziiert vorliegt. Die Aktivierung des Glykoproteinrezeptors l6st eine Signalkaskade
innerhalb der Thrombozyten aus, welche die Bindung von Fibrinogen an den Integrinallbf3-Rezeptor
zur Folge hat.
GPIb/V/IX: Dieser Komplex besteht aus den leuzinreichen Glykoproteinen GPIbalpha, GPlbbeta, GPIX,
GPV im Verhdltnis 2:4:2:1. vWF bindet an das freigelegte Kollagen. Dadurch kommt es zu einer
Konformationsinderung des vWF, wodurch er fihig ist, die GPIbalpha-Untereinheit des Komplexes zu
binden. Durch diese Bindung werden die Thrombozyten niher an die Gefdpwand gebracht und andere
Rezeptoren konnen ans Kollagen binden.
Alpha2betal (GPla/lla): Ist ein Rezeptor mit hoher Affinitdt fiir (Gly-Phe-Hyp-Gly-Glu-Arg)-Sequenz
des Kollagens. Durch die Bindung des Rezeptors ans Kollagen wird er von einem geringen zu einem
hohen Affinitdtsstatus verschoben.
GPVI: Durch die Bindung des Rezeptors an das Kollagen der Endothelmembran kommt es zu einer
Konformationsdnderung des Rezeptors und zur Aktivierung der Scr-Tyrosinkinasen Fyn und Lyn, welche
am zytoplasmatischen Ende des Rezeptors gebunden sind. Innerhalb der Pldttchenmembran ist der
Rezeptor mit der FcRgamma-Kette assoziiert, welche das ITAM-Motiv (Immunorezeptor-Tyrosin-
basiertes Aktivierungsmotiv) zur Signaltransduktion bzw. Signalverstirkung trdgt. Fyn und Lyn
phosphorylieren die ITAMs, welche die Tyrosinkinase Syk rekrutieren. Syk induziert eine Signalkaskade
tiber PI3K, wodurch die PLC aktiviert wird.
PLC: Aktivierte PLC hydrolisiert PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat) zu PI3 (Inositol 1,4,5-
triphosphat) und membrangebundenes DAG (1,2-Diacylglycerol). IP3 bindet an seinen Rezeptor IP3R
am DTS (dense tubular system), wodurch es zu einem Efflux von Ca’* ins Zytoplasma kommt.
STIM]1: Stromal interaction molecul ist ein DTS-Transmembranprotein, das bei hohem Ca’*-Level mit
Ca’*-lonen besetzt ist. Wenn die Ca’'-Konzentration sinkt, translokiert STIMI an die Plasmamembran,
wo es mit ORAII assoziiert. Dadurch kommt es zu einem Ca’*-Einfluss in Zytoplasma.
Die Prozesse der sekunddren Hdmostase werden je nach Aktivierungsweg in das intrinsische und
extrinsische System unterteilt. Das intrinsische System wird durch die Aktivierung des Faktor XII (FXII
— FXlIla) an Kollagen eingeleitet. Der aktivierte Faktor XII (FXIla) aktiviert Faktor XI (FXI) zu FXlIa.
FXla aktiviert Faktor I1X zu FIXa. FIXa aktiviert zusammen mit FVIIla, Kalzium und Phospholipiden
(PLs) Faktor X (FX) zu FXa. Mit der Aktivierung dieses Faktors miinden das extrinsische und das
intrinsische System ineinander.
Bei dem extrinsische System, dessen Aktivierung direkt nach der Gewebslision erfolgt, wird der Faktor
VIl (FVII) iiber die Bindung der freigelegten Komponenten der Blutgefdfiwand (Gewebsfaktor (TF),
FIII) und die Bindung von FSAP (FVIl-aktivierende Protease) aktiviert (FVIla). FVIla aktiviert Faktor
X (FX — FXa). Der aktivierte FX (FXa) aktiviert zusammen mit FVa, Phospholipiden (PLs) und
Kalzium das Prothrombin I aus dem nach einer katalytischen Spaltung Thrombin wird. Mit Hilfe von
Thrombin erfolgt die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin und so letztendlich die Bildung des
Thrombus. (Jurk und Keurer 2005a; b; Neumann 2008, Kerrer 2008, Broos et al. 2011, 2012)
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9.9 Nukleotidsequenzen re-sequenzierter Gene mit Bereichen unbekannter
Sequenzinformation

>CRI P1_cDNA 1360

00001
00051
00101
00151
00201
00251
00301
00351
00401
00451
00501
00551
00601
00651
00701
00751
00801
00851
00901
00951
01001
01051
01101
01151
01201
01251
01301
01351

ACCCGT CCAT
AGGECCTCTGC
CGCCCGCACC
TCTCCGCCTG
CGTCCTTGGA
CCTGCGGACGA
CTGEGECGTTG
CCAGCCCTGC
TCGGAATCTC
GCCGAAGCGG
GGGCGEEGECA
GTIGEGCEGAGG
TGTATCTAGG
CTGCATTATA
GGEECEEEECG
AGICCGGEEEC
GCGAGAGTGC
CGGCCAGGECC
CTTGECCTGT
GGICTGCTCC
GI'GCCCCAAG
TGGGGAAGGA
ACGCTGACCT
CCACCCCTGC

bp

CGECCTCCCC ACCAACCCCC GACGCCCGCC ATGAGGCCGEC

TGGI TAGCGG
CTTGECCTTC
GCACCGGACGA
CGTCGGACTT
TAAGGACCCC
CCGCACAGAC
CGTTGATGGEG
AGCGGAGITC
GGCTCGGTGG
ACCTTCTGEC
GCTACCAGEC

AGGATGGECCT
CCCCATTCCT

TCCCCCCACC
TGTCCCCGCC
CGCTGCGEGTC
AGACTGGGAT
CCCACGCGTG
TGAGAATGCC

AGGECCCTGC
GGAGCGEGT G

ATGAAGECGEG

GAAAGGCCTG GAAAGGTACG ACACGCTCAT

GCGGTTACCT
CGTGEEGTGC
GAGEGECAEEEGE
CCGCCGACCT
CGEGTCTTGC
TGGCTGGAAT
CGCCTGGCCA
TGCAGCAAAG
CTGGECATCGG
CCGGEGEGTCA
TACGCGGCCA

GAGCCGAGAG CCACACTTTC
CAGCTGCCCG CTGGEECTCGCT
ACAGGCACCT GGEEECTCCCC
GGACACTTGG

TCGEEECTCC
TCTCTCCCGC
CTCCTCCGEEG
CCTGGACCCC
CCCAAGCCCGA
CCGAGGCCTC
TCTGCCCCGA
AGGTGTACTT
CCTTGICTCA
TGCCGAGCAT
TGTTTGGACC
AAGTAAACCC
GICCTCCAGG
TTATAGACCC

>CRI P2_genom sche Sequenz_5076 bp

00001
00051
00101
00151
00201
00251
00301
00351
00401
00451
00501
00551
00601
00651
00701
00751
00801
00851
00901
00951

GCAGCGECTG CGECGEEEGAG
GGECGTACGG ACCATGGECCT
ACTTCGGTGA GI'GCCCGEEEC
CAGAGCCGCG AGCCCCCCGC
AGGATGCCCG GCCCGGATCC
GGAGGGTGGA GCGGCGACGA
GIAGCCGATG GGGEECGAGEC
GIGGACCCTC CAGAAAGCGG
GGCCGATCGC GGTCCTGCCT
AGCAGCAAGC TCTGCACGCT
TCACTCGGAC CCCAGTCGCG
GCTTCATGAC CCTCAACCCC
TCTAGCCTCT GICTGGATTC
CTCTTACGCG TTCCGACACG
CTCTCCTGCG GITGGEGGTGA
CTGGAACCCA GGI'GECCAGG
CATCCGEGAG GAGAGAGT GG
CCTGGGTTGG CAGAGACTGC
CTAACCTGGT GICTGGCTCA

CTCTCCCCAA CTTTGCCAGG GICCCTGCCC ACTAAGCCTC

ACGGEECGCEC
CCAAGTGCCC
CCGECCECCC
GCTCGTICGEC
GGCTCGTCCG
GCTGGEEEECG
GGGGEGECCCGA
CCEEECTTGG
GECTGIGCCC
TCCAGCGCGC
CCACCCACGG
AGCCCCGACC
AGCCCATCGCG
CTCCTTTTCT
GGAACGAACC
CCCCCTACCT
GGAGGAGAGC
CTCCCATGGEG
CTCCCCCACT

AGCACTCTGA
TCTGGEGGAGC
GITCCAGCCC
CTCGGACCGC
GAGTGGACCA
CGGGTCCAAT
TCCGGECGCCA
TGCTGAGCGG
AGTGTGAGAA
GAAGGCAAGC
CAAAGGCTTT
AGGTTTTGEA

AGCCCGCCAG
GGGCCTGCAG
CCCCCCcccC
CTCGGECECTT
CCACGGAGEC
CGCAGAATCT
ATGICCCGTC
CCAGGEECGEG
GGTAGGAGAC
AGGGECAGITC
CCCCCCECCC
TTGCATCTCT
GECEEEEETG
CTCCGCCCAG
AGTCCAGICG
ACTCTGCCGT
GATGACCTTT
CCAGCGCTCC
CCATGCCCAA
GIGACTTCCC
ATGTGGGAAG
CCTACTGCAA
GGEECGECEECG
GACCCATCTC

CCGATGGCAG GCCTTTCTCC
CCCCTGCCCT CAATAAATGC

GCGGAGAACG CGGGGECGACT
CAAGTGCGAC AAGACCGTGT
TTGGEGTCAG CTCCCCCCTG
CAGCGCCCGG CCGECCACCCC
CTGCCCACGC GGEGIGCGECC
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01001
01051
01101
01151
01201
01251
01301
01351
01401
01451
01501
01551
01601
01651
01701
01751
01801
01851
01901
01951
02001
02051
02101
02151
02201
02251
02301
02351
02401
02451
02501
02551
02601
02651
02701
02751
02801
02851
02901
02951
03001
03051
03101
03151
03201
03251
03301
03351
03401
03451
03501
03551
03601
03651
03701

CCGCACAGAC AGACAGTIGEC ACAAGTCAGA

AGAGAGAAGA
GGTGEEGACT
GIGEGAGGAG
CCCGATTTGG
CGECTGECCTG
ACTCATCCCT
CAGCCCCGCT
GCCGACAGTIC
GCTGCTGECT
GECCCTGGETG
GCTGCACCCC
GACCTCAGGA
AGCTGGITCC
GIGEECTGGET
TTCCCCTGCC
GITCTGECTG
AGAGCTGGEA
CTCAGCCAGC
GICTGAGCCC

GIGAGACTGG
TCAGACGECC
CTGGAAGGAC
TGCGEGETCCTG
TGECTGAGAG
CTGCCCCCAC
AGAAGCCCTC

CAAAGGT GGG
AGACCCTGAC
GGGAGCCCAA

CCCTTCTCTC
GGCCGAGGT G
GAGECGCAGG
CCTGGAGIGC
CTGGEGEGATCC
GTAAGGECTCA
GCCCACATCT
CCGTGGACAA

AAGCACTCTC

CTGAGGAGCG

CATGIGICCT

GICATCCTTG
AAGATGECCC
CCGITGITTG
TTCTGECCTG
CGCCCAGCCC
GGGTAGEEEC
TTACTCCGEG
CCCGGAAAAG
AACAAAGCCT
CGGAGCCAGG
CAGAGGAGCC
TTGCGTCCCC
ATTAGACTCA
CATTGACCTG
CCCAGCCTAA
CAGCTGCCTC
GICTGECATG
CCTGCECATGG
GGGTCGAGT G
GATGGTGEGT
CACCAGGGTC
GAGCACAAGC
GIGCTGECCC
TGGCCCAAGC
CCTGCCCGAG
CTCTGECCAG
CTTCCTGCCC
CCCAGCCTTCC
GGCAGEEEEC
ACCTTGEECG
GGGTGAGGAG
GGGECCACAGG
TGCCATCAGC
GECTCTGEEG
GCCAAGITTG
CCAGGGTGAT
GIGAAGGGEGA
GCTGAGCATG
CTGAGAAGGT
TGCGAGCACT
CGCCTCCCCC
TCAACCCCTG
CCTGCTATGC
GGCCAGGCCG
TCTCCCCTTG
CCTGCCTTCC
GCTGAAGGAG
GGEGCGAGEECC
ACATCGCGAGG
CCCCAGGTCA
GAAAGCCAGC
GIGITGCTCG
CCCCAGCCTC
CGCTGCAACA

AGAGCAGGAG
GGGECAGIGEC
CTTGGITTCC
CTGITCCCAG
GCTGGAGECC
TCGGICCCCA

AGGGAGEECC

AGACAGGGAC
CTGEGICTGA
CTGCGCGACGG
AGGCGCGAGGEA
GCGCGAGCTTC
TTCGGACAGG
GITGICCTGC
TCAGGGACGG
TGCTTGEECG
TTGGICTGGA
CCCGAGTICCG
ACCCCGCAGT

TCCACCGEEG
CTCTGCCAGC
GGCAGGTIGIG
CCGTCCAGGT
TAGTGEEEEC
AAGGCTGCCT
GCCCGGTGCT
GGCAAAGACT
GCTGACCCCT
GGGEECEEEGA
AGCATGATGG
GGACCCAAAG
CCCGCCCAGC
CCCCTCCCTC
CCTCTGGEEGA
AAGTTGCEEEG
TGICCAGTGC
TACATCTACG
CGAGGT CCCG
AGGGEECCCAG
CGECECCEEC
ACGTTCACCG
CTTCGCGTIGAG
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03751 TGGECTGCGCC
03801 ATCCTCTGIC
03851 GGECACCGECC
03901 GECGEEECACG
03951 CGEGECGCEEEG
04001 ACGCGAGGEEC
04051 GCCCCGAGEG
04101 GGEGTGGEECAG
04151 GGEGCCCCGAG
04201 GGAGECCCEC
04251 GECGEECCCTG
04301 TGGGEGAACCG
04351 CCGEEEECEG
04401 CTGICCTTAG
04451 TACTCTTCGG
04501 CCCTCCCGCC
04551 CGGCGAGCCGT
04601 CAGCCCTAGG
04651 CTGCTTGGCT
04701 TGCAAGICCA
04751 GCCCCGICCC
04801 CTGCCCCCTT
04851 CCCCACATGC
04901 AGCCGECCCCC
04951 CAGCCACAGC
05001 CCCGCCCACC
05051 TACCAATAAA

CTGECECEET
CCGCCTGGTGA
AGGGECTCAGG
TGGECGTGGA
CACGATGECC
ACCCAAGGGT
CTCTCCTCCA
GGGCAGCTAC
CCCCCEEECC
GCCCCEEEAG
GGGCCAGAGA
TGICTCCGEG
TCGTCCTGC
CCCTGGTIGIC
ATCCCGCCCA
CACGCCCCTC
GCCCTCACGT
AGGTCTGAAG

>PLD4_cDNA 1894 bp

00001 TCAGCGIGIC
00051 CTGGECTCACC
00101 AGGATGAAGA
00151 GGECAGGTIGEG
00201 CTGIGGCGAA
00251 GGATGCTCGT
00301 GGEECTGEEGET
00351 GCCCGCCAGG
00401 GACGGGAGEC
00451 CTCGIGGAGA
00501 CGCCCAGCCC
00551 AGAGCGICCA
00601 GGEGGICAACG
00651 GCAGCAGCCTG
00701 CAACTCCGEC
00751 GCCCAGGTGA
00801 CTCCAAGITC
00851 ACATGGACTG
00901 TACAACTGCA
00951 CTGGEGTCCTG
01001 ACTTCTCCTC
01051 GGEGGIGCCCA
01101 CCACGECCEC
01151 CCCGGCGAGIT
01201 TTCAGACACC

TGAGACTTTC
CGGECTCCAGA
GGAAGTGECC
AGGTGATCGEC
GCCAAGATCGA
GCTGCTGIGC
CCTCCCCTTC
CCTGEEEECC
CCGCGAGGECGG
GCATCCCCCA
CTGECCCAGG
CGTGECCTCC
ACTCGICTTC
CTGGACAGAA
CAAGAACTCC
GACACGTGCC
jlceeijeejjee
GCGGTCCCTG
GCCECCTGEC
GGGACACCCA
TCACATCAAC
CCACGGTCTA
ACCCGCGACC
CCTCTACGCC
CCGCCACCTA
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CTGEGAGEEC

GIGCCGEEECG
GICTGIGGIC
AGCCCTACTG
GAGTGTCGEEC
CCAAGCCGGTC
ATCTATGACA
GCTCTGIGCG
AGT GCCCCCT
GCTGEEEEAG
TGTATCTGCC
CCCACGTIGIC
TCTGIGECCT
CAGIGITATT
ACCGTGITCC
GGCTCACACT
GICAAG

TGCAGAGAAC
TGICTGICAA
AGAAGGCGEGAA
GGTAACGECC
ACGCCAAGEC
CTGEECECCG
CGCCTGGAGC
TTGECTCCCG
CATCAGCGAA
GGACCTGCGA
CCTGGATGCA
TTCTACTGGT
CCAGCCGEEC
ACGTGTCCCT
ACTGACCTGC
CATGCGAAAG
ATGGEECGEECA
ACACAGGTGA
CCAGGACCTG
GGCECTGICCT
CGCTTCCAGC
CTTCTCGECG
TGGATGCGCT
TCCGTGATGG
CTGECCAGTG

01251 GECGECCTTC AGCAGEEEEG TACECGTIGCG

TCCCCGEEECG
GACGICTCTG
GIGGGAAGAC

AGGCCTATGA
TTCCCEEETG

CCGGTCTGEG

CGCACGGACG
CTGCGICCTC
CCTGGACGT G
CCCTTCTCAC
CCACAAGCCC
TGGAGTGTGG
TCTCTCTGCA
AGGACCCTGA
GGTCCCTGAC

GGCCCTAACC
TGIGIGrccc
CCCACGTCGG
GGGTGACCTT
TATGCCCCAC
TCCCGCCTGEC
CTGAGICCTG

AAGTCTAATG
GGGECCCAGAG
GCAGCAGECT
TGCAAGCTGA
GCGACCCTTG
TGACCCTCAC
CAGECECTGCC
TGIGGACTGG
AGGACTCCTG
TCTGIAGCAG
GCTACTGGAC
CCCTCACGEG
GAGECCCTCC
GECCGTGEECC
AGGTCCTGEA
CTCACTGECG
CATCTACGIG
AGGAGCTCGG
GAGAAGACCT
CCCCAAGCGC
CACTCCGCEGA
TCACCGCCCT
GCTAGCGGTC
AGTACTTCCC
CTGGACACGG
CCTGCTGGTIC

CAAGTCCACC
GAGGAGGCCA
CACCCGCACC
TGCTACGGAA
GCCECEEECC
GGAGTGAACA
AGGCAAAGCT
CCCAGGECCCA
CCTCTGCACC
CCAGGACCCT
CGACGECCCG
GGTCTCGTGG
TCTGAGGTGG
TTGCCAGTGA
CGCGECCAGCG
GGACTTTTGC

TGCTGICATC
TCCAGACCTA
TGGCCTCAGA
TCACTTTGAC
CTCTCTGCCC
ATCEEEECTG
CACCACACGC
CCCTCCEEGT
AGCTGCTGC
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01301
01351
01401
01451
01501
01551
01601
01651
01701
01751
01801
01851

TCAACACGGA CCCCAGGATG
AGCAACCCAG CGGCCAACGT
CGTGGGEGAAC CACTCCAACA
TCATGGICAC GCGAGAAGECG
GATTACTTCA GCAGCACCTC
CTCTGECECC CAGCCCEEEEG
TCTTCGAGCG AGACTGGAGC
GCCCAGGECC AGGACTGTGT
CAGCGEEGTC CTGECAGCGG
AGCCTGGACT CCAAGCACCT
ACTGICCACT TCAGGEGCGEA
CTTTGAACCC CCCGCCTGCT

>FERMI'3_cDNA 2522 bp

00001
00051
00101
00151
00201
00251
00301
00351
00401
00451
00501
00551
00601
00651
00701
00751
00801
00851
00901
00951
01001
01051
01101
01151
01201
01251
01301
01351
01401
01451
01501
01551
01601
01651
01701
01751
01801
01851
01901
01951
02001

GAAACTCCAA AGAGAAAGCA

TTCCCCTTCC
GICCATGGAC
TCCCCTTCAG
GCCTACATAG
AGGTGTGEEC
TGAGCACCGT
TCCCCCTACG
TTGGCAGEEC
GGTGEEECCT
TCACTCGCAC
CACAAACCAC
CCAGGGAGCT

TGCGGTCCCT
GIGAAAGTCT
CAGGGTGAAC
GCACGT CCAA
CTGGTGGTCA
GCAGGAGCAG
CCGTGEECCT
TGAGGTTCGG
CCTTCCCTTG
AAGCCCTGGT
TTGCTCTCCA
GICCCEGATG

GAGGEGEEGAGG AAGCACGCAG

GIGIGrascC
CCTGCAGCCC
ATGAAGACAG
GITTATAGGA

CGTGGECCAGG AGTGECTGAC

CAGCCCCTCG
CCACCGGEEGA
GAGGAGGACC

CGGEEEGAGTC ACACATCGGT
AAACGCAAGC AGGACTGGTC

GCAGIGECTG
CCGACGCCCG
CTGCCCAACC
CTTCCAGECC
AGGAGATGIC
GAAAAGGAGC

GITGTATGAG
CCGAGGAGA
CTGICCCAGA
GGACGACCTG
CGGECGCCCAC
GACCATCTCC
CCAGCACTGG
AGGACGAGEC
GAAGTGGTCC
CCTGGTGCCC
ATGAGCAGCA
GGCCGCACCA
GECCTTCCTC
ACCATCCCCA
CTTGIGECCC
ACGGATCCTG
CCCACCTGCG
TCTTATGITG

CTGCAGACCC
CCTCTTCTTC
GCCGTGECCCT
ATGGTGECCA
TCTGCTCCGG
CGGAGGAGGA
GCCCCCCCGT
GACGGAGECC
CCCTCCTGCT
CAGCTCCACA
CATCAAGECC
TCGACCTGGA
CAGECTCGGT
GATGATGGTG
GCGCEEGAGET
GATTTAGCCC
GGACATCCTG
GGATCTTCCG
GIGGTGITCA
CCCCGCEGEGAA
CTGATGICAA
TCCCCTGAGG
GTATGCCCGC
TGGCGCGACAG
AGCCTACAGC
GGGTCCCGAT
CACGCTTCCA
GAAGCCCACC
TTTCATCCAG
TGGTCAGGI T

CATCGCCAAC AACCGACTCGA

CAGGECAAGCG
CTACATCGAC
CGGAGGECCGA
GEGEGTGECTCC
AGACCACGCC
ACTGGACCCT
GGGECCCCAGC
GCGECCTCCCC
TCTGCCGECT
GCTCCCGAGA
GGTGTATGAC
CGTTCCGEEG
TGCTACCACA
GCAGCECCTG
GCAGGTGECT
GGGGACACGC
TCCCAAGACA
GGGACCTGCT
TTTGCAGCCC
GGACGAACCA
TGAGCAACCT
GACAGCCTCA
GCCCCGGAAA
AGGAGACCAC
CCCATCCAGC
CGTCTCAGCEC
GCATGAGTGA
TGGATGCECTG
CAGCTACTCC
GGACAGGECGG
GCCTCCCCCG
GAGAAAGTITC
AGAACGTGEC
GCCTGGECAGT

GCGCCGACCC
CCGCCGCAGC
TCGTCCTGGEG
GICGCTCACC
TGAAGATTGT

CGGTCTGCAG
CCCCAACACA
CATGECGEEC
AGCTGCGEEGET
CTCCGCCGTCA
GGAGGAGATC

ATTTGGTGEG AACAGAAAAG

GGACAAATAC
ACCGEECCCGT
GCCACCTTCT
CCTCAGTATC
AGGAGAAGAA
CTGACCAAGG
GATGCCAGCC
TGCTGAGCCG
CCTCGECCCA
GGATTCATCG
TCTGECTGCG
GACCCAGTGC
GCTGGAAGAG
TACAGTACCA
GCGCEECACAG
GGAGGTGAAG
CCACCATCCC
CTGACTCTGA
CCTGICCTAC
AGCTCAACCT
CAGAAGITCT
GATCTACCTG
GCTGCCGACT
AGCGAGGTCC
CGGTGECEEG
AGGGCCTCAA
AAGGCCAAGC
CCAACTCTCG
CCCTCCCCCGA

GGGATCCTGG
CATCCTGCGG
CCCAGCCCCT
CGGECACCCTG
GAAGAAGAAA
TCGTCCTGGT
CACTTCTCAG
GCCGCAGCCC
GCTCCCTCTT
CGGIGCCTCA
CTTCAAGTAC
GGCTGACCCA
ATTGACTGCA
CATCAACAAG
ACTCAGEECT
CTGGAGEEGT
AGAACTCAAG
AGGGGTACCG
TACAAGAGCC
CAAGCECTGT
GCATCAAACT
CGGTGCCAGG

CAAGGECAGC AGGAAAGACG AGATCCTGGEG

TCCGCATCGA

CTTGICTGIG

TTAAGACCTG
ATCCGGECAGG
CTGCGIGrec

GCGCTTCAGC
TGGCCATCGA
GCCAGCTGCC

AACATGCCCC AGTGGAACGT
GITTGACGAG CACATCAACG
GCATTGIGCA TGAGTACATC

GGTGACGT GG
CAACTGGGAC
TGECTTTTAG
GGGEECTACA
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TCTTCCTGIC CACTCGGGAG AGGECCCEEG GEGAGGAGCT GGACGAGGAC
CTCTTCCTGC AGCTCACCGG AGGCCACGAG GCCTTCTGAA GCCTGICTCA
CTGCCCCTGC CCGCTCACCA CCTGCCATGA CCACTCCTAA GICCACACCC
GCTGGGACTC ACCGTCCACA CACTGICCAG ACATGCAACG ACCGAGCTGG
ACCCATTCAC TCACTGICAC TGECTCTGIG TAGACCAGEG TCCTGECTGG
GICAGACCCT GCCATCCTCC GGGAGGEGTAG GCCCTCATTT GCACAGCACC
CGCCCTTCCC TTGICTGAGT GGCCAGGACC AACACCTCTG ACCCAGCTGA
AGTCCCTGAG CACACGAGGA AGACTGECTG CAGCCACGEG ATGATGACTC
GTAGITTCAA ATCAGITTCT TTTTTATCTT TTTACATTTT TAAAAAAATA
AATATTTTAT TGITGGGICA TC
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