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1 Einleitung und Zielsetzung

Quantitative Merkmale zeichnen sich dadurch aus, dass eine Vielzahl an Genen an der
Auspragung des Phénotyps involviert ist und diese jeweils nur geringe Merkmalseffekte
aufweisen. Die Aufklarung der genetischen Grundlagen dieser komplexen Merkmale stellt
daher eine grofle wissenschaftliche Herausforderung dar. Die Identifizierung merkmalsbe-
stimmender Regionen erfolgt in der Regel iiber ein bestehendes Kopplungsungleichgewicht
zwischen den assoziierten Markern und kausalen Varianten. Eine wichtige Vorausset-
zung fir die Aufklarung der genetischen Grundlagen komplexer Merkmale ist deshalb
die Analyse genomweit verteilter Polymorphismen. Die vollstdndige Sequenzierung und
Assemblierung des Rindergenoms sowie die Entwicklung neuer molekulargenetischer Metho-
den erméglichen seit wenigen Jahren die Durchfithrung genomweiter Assoziationsstudien
(GWAS). Die erforderlichen hohen Markerdichten werden durch die Anwendung moder-
ner Hochdurchsatz-Genotypisiermethoden erreicht und erlauben auch bei quantitativen
Merkmalen eine erfolgreiche Identifizierung assoziierter Regionen (Quantitative-Trait-Loci,
QTL). Die Ergebnisse aus GWAS tragen somit zur Aufklarung der genetischen Grundlagen

komplexer Merkmale, wie z. B. Leistungs- und Gesundheitsparameter, beim Rind bei.

Die Stoffwechselproblematik von Milchkiithen in der frithen Laktation kann als Merk-
malskomplex mit 6konomischer und gesundheitlicher Relevanz angesehen werden. Mit
der Steigerung der Milchleistung ging in den letzten Jahrzehnten eine Zunahme von
Gesundheits- und Fruchtbarkeitsproblemen einher. Laktierende Kiihe sind enormen meta-
bolischen Belastungen ausgesetzt, die sich in vielen Fallen negativ auf die Gesundheit und
die Nutzungsdauer auswirken. Bedingt durch das Auftreten der negativen Energiebilanz
(NEB) in der frithen Laktation werden Kérperfettreserven mobilisiert um das Energiedefizit
auszugleichen. Die Freisetzung von Fettsiduren beeinflusst die Milchfettsynthese, so dass
sich die Stoffwechselsituation im Fettgehalt der Milch widerspiegelt. Der tierindividuelle
Umgang mit der Stoffwechselbelastung der frithen Laktation ist dabei moglicherweise auf

unterschiedliche Varianten von Genen des FettstofTwechsels zurtuckzufiithren.

Einen weiteren und bislang weitestgehend unbeachteten Aspekt bei der Gesundheit von
Milchkiihen stellt die Vitamin-D3-Versorgung dar. In den letzten Jahren sind Gene des
Vitamin-Ds-Stoffwechsels in den Fokus humaner Studien geraten, da sie Assoziationen mit
verschiedenen Erkrankungen zeigten. Beim Rind wurden bislang Zusammenhéange zwischen

akutem Vitamin-D3-Mangel und dem Calcium-Haushalt in der frithen Laktation untersucht.



1 Einleitung und Zielsetzung

Aufgrund der vielschichtigen Auswirkungen von Vitamin-D3 auf gesundheitliche Komponen-
ten, wie z. B. das Immunsystem, kann eine Verbesserung der Vitamin-D-Versorgung beim
Rind, dhnlich wie beim Menschen, durchaus als erstrebenswert erachtet werden. Da dem
Vitamin-Ds-Haushalt neben Umwelteinfliissen starke genetische Komponenten zugrunde

liegen, ist eine ziichterische Bearbeitung moglich.

Die Aufklarung der dem Umgang mit der metabolischen Belastung zugrunde liegenden
Stoffwechselwege konnte fiir eine ziichterische Verbesserung im Zuge der genomischen
Selektion herangezogen werden. Uber die Identifizierung assoziierter Marker sowie kausaler
Varianten kénnen Tiere selektiert werden, die positive Eigenschaften beziiglich der Stoff-
wechselstabilitat und des Vitamin-D3-Haushalts tragen. Dies fiihrt zu einer nachhaltigen
Verbesserung der Gesundheit und des Wohlbefindens von Milchkiihen sowie der Rentabilitat
der Milchviehhaltung.

Die spezifischen Ziele dieser Dissertation waren

o die Identifizierung von Kandidatengenen iiber genomweite Assoziationsstudien in
Hinblick auf die Stoffwechselsituation in der frithen Laktation unter Verwendung der
Parameter Milchfettgehalt und Fett-Protein-Verhaltnis,

o die Aufklarung des kausalen Zusammenhangs von Gesundheitsmerkmalen mit dem
fiir das Vitamin-D-bindende-Protein kodierenden GC-Gen und

o die systematische Suche nach Polymorphismen in den identifizierten Kandidatengenen.
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2.1 Leistungsantagonismen bei Milchkiihen

Gesundheitliche Probleme in der frithen Laktation, Fruchtbarkeitsstérungen, eine kurze
Nutzungsdauer und lange Zwischenkalbezeiten sind die Nebenerscheinungen der modernen
Milchviehhaltung. Diese wirken sich negativ auf das Wohlbefinden der Tiere und auch auf
die 6konomische Rentabilitdt der Milcherzeugung aus (ROMER 2011). Die Nutzungsdauer
von Kiihen der Rasse Holstein-Friesian (HF) hat sich wéhrend der letzten Jahre zwar kon-
tinuierlich erhoht, ein durchschnittliches Abgangsalter von 5,4 Jahren bei 2,5 Laktationen
ist jedoch weiterhin zu niedrig (ADR 2012). In einer Studie zeigte ROMER (2011), dass
Lebensleistungen von 30.000 kg Milch in 3,5 Laktationen fiir eine rentable Milchproduktion
erreicht werden miissten, aber 80 % der HF-Kiithe bereits friher aus dem Produktions-
prozess ausscheiden. Zu den Hauptabgangsursachen in der Milchviehhaltung zahlen die
sogenannten Produktionskrankheiten, wie Euter-, Klauen- und Stoffwechselerkrankungen

sowie Fruchtbarkeitsstorungen.

Diese, mit einer hohen Milchleistung assoziierten Gesundheits- und Fruchtbarkeitsprobleme,
gelten als Leistungsantagonismen und werfen die Frage auf, inwiefern die Leistungsgrenze
der modernen Milchkuh bereits erreicht ist (STANGASSINGER 2007). Als Ausloser fiir die
Gesundheitsproblematik werden die negative Energiebilanz in der frithen Laktation und der
daraus resultierende metabolische Stress angesehen (COLLARD ET AL. 2000). Die begrenzte
Verfiigbarkeit der Energie ist dabei ursachlich fiir die Priorisierung der Milchleistung
und die Einschrankung von Prozessen der Fruchtbarkeit und des Immunsystems (RAUW
ET AL. 1998). Die NEB und die damit einhergehende Mobilisierung von Korpergewebe
sind als evolutiondre Anpassung zur Sicherung des Uberlebens und des Wachstums des
Kalbes anzusehen (STANGASSINGER 2007). Der Energiemangel in der frithen Laktation
fithrt aber nicht zwangsldufig zu gesundheitlichen Problemen. ROMER (2011) konnte
fiir die Rasse Holstein-Friesian zeigen, dass bei Kithen mit einer hohen Milchleistung
Produktionskrankheiten nicht unweigerlich haufiger auftreten als bei Tieren mit einer
geringen Leistung. Dieser tierindividuelle Umgang mit den metabolischen Belastungen der

Laktation lasst vermuten, dass hierbei eine genetische Komponente zum Tragen kommt.
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2.2 Aspekte der Tiergesundheit und Nutzungsdauer

2.2.1 Stoffwechselsituation in der fruhen Laktation

Milchkiihe sind in der frithen Laktation starken metabolischen Belastungen ausgesetzt. Die
einsetzende Milchproduktion zieht einen gesteigerten Energiebedarf mit sich, der durch
die Futteraufnahme allein nicht ausreichend gedeckt werden kann. Die Kuh gerat in den
Stoffwechselzustand der negativen Energiebilanz. Um das Energiedefizit auszugleichen,
werden korpereigene Reserven mobilisiert, die grofitenteils durch den Abbau von Korperfett
bereitgestellt werden (BELL 1995). Die resultierende Stoffwechselbelastung kann zu meta-
bolischem Stress mit einhergehenden Einschrankungen physiologischer Prozesse im Korper
fithren. Begleiterscheinungen sind verminderte Fruchtbarkeit (BUTLER & SmITH 1989),
durch eine Schwéichung des Immunsystems bedingte Euter- und Klauenerkrankungen sowie
Stoffwechselerkrankungen (COLLARD ET AL. 2000).

2.2.1.1 Parameter zur Bestimmung der negativen Energiebilanz

Die Energiebilanz (EB) wird als aussagekraftigster Indikator fiir den Stoffwechselzustand
in der frithen Laktation angesehen (COFFEY ET AL. 2002), da sie direkt das Ausmafl
des bestehenden Energiedefizits anzeigt. Die Bestimmung der EB ist jedoch aufwéndig
und an einer groflen Tierzahl schwer durchfithrbar. Zur Erfassung und Beschreibung
des Stoffwechselstatus von Milchkiihen werden daher indirekte Parameter wie der Body-
Condition-Score (BCS) und diverse Metaboliten in Blut und Milch diskutiert (GILLUND
ET AL. 2001; REIST ET AL. 2002; KLEIN ET AL. 2010). Das Verhéltnis von Fettgehalt und
Proteingehalt (Fat-Protein-Ratio, FPR) hat sich dabei als geeigneter Parameter fiir die
Stoffwechselsituation herausgestellt, da es die EB addquat widerspiegelt (HEUER ET AL.
2000). Ein hoher FPR-Wert geht mit einer ausgepragten NEB einher (BUTTCHEREIT ET AL.
2010). Studien zeigen zudem, dass es einen Zusammenhang zwischen dem FPR und der
Inzidenz von Erkrankungen wie Mastitis, Klauenerkrankungen und Stoffwechselproblemen
gibt (BUTTCHEREIT ET AL. 2012). Bei einer iiberméaBig starken Mobilisierung von Kérper-
fett im Zuge der negativen Energiebilanz sind der Fettgehalt (DE VRIES & VEERKAMP
2000) und folglich auch das Fett-Protein-Verhéltnis in der Milch erhéht. BUTTCHEREIT
ET AL. (2011) schlagen daher das FPR als geeigneten Parameter fiir die Bestimmung der
Energiebilanz in der frithen Laktation vor. Das FPR und der Fettgehalt in der Milch kénnen
mit einfachen Methoden bestimmt werden und sind Teil der routineméaffigen, monatlichen

Milchleistungspriifung.
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2.2.1.2 Genetische Architektur des Merkmals Milchfettgehalt

Das Merkmal Milchfettgehalt wird in der Zuchtwertschatzung erfasst und ist wichtiger
Bestandteil der ziichterischen Beurteilung von Rindern. Mit geschitzten Heritabilitéten (h?)
von 0,55 bis 0,68 liegt dem Merkmal eine starke genetische Komponente zugrunde (WADE
& VLECK 1989; PANDER ET AL. 1992; STOOP ET AL. 2008). Durch die systematische
Kartierung von QTL konnten bereits Regionen identifiziert werden, die einen Teil der
genetischen Varianz erklaren (BLOTT ET AL. 2003; COHEN-ZINDER ET AL. 2005; WEIKARD
ET AL. 2005; ROY ET AL. 2006; VIITALA ET AL. 2006; SCHENNINK ET AL. 2009). Der
Milchfettgehalt weist eine komplexe genetische Architektur auf, mit einer geringen Anzahl
an bedeutenden QTL, die einen Grofiteil der genetischen Variation erklaren und vielen QTL
mit geringen Effekten (HAYES ET AL. 2010) (Abbildung 2.1). Bislang konnten hauptséchlich
QTL mit vergleichsweise grofen Merkmalseffekten, wie z. B. auf BTA14 (GRISART ET AL.
2004) und BTA20 (BLOTT ET AL. 2003) identifiziert und funktionell bestétigt werden. Der
noch fehlende Anteil an der Gesamtvarianz deutet jedoch darauf hin, dass eine Vielzahl an
QTL mit geringen Merkmalseffekten existiert, die bislang nicht aufgeklart werden konnten
(HAYEs ET AL. 2010).
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Abbildung 2.1: Genetische Architektur des Merkmals Fettgehalt bei australischen Holstein-Friesian. a)
Verteilung der Anteile an pro Chromosomensegment erkldrter Varianz. Ein Segment umfasst
50 Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNP) des Illumina BovineSNP 50K BeadChips. b)
Extreme Werte aus Abbildung 2.1 a, mit Chromosomensegmenten die einen Anteil > 0,023
der Varianz erkliren. Verindert nach HAYES ET AL. (2010).

2.2.1.3 Synthesewege des Milchfetts

Der Fettgehalt in der Milch wird durch die direkte Aufnahme und Biohydrierung von
Nahrungsfetten, durch die de-novo-Synthese von Fettsduren im Eutergewebe und durch die
Mobilisierung von Korperfett bestimmt (BAUMAN & DAvis 1974). Die Futterzusammen-
setzung und die Laktationsphase beeinflussen aus welchen dieser Prozesse die Substrate
fir die Triglycerid-Biosynthese anteilig stammen (RUDOLPH ET AL. 2007). In der frithen

Laktation kommt der Korperfettmobilisierung im Zuge der negativen Energiebilanz die
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grofite Bedeutung zu (MOE ET AL. 1971). Die Mobilisierung von Kérpergewebe fiihrt bei
Wiederkéauern zu einer Anflutung von freien Fettsauren im Blut (DUNSHEA ET AL. 1989).
An der variierenden Fettsdurezusammensetzung zeigt sich, dass in verschiedenen Phasen
der Laktation unterschiedliche Synthesewege die Milchfettsynthese beeinflussen (STOOP
ET AL. 2009; GROSS ET AL. 2011).

Entscheidende physiologische Prozesse des Fettstoffwechsels sind die Triglyceridsynthese, der
Fettsdureabbau und die Fettsduresynthese (Abbildung 2.2). An der Triglyceridsynthese sind
die Schlisselenzyme Glycerol-Kinase (GK), Acylglycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (AG-
PAT), Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (GPAT) und Diacylglycerol-O-Transferase
(DGAT) beteiligt. Kurz-, mittel- und langkettige Fettséduren werden an Glycerol zu Trigly-
ceriden verestert und in die Milch sezerniert. Die Aufnahme von Fetten tiber die Nahrung hat
dabei keine signifikanten Auswirkungen auf die Expression der an der Triglyceridsynthese
beteiligten Gene (RUDOLPH ET AL. 2007). Wichtige Enzyme des Fettsédureabbaus sind unter
anderem die Lipoprotein-Lipase (LPL) und das Glycosylphosphatidylinositol-anchored-
high-density-Lipoprotein-bindende- Protein-1 (GPIHBP1). Die in Chylomikronen und
Very-Low-Density-Lipoproteinen (VLDL) enthaltenen Fette werden durch die Lipoprotein-
Lipase hydrolisiert. GPIHBP1 wirkt als Plattform fiir die LPL und ist mafigeblich an der
Bereitstellung der fiir die Milchfettsynthese bendtigten Fettstoffe beteiligt (HERNELL &
OLIVECRONA 1974). In der Phase der frithen Laktation nimmt die Expression von LPL
im Fettgewebe ab, so dass die aus der Korperfettmobilisierung stammenden Fettsauren
nicht erneut durch Lipogenese gebunden werden (SUMNER-THOMSON ET AL. 2011) und
stattdessen fiir die Fettsynthese im Euter verfiigbar sind. Die Fettsiaure-Synthase (FAS)
spielt eine zentrale Rolle in der de-novo-Fettsauresynthese. Die katalytischen Zentren
von FAS sind an der Umwandlung von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA in Palmitinsédure
beteiligt. Die Fettsaure-Synthase synthetisiert im Eutergewebe kurzkettige Fettsauren
von C4:0 bis C16:0 (MORRIS ET AL. 2007). In der frithen Laktation um Tag 60 ist das
Expressionsmaximum des fiir die Fettsaure-Synthase kodierenden Gens FASN (Bionaz &
Loor 2008b). Dennoch ist die de-novo-Synthese in der Phase der negativen Energiebilanz
relativ gesehen schwacher ausgeprigt, so dass es in der Milch zu einem héheren Anteil
von Fettsduren aus der Korperfettmobilisierung und zu einer Verringerung des Anteils der

Fettsauren aus der de-novo-Synthese kommt (VAN KNEGSEL ET AL. 2007).

Die Komplexitat des Fettstoffwechsels verdeutlicht, dass es sich bei dem Merkmal Fettgehalt
um ein quantitatives Merkmal handelt. Eine Vielzahl an Genen ist an der Auspragung
des Phénotyps beteiligt (BrtoNaz & LOOR 2008a), die eine vollstandige Aufklarung der

komplexen genetischen Architektur erschweren.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Fettsynthesewege im FEutergewebe. Aus den Triglyceriden
(TAG) der Chylomikronen und Very-Low-Density-Lipoproteinen (VLDL) werden durch
die Lipoprotein-Lipase (LPL) freie Fettsquren (FFA) hydrolisiert und in die Euterzelle
transportiert. Das Glycosylphosphatidylinositol-anchored-high-density-Lipoprotein-bindende
Protein-1 (GPIHBP1) wirkt als Plattform fir die LPL. Mittellangkettige Fettsduren
(MCFA) aus der de-novo-Synthese mit dem Schliisselenzym Fettsiure-Synthase (FAS)
sowie die aus dem Blutplasma aufgenommenen Fettsauren werden dber die Acyl-CoA-
Synthetasen (ACSL) zu mittellangkettigen (MC) und langkettigen (LC) Acyl-CoA-Fettsduren
verestert. Die Glycerol-Kinase (GK) stellt das Glycerol-3-Phosphat bereit. Acyl-CoA-
Fettsiuren und Glycerol-3-Phosphat werden anschlieffend durch die Enzyme Glycerol-3-
Phosphat-Acyltransferase (GPAT), Acylglycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (AGPAT) und
Diacylglycerol-O-Transferase (DGAT) zu Triglyceriden synthetisiert. Angelehnt an RUDOLPH
ET AL. (2007) und BIONAZ & LOOR (2008b).

2.2.2 Bedeutung von Vitamin-D; fiir die Gesundheit von Milchkiihen

Das Ausscheiden von Milchkiithen aus dem Produktionsprozess ist neben Leistungs- und
Fruchtbarkeitsproblemen hauptséchlich auf gesundheitliche Griinde zurtickzufithren (WANG-
LER ET AL. 2009). ROMER (2011) stellt in ihrer Studie an Holstein-Friesian-Kiihen fest,
dass das Abgangsrisiko fiir Tiere, die in den ersten 30 Tagen der Laktation an Produktions-
krankheiten erkranken, erhoht ist. Wie bereits beschrieben, ist die Stoffwechselbelastung der
frithen Laktation ein wesentlicher Bestandteil fiir das Auftreten von Gesundheitsproblemen.
Eine moglicherweise bedeutende und bislang weitestgehend unbeachtete Rolle bei der

Gesundheit von Rindern kénnte der Vitamin-D-Versorgung zugeschrieben werden.

Vitamin-D3 ist ein Steroidhormon, das in der Haut aus dem Vorlaufermolekiil
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7-Dehydrocholesterol durch Einstrahlung von UV-B Licht gebildet wird. Vitamin-Ds
wird im Kérper iiber Calcidiol (25-Hydroxy-Vitamin-Ds, 25(OH)Ds) zu Calcitriol (1,25-
Dihydroxy-Vitamin-Ds, 1,25(OH)sD3) verstoffwechselt. Diese Metaboliten sind im Blut fast
vollstéindig an das Vitamin-D-bindende Protein (VDBP) gebunden (SPEECKAERT ET AL.
2006) und werden zu den Zielorganen transportiert. Zudem ist das Protein in die Bindung
von aus lysierten Zellen freigesetztem Aktin sowie in die Verstarkung der Chemotaxis,
Makrophagenregulation und Osteoklastenstimulation involviert (GOMME & BERTOLINI
2004). Die Blutserumkonzentration von Calcidiol weist Erblichkeiten von h?=0,8 auf
(WisT ET AL. 2006) und ist mit Polymorphismen im fir das Vitamin-D-bindende
Protein (VDBP) kodierenden GC-Gen assoziiert (Bu ET AL. 2010; AHN ET AL. 2010).

Ein akuter Mangel an Vitamin-D wird beim Mensch in Verbindung mit verschiedenen
Erkrankungen wie Rachitis, Osteoporose, Knochenbriiche und Osteopenie gebracht (HOLICK
2007; HorLick & CHEN 2008). Des Weiteren wurden Zusammenhénge zwischen einer
Unterversorgung mit dem Steroidhormon Vitamin-D3 und der Inzidenz von Bluthochdruck,
Krebs, Autoimmunerkrankungen und Infektionskrankheiten nachgewiesen (HOLICK &
CHEN 2008).

Beim Rind wurden die Auswirkungen von Vitamin-D-Mangel auf die Knochenentwicklung
(DoBsoN & WARD 1974) und auf den Calcium-Haushalt in der frithen Laktation (HiBBS &
CONRAD 1976; HORST ET AL. 1994) beschrieben. Da das Steroidhormon eine entscheidende
Rolle in der Calcium-Homoostase spielt, kann eine Unterversorgung bei Milchkiithen zu ge-
sundheitlichen Problemen wie Hypokalzédmie und Gebérparese fithren (HORST ET AL. 1994).
Zudem kann eine Vitamin-D-Mangelsituation in aktiver und passiver Weise verschiedene
andere Krankheiten oder Stérungen auslosen, wie z. B. Wachstumsanomalien, verringerte
Fiitterungseffizienz oder eine gestorte Fruchtbarkeit (DOBSON & WARD 1974). Aus diesen
Griinden wird in Studien die Supplementierung von Vitamin-D in Zusammenhang mit der
Vermeidung der Gebéarparese und der Verbesserung der Fleischqualitat diskutiert (WILKENS
ET AL. 2012; CARNAGEY ET AL. 2008). Der Einfluss der Vitamin-D3-Versorgung auf das
Immunsystem stellt ebenfalls einen wichtigen gesundheitlichen Aspekt dar (REINHARDT
& HUSTMYER 1987). Die Erforschung der endokrinen Physiologie und der Funktionen
von Vitamin-D im bovinen Immunsystem wurde in den letzten Jahren vorangetrieben,
um nicht zuletzt auch Riickschliisse auf die humane Vitamin-D-Endokrinologie ziehen zu
kénnen (NELSON ET AL. 2012). Wahrend beim Menschen Polymorphismen in Genen des
Vitamin-D-Stoffwechsels mit dem Vitamin-D-Gehalt und Erkrankungen in Verbindung
gebracht werden konnten (AHN ET AL. 2010; BU ET AL. 2010; GOZDZIK ET AL. 2011), sind

bislang keine Studien zur Aufkldrung der genetischen Konstitution beim Rind bekannt.
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2.3 Genomweite Assoziationsstudien bei komplexen, quantitativen

Merkmalen und ihre Anwendung in der genomischen Selektion

Die meisten ziichterisch relevanten Phéanotypen fallen in die Kategorie der komplexen Merk-
male. Diese zeichnen sich dadurch aus, dass eine Vielzahl an Genen an der Auspriagung der
Phénotypen beteiligt ist (GLAZIER ET AL. 2002). Die Identifizierung der den Phénotypen
zugrunde liegenden Genorte, der so genannten QTL, wird durch genetische Mechanismen,
wie z. B. Epistasie und Pleiotropie (NADEAU 2001), und geringe Merkmalseffekte erschwert.
Die Anzahl der untersuchten Individuen, die Dichte der verwendeten Marker und die
genetische Architektur des untersuchten Merkmals sind entscheidende Parameter fiir eine
erfolgreiche Identifizierung von QTL (Ri1scH 2000).

Durch einen enormen Entwicklungsschub im molekularbiologischen Technologiesektor wur-
de in den letzten Jahren die Grundlage fiir die Aufklarung komplexer Merkmale geschaffen.
Die vollsténdige Genom-Sequenzierung des Rindes und die Identifizierung zahlreicher
Polymorphismen (BOVINE HAPMAP CONSORTIUM ET AL. 2009; BOVINE GENOME SE-
QUENCING AND ANALYSIS CONSORTIUM ET AL. 2009) hatten einen entscheidenden Einfluss
auf die Entwicklung kommerziell erhéltlicher, boviner SNP-Microarrays. Mit modernen
Hochdurchsatz-Genotypisiermethoden kénnen nun grofie Tierzahlen an tausenden, iiber das
Genom verteilten Polymorphismen genotypisiert werden. Die im Rahmen der genomischen
Zuchtwertschéitzung erfassten Genotypdaten konnen in GWAS analysiert werden und
zur Aufklarung der genetischen Grundlagen von Leistungs- und Gesundheitsmerkmalen
beitragen (GODDARD 2008).

Grundsatzlich ist bei der Durchfithrung genomweiter Assoziationsstudien besonderes Au-
genmerk auf die statistische Auswertung der Ergebnisse zu legen. Durch das Problem
des multiplen Testens entstehen falsch positive Assoziationen, die eine Anpassung der
Signifikanzgrenze entsprechend der Anzahl der verwendeten Marker erforderlich machen
(HOGGART ET AL. 2008). Zudem miissen Verwandtschaftsbezichungen beachtet werden,
um falsch positive Assoziationen aufgrund von Populationsstratifikation zu vermeiden
(MAcCLEOD ET AL. 2010). Gerade bei Nutztierpopulationen besteht héufig eine geringe
effektive Populationsgrofie mit relativ engen Verwandtschaftsstrukturen (NOTTER 1999).
Zur Bestatigung der assoziierten QTL empfiehlt es sich, die Varianten auf Funktionalitat
zu Uberpriifen und die Studie in einer unabhéngigen Population zu replizieren (PEARSON
& MANOLIO 2008).

Beim Menschen konnten erstmals im Jahr 2005 in einer 100.000 SNP umfassenden, genom-
weiten Assoziationstudie QTL identifiziert werden, die mit der altersbedingten Makula-
Degeneration assoziiert sind (KLEIN 2005). In den folgenden Jahren wurden weitere kom-

plexe Merkmale in GWAS analysiert und die zugrunde liegenden genetischen Mechanismen
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aufgedeckt (HINDORFF ET AL. 2009). Beim Rind tragen die Ergebnisse aus genomweiten
Assoziationsstudien wesentlich zur Aufklérung der genetischen Grundlagen 6konomisch
wichtiger Leistungsmerkmale und Krankheiten bei (GODDARD 2008). Die Erkenntnisse
aus QTL-Analysen konnen in der genomischen Selektion praktische Anwendung finden.
Auf Basis der mit dem Merkmal assoziierten Marker kann eine genetische Beurteilung der
Tiere vorgenommen werden, die in ziichterischer Form umgesetzt wird. Um zuverléssige
Aussagen iiber die genetische Konstitution des Tieres treffen zu kénnen, ist es erforderlich,
dass der Marker mit dem entsprechenden kausalen Quantitative-Trait-Nukleotid (QTN)
im Kopplungsungleichgewicht liegt (HAYES ET AL. 2010). Die Ausdehnung des Linkage
Disequilibrium (LD) ist entscheidend fiir die Anzahl an benétigten Markern. Eine hohe
Markerdichte ist daher Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Identifizierung assoziierter SNP
(KHATKAR ET AL. 2008). Eine wesentliche Verbesserung der genomischen Selektion auf
Basis von Markerinformationen konnte durch die Entwicklung neuer Sequenziermethoden
erfolgen. Mit Hilfe der Next-Generation-Sequenzierung (NGS) ist es moglich das gesamte
Genom ausgewéhlter Tiere zu erfassen und systematisch DNA-Varianten zu identifizieren.
Die QTN-Genotypen der sequenzierten Tiere werden dann mittels Imputation auf die
Population hochgerechnet und direkt in der genomischen Selektion eingesetzt (FRIES &
PauscH 2011).

In der praktischen Anwendung kénnte beispielsweise ein besseres Verstandnis der Stoffwech-
selvorgange in der frithen Laktation und des allgemeinen gesundheitlichen Zusammenhangs
zur Implementierung spezifischer Marker fithren. Der Einsatz dieser Marker in der genomi-
schen Selektion wiirde eine 6konomische Verbesserung der Milchproduktion herbeifithren

und die aus tierethischer Sicht zu kurze Lebensdauer von Milchkithen verbessern.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Tiere und Phanotypen

3.1.1 Holstein-Friesian- und Fleckvieh-Bullen der genomweiten Assoziationsstudien

In dieser Arbeit wurden Besamungsbullen der Rassen Holstein-Friesian und Deutsches
Fleckvieh (FV) untersucht. Von den abstammungsgepriiften HF-Bullen standen Phanotyp-
informationen in Form von mittels Best-Linear-Unbiased-Prediction (BLUP) geschétzter
Zuchtwerte der Merkmale Milchfettgehalt, Nutzungsdauer (RZN) und Body-Condition-
Score zur Verfiigung (www.vit.de, Version April 2010). Zusatzlich wurden vom Vereinigte
Informationssysteme Tierhaltung w.V. (vit) geschétzte Zuchtwerte fiir den Milchfettgehalt
und das Fett-Protein-Verhaltnis der Laktationstage 10 bis 20 bereitgestellt. Diese Zucht-
werte wurden fiir die ersten drei Laktationen mittels Random-Regression-Testtagsmodell
geschatzt. Die Testtags-Zuchtwerte der Laktationstage 10 bis 20 wurden iiber die drei Lak-
tationen hinweg gleich gewichtet, um einen gesammelten Zuchtwert fiir den Milchfettgehalt
der frithen Laktation zu erhalten. Die insgesamt 2401 HF-Bullen stammen von 376 verschie-
denen Vatern und 423 maternalen Grofiviatern ab. Die paternalen Halbgeschwisterfamilien
und maternalen Grofivaterfamilien umfassen durchschnittlich 6 und maximal 83 Mitglieder
(Abbildung 9.1a und 9.1b).

Von den Besamungsbullen der Rasse FV standen mittels BLUP geschétzte Zuchtwer-
te der Merkmale Milchfettgehalt, Persistenz, Milchmenge und Bemuskelung sowie des
Selektionsindex Fitness zur Verfiigung (www.lfl.bayern.de/bazi-rind, Version Dezember
2010). Zusatzlich wurden Zuchtwerte fiir den Fettgehalt jedes Laktationstages der zweiten
Laktation aus Random-Regression-Testtagsmodellen iiber die Bayerische Landesanstalt fiir
Landwirtschaft (LfL) (www.lfl.bayern.de) bereitgestellt. Die Daten wurden fir jeweils fiinf
aufeinanderfolgende Laktationstage gemittelt. Die Verwandtschaftsstruktur der insgesamt
3643 abstammungsgepriiften F'V-Bullen setzt sich aus 385 verschiedenen Viatern und 487
maternalen Grofiviatern zusammen, wobei die von 675 Bullen gebildeten paternalen Halbge-
schwisterfamilien und maternalen Grofivaterfamilien aus durchschnittlich 10 und maximal
288 Mitgliedern bestehen (Abbildung 9.1 ¢ und 9.1d).

Eine Ubersicht iiber die dieser Studie zugrunde liegenden Phénotypen der HF- und FV-
Bullen ist in Tabelle 3.1 sowie in den Abbildungen 9.2 und 9.3 im Anhang dargestellt.
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Tabelle 3.1: Phdinotypen der untersuchten Merkmale der Rassen FV und HF. s ist die Standardabweichung
und n die Anzahl der Phanotypen des jeweiligen Merkmals.

Merkmal Rasse Minimum Median Mittelwert Maximum s n

Persistenz FV 56 101 100,2 138 11,0 3642
Fitness FV 58 102 101,3 142 11,6 3642
Bemuskelung FV 59 102 102,1 144 10,4 3593
Milchmenge [kg] FV -2407 108 92,02 1622 466,6 3642
Fettgehalt [%] (Zuchtwert) FV -0,93 -0,04 -0,018 1,07 0,2 3642
Nutzungsdauer HF 66 100 100 137 10,6 2401
Body-Condition-Score HF 410 820 808 991 88,0 2401
Fettgehalt [%] (Zuchtwert) HF -1,11 -0,06 -0,04 1,12 0,31 2401
Fettgehalt [%] (Tag 10-20) HF  -1,02 020  -0,20 0,62 0,21 2401
FPR (Tag 10-20) HF -3,39 -0,69 -0,67 1,90 0,68 2401

3.1.2 Tierpanel fiir die Resequenzierung von Kandidatengenen

Fiir die Resequenzierung der in der genomweiten Assoziationsstudie identifizierten Kandida-
tengene GPATY, GPIHBP1 und GC, wurden Panel aus je 12 HF-Tieren erstellt (Tabellen
9.1, 9.2 und 9.3). Die Bullen wurden anhand des Genotyps am signifikantesten Marker aus
der genomweiten Genotypisierung sowie aufgrund extremer Phénotypen ausgewéhlt. Bei
der Auswahl der Tiere fir das GPIHBP1-Panel wurde zudem die Haplotypenstruktur der
DGAT1-Variante (K232A) (GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002) berticksichtigt.

3.1.3 Fleckvieh-Tiere der Next-Generation-Sequenzierung

Fir die Identifizierung von SNP in Kandidatengenregionen konnte auf die Sequenzinfor-
mation von 43 FV-Tieren aus der genomweiten Resequenzierung mit dem Illumina HiSeq
2000 (SY-401-1001, Illumina, San Diego, CA, USA) zuriickgegriffen werden (siehe 3.7.4).
Die Sequenzen standen tiber das Projekt AgroClustEr Synbreed zur Verfiigung. Fur die
Next-Generation-Sequenzierung wurden Tiere ausgewahlt, die einen grofien Einfluss auf
die FV-Population haben, um einen moglichst grofien Teil der genetischen Variation zu
erfassen (Tabelle 9.4). Die Griinder-Tiere deckten insgesamt 68 % der genetischen Variation
der Rasse Deutsches Fleckvieh ab (JANSEN ET AL. 2011).

3.2 DNA-Extraktion aus Sperma

Die Aufreinigung der DNA aus Sperma erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von

LIEN ET AL. (1990). Die Spermaproben lagen als Spermarohrchen vor, wie sie in der
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kiinstlichen Besamung eingesetzt werden und waren bis zur Bearbeitung bei -20 °C gelagert.
Das Sperma wurde mit 1x PBS (50 mM Phosphat-gepufferte Salzlosung, 150 mM NaCl; pH
7,2) aus den Rohrchen gespiilt. Um die Bestandteile der dem Ejakulat zugefiigten Verdiin-
nungsfliissigkeit zu entfernen, wurden die Proben abzentrifugiert und die Spermien-Pellets
in PBS resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte nach Zugabe von Puffer (10 mM Tris, 5 mM
EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% SDS), DTT (1 M) und Proteinase K (20mg/ml) (7528.2, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) bei 56 °C fir 12h. Fir die Extraktion der Proteine wurden
die Proben mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und zentrifugiert.
Die wassrige Phase wurde in ein neues Tube tiberfiithrt, mit Chloroform-Isoamylalkohol
(24:1) vermischt und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurden in einer Alkohol-Fallung
Natrium-Acetat (3 M) und Isopropanol (100 %) zu dem entnommenen Uberstand gegeben.
Die ausgefallene DNA wurde in Ethanol (70 %) gewaschen und nach Entfernen der Fliissig-
keit bei Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wurde in TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM
EDTA; pH 8,0) resuspendiert. Von einem Grofiteil der Bullen war bereits aufbereitete DNA
aus fritheren Arbeiten (SEEFRIED 2008) und tiber das FUGATO-plus Projekt GenoTrack

am Lehrstuhl fir Tierzucht verfiigbar.

3.3 Quantifizierung und Qualitatskontrolle der DNA-Proben

Die DNA-Konzentration wurde fiir die Genotypisierung mit den Illumina Bovine BeadChips
auf 60 ng/pl, fiir die Genotypisierung mittels TagMan auf 2ng/pl und fir die Amplifikation
mittels PCR auf 10ng/pl eingestellt. Die Quantifizierung der DNA-Losungen erfolgte
spektralphotometrisch tiber die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm mit dem
NanoDrop 1000 Spektrophotometer (ND-1000, Nanodrop Technologies, Wilmington, DE,
USA). Zusitzlich wurden der Parameter A260/280 zur Uberpriifung auf Proteinriickstin-
de und das Verhéltnis A260/230 zur Kontrolle auf Verunreinigung aus der Extraktion
betrachtet.

Zur Beurteilung der Qualitat der DNA wurden die Proben nach Zugabe von MassRuler
DNA Loading Dye (R0621, Thermo Fisher Scientific (Fermentas), St. Leon-Rot, Deutsch-
land) gelelektrophoretisch mittels 0,8 %igem Agarosegel (0,001 % Ethidiumbromid, 0,5x
Tris-Borat-Ethylendiamintetraacetat (TBE)-Puffer, 50 V Spannung, 1h Laufzeit) mit dem
Standard Lambda-DNA (SD0011, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) untersucht.
Die Betrachtung der Banden erfolgte unter UV-Licht mit einer Wellenlénge von 254 nm.
Degradierte oder verunreinigte DNA-Proben wurden von weiteren Analysen ausgeschlos-

sen.

13



3 Tiere, Material und Methoden

3.4 PCR

3.4.1 Primerdesign

Das Design der Primer fiir die Amplifikation mittels PCR erfolgte mit der Software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (ROZEN & SKALETSKY 2000) auf Grundlage der Se-
quenzinformation des bovinen UMD3.1-Assemblys (ZIMIN ET AL. 2009). Die Einstellungen
wurden so gewahlt, dass die Primer eine Lénge von 20 Nukleotiden bei einem GC-Gehalt
von etwa 50 % aufwiesen. Die Schmelztemperatur sollte zwischen 57 und 63 °C mit einem
Optimum von 60 °C liegen. Beim Primerdesign wurde zudem darauf geachtet, dass die
Komplementaritat der Primer schwach war, um die Wahrscheinlichkeit fiir Primerdimer-
bildung oder Riickfaltungen moglichst gering zu halten. Die Primer wurden so angepasst,
dass die amplifizierten Produkte eine Lange von 450 bis 800 Basen hatten. Die Primer sind

in Tabelle 9.5 im Anhang aufgefiihrt.

3.4.2 Standard-PCR

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland). Fir die PCR wurden die lyophilisierten Primer zunéchst
in Tris-Puffer (10 mM Tris, pH 8,0) eluiert. Die Konzentration der so erstellten Primer-
Stammlosung betrug 100 pM. Aus dieser Losung wurden Arbeitslosungen (5 pM) durch
Verdinnung mit Tris-Puffer pipettiert. Alle PCR-Reaktionen wurden in einem 20 ul Ansatz
bestehend aus 1x Coral Load PCR Puffer mit 15 mM MgCl, (Qiagen, Hilden, Deutschland),
0,2mM dNTP-Mix (K039.1, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), je 0,25 pM des Forward-
bzw. Reverse-Primers, 1 U Tag-Polymerase (201203, Qiagen, Hilden, Deutschland) und 10 ng
genomischer DNA pipettiert. Die in einem TProfessional Basic Gradient-Thermocycler
(070-601, Analytik Jena (Biometra), Jena, Deutschland) standardmafBig angewendeten
Temperaturabliaufe umfassten eine initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 4 min, die zyklische
Wiederholung der Schritte Denaturierung 95 °C fiir 40s, Annealing 60 °C fiir 1 min und
Elongation bei 72 °C fiir 1 min sowie einen finalen Elongationsschritt bei 72 °C fiir 4 min.

In der Standardeinstellung wurden 30 Zyklen implementiert.

Die Uberpriifung der PCR erfolgte mit einem 1,5 %igen Agarosegel (0,001 % Ethidium-
bromid, 0,5x TBE-Puffer, 100 V Spannung, 30 min Laufzeit). Als Langenstandard wurde
die GeneRuler 100bp-DNA-Ladder (SM0241, Thermo Fisher Scientific (Fermentas), St.

Leon-Rot, Deutschland) verwendet.
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3.4.3 PCR-Optimierung

Nicht alle Primer amplifizierten unter den gewéhlten Standardeinstellungen (Tabelle 9.5).
Fiir die Verbesserung der PCR-Resultate wurde zunéchst die optimale, primerspezifische
Annealingtemperatur unter Anwendung eines Temperaturgradienten mit 12 Tempera-
turschritten (54,0°C, 54,3°C, 55,0°C, 56,0°C, 57,2°C, 58,4°C, 59,6 °C, 60,8 °C, 62,0 °C,
63,0°C, 63,7°C sowie 64,0°C) ermittelt. Bei schwachen Resultaten wurde die Zyklenzahl
auf 35 erhoht. Zusétzlich wurde @-Ldsung (finale Konzentration 1x) (Qiagen, Hilden,
Deutschland) oder Dimethylsulfoxid (DMSO) (finale Konzentration 5 %) (D9170, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) dem Mastermix zugefiigt. Fragmente die einen hohen
Anteil an Guanin (G) und Cytosin (C) aufwiesen, wurden mit der AccuPrime GC-Rich
DNA-Polymerase (12337016, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) amplifiziert. Der
Ansatz bestand aus 1x Puffer A mit 2mM MgSQy,, je 0,25 pM des forward bzw. reverse
Primers, 0,6 U Polymerase und 10 ng genomische DNA.

3.5 Sanger-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Kettenabbruchmethode nach SANGER ET AL. (1977)
unter Verwendung der Big Dye Terminator vi.1 Cycle Sequencing Reagenzien (4337450,
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) und des ABI Prism 3130zl Genetic Analyzer
(Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt.

3.5.1 Aufreinigung der PCR

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte enzymatisch durch Einsatz von 2U Exo-
nuklease I (EN0581, Thermo Fisher Scientific (Fermentas), St. Leon-Rot, Deutschland)
zum Verdau einzelstrangiger DNA-Molekiile, wie z. B. tiberschiissiger Primer und 0,4 U
alkaline Phosphatase FastAP (EF0654, Thermo Fisher Scientific (Fermentas), St. Leon-Rot,
Deutschland) zur Dephosphorylierung der ANTP. Der Aufreinigungsansatz wurde bei 37 °C
fir 30 min inkubiert und die Enzyme anschlieSlend bei 80 °C fiir 15 min deaktiviert. Die
Lagerung des aufgereinigten PCR-Produkts erfolgte bei -20 °C.

3.5.2 Sequenzierreaktion, Aufreinigung und Kapillargelelektrophorese
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen basierten auf dem Big Dye Terminator

vl.1 Cycle Sequencing Kit (4337450, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland). Die
Sequenzierreaktion wurde in einem 10l Ansatz bestehend aus 0,25 pM Primer, 1x BigDye
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Terminator, 1x BigDye Sequenzierpuffer, 1x Dilutionpuffer (5 mM MgCly, 0,2mM Tris-HCl
pH 8,0) und dem aufgereinigten PCR-Produkt durchgefithrt. Die Temperaturablaufe waren
eine initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 20s und in 25 Zyklen ablaufende Denaturierung
bei 95 °C fiir 128, Annealing bei 51 °C fiir 8 s und Elongation bei 60 °C fiir 4 min.

Anschliefend wurde die Sequenzierreaktion mit der Sephadex-Gelfiltrationsmethode aufge-
reinigt. Zunachst wurden 25 mg Sephader G-50 (G5050-100G, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) volumetrisch abgemessen und in MultiScreen HV Platten (MAHVN4510,
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) mit Wasser versetzt. Das Aufquellen erfolgte
durch Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2h. Anschlieend wurde die Platte abzentrifu-
giert (960 g, 5min) um tberschiissiges Wasser zu entfernen. Die Sequenzierreaktion wurde
mit 0,1 mM EDTA verdiinnt, auf die Sephadex-Platte pipettiert und mittels Zentrifugation
(960 g, 5min) aufgereinigt.

Die Auftrennung der Fragmente durch Kapillargelelektrophorese erfolgte im ABI Prism
3130zl Genetic Analyzer (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) unter Verwendung
des Polymers 3130 POP-7 (4352759, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) und
einer 36 cm 3130zl & 3100-Kapillare (4315931, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)
unter Standardeinstellungen. Fiir die Erfassung der Daten wurde die Run 3130zl Data

Collection Software (v.3.0) verwendet.

3.5.3 Analyse der Sequenzen auf Polymorphismen

Die qualitative Beurteilung, sowie das Calling der Basen erfolgten durch die AB Sequencing
Analysis Software (v5.2). Die vorliegenden Polymorphismen wurden durch den Vergleich
der im Panel sequenzierten Tiere unter Verwendung der Phred/Phrap/Polyphred/Consed-
Software (EWING & GREEN 1998; EWING ET AL. 1998; GORDON ET AL. 1998; NICKER-
SON ET AL. 1997) detektiert. Die gefundenen Varianten erhielten eine interne SNP-
Identifikationsnummer (SNP-ID).

3.6 Genotypisierung und Imputation

3.6.1 Genotypisierung mit der TagMan-Methode

Die Genotypisierung ausgewéahlter Polymorphismen aus der Resequenzierung der Kandi-
datengene wurde unter Verwendung des ABI 7500 Fast Real-Time PCR-Systems (Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die Erstellung des Assays erfolgte
durch Life Technologies (Darmstadt, Deutschland). Bei den Genen GPAT/, GPIHBP1 und
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GC wurden die Sequenzen aus der Resequenzierung des Tierpanels als Grundlage verwen-
det, bei DGAT1 und GHR die Assembly-Sequenz im Bereich der bekannten Mutation.
Der Versuchsansatz setzte sich aus dem SNP-spezifischen Assay, dem TagMan Genoty-
ping Master Miz (4332075, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) und 2ng 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 Denaturierungsschritte bei 92 °C fiir 155
und Annealing/Elongationsschritte bei 60 °C fir 1 min. Anschliefend wurde im Post-Read
(60°C fur 1 min) die Fluoreszenz gemessen. Das Calling der Genotypen erfolgte iiber die
7500 Software (v2.0.5). Threshold fiir die Qualitat der Amplifikation war ein Wert von
95. Die mittels TagMan-Genotypisierung untersuchten Polymorphismen der Gene DGATI,
GHR, GPAT4, GPIHBP1 und GC, sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

Tabelle 3.2: Ubersicht diber die verwendeten TaqMan-Assays. f steht fiir forward- und r fiir reverse-Primer.

Gen SNP Allele Sonden (5’ > 3%) Primer (5’ > 3)
DGAT1 K232A AA VIC: CcGTTGGCCTTCTTAC f: CGCTTGCTCGTAGCTTTGG
CG FAM: TTGGCCGCCTTAC r: CGCGGTAGGTCAGGTTGTC
GHR F279Y A VIC: AGCAGTGACATTATATTTACT f: TCAGATTTCCAGTTTCCATGGTTCTTAATTATT
T FAM: TAGCAGTGACATTATTTTTACT  1: GGTTATATCACACTTACCTTTGCTGTTTAGA
GPATY TUM-3974 GA VIC: CTCCTCACTGTCCCCCAC f: GCATCCGGAGTGTCCTAATGTTG
T- FAM: TCCTCACTGACCCCAC r: GGCACACTCCAAGGAGAAGATG
GPATY TUM-3994 G VIC: CTCTCCCTCACCCGCC f: CGGCCAGCCCAGTGT
A FAM: cTCTCCCTTACCCGCC r: ACAGGAACGAACCCCAAACC
GPIHBP1 TUM-4128 A VIC: CACCGTCAACTACGAGTC f: CAAGGCCCCTGGAGATGAC
G FAM: CCGTCAACCACGAGTC r: AGCTGCAGACCGCTGAG
GC TUM-4005 G VIC: CTGTTATCTGCAAAATG f: CAAGTCACAGAGCTGGAGGTTTA
T FAM: TTCTGTTATCTTCAAAATG 1 GGCCTTGTAAATGCAGAATCCACTA

3.6.2 Genomweite Genotypisierung und Qualitatskontrolle

Von den 2401 HF-Bullen standen Genotypinformationen aus der genomweiten Genotypisie-
rung mit dem [llumina BovineSNP50 BeadChip an 54.001 SNP (Version 1, WG-31-120,
[lumina, San Diego, CA, USA) zur Verfiigung. Bei 2545 bzw. 842 der FV-Bullen konnte
auf Genotypdaten aus der Analyse mit dem [llumina BovineSNP50 BeadChip an 54.001
(Version 1, WG-31-120, [llumina, San Diego, CA, USA) bzw. an 54.609 SNP (Version 2,
WG-450-2001, [lumina, San Diego, CA, USA) zuriickgegriffen werden. Von 810 FV-Tieren
standen Genotypinformationen aus der Analyse mit dem [llumina BovineHD BeadChip an
777.962 SNP (WG-450-1002, Tllumina, San Diego, CA, USA) bereit. Die Daten wurden
mittels Imputation so aufbereitet (vgl. PAUSCH ET AL. (2012b)), dass fir die Analysen
658.385 Genotypen von 3643 FV-Bullen vorlagen (siehe 3.6.3). Die Daten standen tber
die Projekte FUGATO-plus GenoTrack und AgroClustEr Synbreed zur Verfiigung. Die
Genotypisierung wurde an der iScan-Genotypisierplattform (Illumina, San Diego, CA,
USA) nach Hersteller-Protokollen im Rahmen der Projekte FUGATO-plus GenoTrack
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(FKZ 0315134) und AgroClustEr Synbreed durchgefiihrt. Das Genotypen-Calling erfolgte
mit dem [llumina BeadStudio (SW-10-101, Illumina, San Diego, CA, USA).

Die chromosomalen Positionen der einzelnen SNP wurden auf Grundlage des UMD3.1
Assemblies fiir das bovine Genom (ZIMIN ET AL. 2009) angegeben. Einzelbasenaustausche
mit unbekannter, Y-chromosomaler oder mitochondrialer Position wurden aus den Analy-
sen ausgeschlossen. Die Qualititskontrolle der Genotypisierung wurde mit PLINK (v1.07)
(PURCELL ET AL. 2007) fiir jede Rasse, bzw. jeden BeadChip-Typ getrennt vorgenommen.
Tiere mit weniger als 90 % gecallter Genotypen wurden aus weiteren Analysen ausgeschlos-
sen. Des Weiteren wurden SNP die bei weniger als 90 % der Tiere gecallt wurden, eine
Frequenz des seltenen Allels (Minor-Allelfrequenz, MAF) von kleiner 0,01 bei HF bzw.
kleiner 0,005 bei FV aufwiesen oder nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (P<0,001 bei
HF, P<0,0001 bei FV) lagen in weiteren Analysen nicht beriicksichtigt. Zusétzlich wurde
die genomische Verwandtschaft nach VANRADEN (2008) fiir jedes Tierpaar innerhalb der
beiden Rassen berechnet und mit den Pedigree-basierten Verwandtschaftskoeffizienten ver-
glichen, um die Identitédt der Proben zu bestétigen. Bei Unstimmigkeiten wurden die Tiere
aus dem Datensatz entfernt. Nach der Qualitatskontrolle standen die Daten von insgesamt
2327 Holstein-Friesian-Bullen und 44.280 SNP fiir genomweite Assoziationsstudien bereit
(vgl. WANG ET AL. (2012)).

3.6.3 Imputation

Von 3643 FV-Tieren und 658.385 SNP standen Genotypinformationen zur Verfiigung,
die im Vorfeld mittels Imputation aufbereitet wurden (vgl. PAUSCH ET AL. (2013)) und
anschliefend eine durchschnittliche Genotypenrate von 99,68 % aufwiesen. Hierfiir wurden
die Datensétze aus der Genotypisierung der FV-Bullen mit dem [llumina BovineSNP50
BeadChip Version 1, Version 2 und dem Illumina BovineHD BeadChip kombiniert und
fehlende Genotypen mit Beagle (BROWNING & BROWNING 2009) und Minimac (HOWIE
ET AL. 2012) imputiert. Sporadisch fehlende Genotypen aus der Genotypisierung mit
TagMan, sowie aus der Genotypisierung der HF-Bullen mit dem [llumina BovineSNP50
BeadChip wurden mit Beagle (BROWNING & BROWNING 2009) imputiert.

3.7 In-silico-Analysen

3.7.1 Auswahl und Annotation der Kandidatengene

Die Auswahl der Kandidatengene erfolgte sowohl unter funktionellen als auch positionellen

Gesichtspunkten. Ausgehend von den Ergebnissen der Assoziationsstudien wurden alle

18



3.7 In-silico-Analysen

Gene die in den flankierenden Bereichen (+ 2,5Mb) um die signifikantesten Marker
lokalisiert waren auf funktionelle Zusammenhange mit den jeweiligen phéanotypischen
Merkmalen iiberpriift. Zusétzlich wurde auf Grundlage der genomweiten Sequenzierung der
FV-Griindertiere ein Screening nach moglichen kausalen Varianten in den Kandidatengenen
durchgefithrt. Die Position der Gene basierte auf der UMD3.1-Annotation (Center for

Bioinformatics and Computational Biology der University of Maryland).

Fiir die Vorhersage der Genstruktur der Kandidatengene wurde das Software-Tool GFE-
NOMETHREADER (GREMME ET AL. 2005) verwendet. Basierend auf dem UMD3.1
Assembly des bovinen Genoms (ZIMIN ET AL. 2009) wurden die mit MegaBLAST Bos
taurus (http://blast.cbcb.umd.edu/megablast.html) lokalisierten Referenzsequenzen der
Genregionen in das GENOMETHREADER-Tool impliziert. Die Vorhersage der Genstruktur
erfolgte iiber den bovinen Genindex (Dana-Farber Cancer Institute, 12.0) (QUACKENBUSH
ET AL. 2001) unter Verwendung von Expressed-Sequenz-Tags (ESTs) der Spezies Mensch,
Maus, Ratte, Schwein, Hund und Rind. AnschlieBend wurde die erzeugte .zml-Datei mit

dem Apollo Annotation and Curation Tool (v.6.1) (LEWIS ET AL. 2002) editiert.

3.7.2 Genomische Charakterisierung der Kandidatengene

Die Konservierung der DNA- und Aminosduresequenzen wurde anhand von Multiple-
Sequence-Alignments mit  ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
(LARKIN ET AL. 2007) untersucht. Hierzu wurden die entsprechenden Sequenzen
aus den Datenbanken des National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) von verschiedenen Spezies verwendet. Die Bestimmung
des Konservierungsgrads wurde iiber den paarweisen Vergleich zweier Sequenzen durchge-
fithrt. Die Abktirzungen der Aminosaduren sind entsprechend der IUPAC-Nomenklatur
(International Union of Pure and Applied Chemistry) angegeben.

Fir die Vorhersage des Promotors und Transkriptionsstarts wurde die Software
des Berkeley Drosophila Genome Projects Neural Network Promoter Prediction
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) (REESE 2001) verwendet. Die dem
Neural Network Promoter Prediction Tool zu Grunde liegenden Algorithmen ermoglichen
die Lokalisierung eukaryotischer Kernpromotorregionen. Fiir die Vorhersage wurden
die Standardeinstellungen gewéahlt. Die Ermittlung von TATA-Signalen wurde mit dem
Online-Tool HCtata (http://zeus2.itb.cnr.it/ webgene/wwwHC tata.html) von WEB-
GENE durchgefiihrt. Die Identifizierung von CpG-Inseln in der 5’-flankierenden Region
erfolgte mit der Software EMBOSS CpGplot (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/) des

European Bioinformatics Institute unter Verwendung der Standardeinstellungen.
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Fiir alle Polymorphismen, die bis zu 1500 bp vor dem vorhergesagtem Transkriptionsstart
liegen, wurde mit der Software ConTra (http://bioit.dmbr.ugent.be/ConTra/index.php)
(HOOGHE ET AL. 2008) unter Verwendung der TransFac-Matrix untersucht, ob es sich um
mogliche Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) handelt. Als Sequenzvorlage wurden
die Sequenzen des jeweiligen Gens der NCBI-Datenbank und das UCSC-multiz-17-way-
5000-upstream-Alignment eingesetzt. Es wurden die Standardeinstellungen verwendet.
Fir die Erhohung der Spezifitat wurde der Konservierungsgrad orthologer Promotor-
sequenzen betrachtet. Die vorhergesagten Transkriptionsfaktoren wurden auf bekannte
Zusammenhénge mit dem untersuchten Merkmal, sowie auf Gewebe-spezifische Regula-
tion tGberprift. Fir die Visualisierung wurde Jalview (http://www.jalview.org/) (WA-
TERHOUSE ET AL. 2009) eingesetzt. In Sequenzbereichen, die in ConTra nicht in den
multi-Spezies-Alignments enthalten waren, wurde mit AliBaba2.1 (http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) auf Basis der TransFac-Matrix nach
moglichen TFBS gesucht.

Die Auswirkung von Aminosaureaustauschen auf die Peptidstruktur und -funktionalitét
wurde mit dem Programm PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (ADzZHU-
BEI ET AL. 2010) iiberpriift. Der Einfluss synonymer Mutationen und Polymorphismen in
intronischen Regionen wurde iiber den Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/)
(DESMET ET AL. 2009) untersucht. Dabei wurden Exon-Splice-Enhancer (ESE) und Exon-
Splice-Silencer (ESS) fir synonyme Austausche in den Exons sowie mogliche Branch-Point-

Positionen fiir Polymorphismen in den Introns betrachtet.

Fir die Identifizierung von Poly-A-Signalen wurde das Online-Tool PolyAH
von Softberry  (http://linuxl.softberry.com/berry.phtml) eingesetzt. Die post-
transkriptorische, regulatorische Bedeutung von Polymorphismen im 3’-untranslatierten
Bereich (UTR) wurde mit MicroCosm Targets (http://www.ebi.ac.uk/enright-
srv/microcosm/cgi-bin/targets/v5 /search.pl) von EMBL-EBI und TargetScanHuman 6.1
(http://www.targetscan.org/) analysiert. Anhand des Konservierungsgrades der Sequenz

sollten Bindestellen von microRNAs (miRNA )vorhergesagt werden.

3.7.3 Analyse des Kopplungsungleichgewichts

Aus den Genotypen der Polymorphismen der in den Tierpanel resequenzierten Kandida-
tengene sowie der NGS-Daten der FV-Griindertiere wurde mit der Software Haploview
(BARRETT ET AL. 2005) das Kopplungsungleichgewicht als 72 bestimmt und graphisch
als LD-Plot dargestellt. Zuséatzlich wurden die Allelfrequenzen innerhalb des sequenzier-
ten Tierpanels bestimmt. Polymorphismen die ein hohes Kopplungsungleichgewicht mit

dem signifikantesten Marker aus der genomweiten Genotypisierung aufwiesen, wurden als
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mogliche Kandidaten-Polymorphismen angesehen und in-silico auf mogliche Kausalitét
iberpriift. SNP mit einer Allelfrequenz <0,05 und einem LD mit r2<0,2 zum jeweiligen
Topmarker wurden nicht weiter beriicksichtigt. Ausnahme bildeten Varianten in den ko-
dierenden Bereichen (nicht-synonyme und synonyme Austausche). Fiir SNP die innerhalb
des Tierpanels ein vollstindiges Kopplungsungleichgewicht aufwiesen und als funktionelle
Kandidaten identifiziert werden konnten, wurde ein SNP repréasentativ ausgewahlt und

mittels TagMan-Genotypisierung an einer grofleren Tieranzahl genotypisiert.

3.7.4 Analyse der Polymorphismen aus der Next-Generation-Sequenzierung

Zur Identifizierung von Polymorphismen in Kandidatengenen konnte auf Next-Generation-
Sequenzierungs-Daten aus dem Projekt AgroClustEr Synbreed zuriickgegriffen werden
(vgl. JANSEN ET AL. (2011). Die genomweite Sequenzierung einflussreicher Griinder-Tiere
der Rasse FV wurde mit dem [llumina HiSeq 2000 am Helmholtz Zentrum Miinchen
durchgefithrt. Die Lange der Paired-End Reads betrug 100 bp. Die Reads wurden mit
dem Burrows- Wheeler Alignment Tool (L1 & DURBIN 2009) an die Referenzsequenz
aligniert. Als Referenzsequenz wurde das UMD3.1 Assembly des bovinen Genoms (ZIMIN
ET AL. 2009) verwendet. Die Identifizierung der Polymorphismen sowie die Ableitung der
Genotypen erfolgte tiber multi-sample SNP-Calling mit der in SAMtools implementierten
mpileup-Funktion und mit BCFtools (Li et al. 2009). Fehlende Genotypen wurden mit
Beagle (BROWNING & BROWNING 2009) imputiert. Es standen Genotypinformationen von
17,3 Millionen Polymorphismen und 43 FV-Tieren zur Verfiigung. Die mittlere Abdeckung
war 7,5-fach.

Fiir die Detektion von Varianten in den Kandidatengenen wurde die Region auf 4+ 2000
Basen um den transkribierten Bereich des jeweiligen Gens eingegrenzt. Der gewéhlte
Bereich richtete sich nach Angaben der Genpositionen aus der UMD3.1-Annotation bzw.
bei nicht vollsténdig bekannter Genstruktur nach den Ergebnissen der Annotation mittels
GENOMETHREADER (GREMME ET AL. 2005) und Apollo Annotation and Curation Tool
(v.6.1) (LEWIS ET AL. 2002). Zusétzlich wurden die Genotypen der Griinder-Tiere an den
signifikantesten SNP aus der GWAS des jeweiligen Merkmals abgefragt. Insertionen und
Deletionen, sowie strukturelle Varianten wurden bei dem Screening nach Polymorphismen
nicht erfasst. Die qualitative Beurteilung der Genotypen erfolgte iiber die durchschnittliche

Abdeckung des Polymorphismus bei den 43 sequenzierten Tieren.

3.7.5 Deskriptive Statistik

Die Analysen der deskriptiven Statistik wurden mit der Open-Source-Software R (www.r-

project.org) durchgefithrt. Der Test auf Normalverteilung der Phanotypen erfolgte nach
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dem Shapiro-Wilk-Index. In der Berechnung der Korrelationen wurde der Pearson’sche

Korrelationskoeflizient verwendet.

3.7.6 Genomweite Assoziationsstudien

Die genomweiten Assoziationsstudien wurden mittels Varianz-Komponenten-basiertem
Ansatz durchgefithrt. Um den Effekt der Populationsstratifikation zu berticksichtigen
und falsch positive Assoziationen zu vermeiden, wurde EMMAX (KANG ET AL. 2010)
entsprechend dem Modell:

y=Xb+u-+e

verwendet, wobei y der Vektor der geschéitzten Zuchwerte des jeweiligen untersuchten
Merkmals, b der fixe SNP-Effekt, X die Design-Matrix der SNP-Genotypen, u der zuféllige
polygene Effekt und e der Umwelteffekt ist.

Der zufillige polygene Effekt wurde als normalverteilt angenommen (0, 02G), mit o2 als
additive genetische Varianz und G als genomische Verwandtschaftsmatrix (GRM) der 2327
Holstein-Friesian-Bullen bzw. der 3643 Fleckvieh-Bullen basierend auf 44.280 SNP bzw.
658.385 SNP, entsprechend VanRaden (VANRADEN 2008). In der Assoziationstudie bei
Holstein-Friesian wurden SNP mit P<1,13x107%, bei Fleckvieh SNP mit P<7,59x 1078
entsprechend der Bonferroni-korrigierten Signifikanzgrenze, als signifikant auf genomweiter
Ebene angesehen. Fiir die Berechnung der chromosomalen Signifikanzgrenze fiir den Illumina
BovineSNP50 BeadChip bei HF wurde die Anzahl der SNP des jeweiligen Chromosoms

verwendet und ebenfalls nach Bonferroni korrigiert.

Bei den Merkmalen Fettgehalt-Zuchtwert und Fettgehalt der Laktationstage 10 bis 20
wurde das Modell um den K232A-Genotyp des DGAT1-Gens erweitert, um Assoziationen
die ausschlieBlich aufgrund eines starken Kopplungsungleichgewichts mit dieser Variante

auftreten, zu filtern. Das angepasste Modell:

y=Qa+Xb+u+e

enthélt zusitzlich zu den oben beschriebenen Variablen, @) als Design-Matrix der K232A-
Genotypen und a als fixen Effekt der K232A-Substitution.
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3.7.7 Bestimmung des chromosomalen Anteils an der Zuchtwert-Varianz

Fir die Bestimmung des Anteils eines Chromosoms oder QTL an der Zuchtwert-Varianz
und der additiv-genetischen Varianz eines Merkmals wurde eine genomische Verwandt-
schaftsmatrix fir jedes Chromosom sowie fiir die detektierten QTL aufgestellt. Alle SNP
innerhalb eines 5 Mb umfassenden Intervalls um den signifikantesten Marker aus der GWAS
bildeten die genomische Verwandtschaftsmatrix des QTL, wohingegen die tibrigen SNP
dem jeweiligen Chromosom zugeordnet wurden. Unter Verwendung von GCTA (YANG
ET AL. 2011) wurde das Modell:

y=>r19ite

angewandt, mit y als Vektor der jeweiligen Zuchtwerte, g als Vektor der genetischen Effekte
der i-ten Chromosomen bzw. QTL, n als Anzahl der Chromosomen und QTL und e als
Vektor der Zufallseffekte. g; wurde als normalverteilt angenommen mit N (0, G;07;), wobei
(G; die Verwandtschaftsmatrix basierend auf SNP des i-ten Chromosoms bzw. QTL darstellt.
Der Anteil der Varianz, der dem entsprechenden QTL bzw. Chromosom zugeordnet werden

konnte, berechnete sich aus der Formel:
ot /(s 0F +0?)

Der Anteil an erklarter Varianz fir den GPIHBPI1-Locus wurde tiber:
2p(1 = p)a®/ogy

bestimmt, mit p als Frequenz des seltenen Allels, « als Allel-Substitutionseffekt der assozi-

ierten SNP und 0%y, als Zuchtwert-Varianz.
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4 Ergebnisse

4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

4.1.1 Genomweite Assoziationsstudien bei Holstein-Friesian

Nach der Qualitétskontrolle der Ergebnisse aus der genomweiten Genotypisierung standen
die Daten von insgesamt 2327 HF-Bullen und 44.280 SNP fiir die GWAS mit den Merkmalen
Fettgehalt-Zuchtwert (FPro-ZW), Fettgehalt der Laktationstage 10 bis 20 (FPro10-20)
und Fett-Protein-Verhéltnis der Laktationstage 10 bis 20 (FPR10-20) zur Verfiigung. Als
genomweite Signifikanzgrenze wurde ein P-Wert von P=1,13x107% (Bonferroni-korrigierte

Signifikanzgrenze) angenommen.

4.1.1.1 Fettgehalt-Zuchtwert

Mittels Varianz-Komponenten-basiertem Ansatz wurden in der GWAS fiir das Merkmal
FPro-ZW vier QTL auf den Chromosomen 5, 14, 20 und 27 identifiziert (Abbildung 4.1 a).

Insgesamt sieben genomweit signifikant assoziierte SNP grenzen die Region auf BTA5 auf
den Bereich zwischen 91,2 und 97,1 Mb ein. Der signifikanteste Marker Hapmap49734-
BTA-74577 (P=2,00x107'3) liegt im zweiten Intron des fiir das Epidermal-Growth-Factor-
Receptor-Pathway-Substrat-8 (EPS8) kodierenden Gens. EPS8 beeinflusst den Glucose-,
Triglycerid- und Cholesterolspiegel im Blut (TOCCHETTI ET AL. 2010) und kann daher als

funktionelles Kandidatengen fiir Milchfett-Merkmale angesehen werden.

Die auf BTA14 assoziierte Region wird von 48 hoch signifikanten SNP eingegrenzt (1,46
bis 7,31 Mb) und beinhaltet das DGAT1-Gen. Dieses Gen wurde bereits mehrfach als
wichtiges Element in Zusammenhang mit Milchleistung und -zusammensetzung beschrieben
(GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002; SCHENNINK ET AL. 2007). Der signifikanteste
Marker ARS-BFGL-NGS-4939 (P=1,57x107'%) liegt 1149 bp in 5-Richtung der als kausal
postulierten K232A-Substitution von DGAT1 (GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL.
2002).
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Abbildung 4.1: Manhattan-Plot der Ergebnisse aus der GWAS fiir das Merkmal Fettgehalt-Zuchtwert a)
vor und b) nach der Korrektur auf die K232A-Substitution in DGAT1. Die physikalische
Position ist dem UMDS3.1-Assembly entsprechend auf der xz-Achse, der negative dekadische
Logarithmus der P-Werte auf der y-Achse aufgetragen. Rote Dreiecke entsprechen genomuweit
signifikanten SNP mit P<1,13110~5 (Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze). Das Signal
auf BTA1 bei a) ist nicht vollstindig dargestellt. Der signifikanteste SNP auf BTA14 weist
einen Wert von P=1,57210'%% quf.
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Um Assoziationen die aufgrund des hohen Kopplungsungleichgewichts mit dieser Variante
auftreten auszuschliefen, wurde eine weitere Analyse unter Einbeziehung des K232A-
Polymorphismus von DGAT1 durchgefithrt. Durch diese Korrektur konnten zwei wei-
tere QTL auf BTA14 (bei 2,5 und 71 Mb) identifiziert werden (Abbildung 4.1b). Der
QTL bei 2,5Mb wird von drei signifikanten SNP eingegrenzt. Der am signifikantesten
assoziierte Marker Hapmap30374-BTC-002159 (P=1,02x 1078, Position 2.468.020 bp) ist
84 kb in 3’-Richtung vom Translationsstart des Gens GPIHBP1 entfernt. Das fiir das
Glycosylphosphatidylinositol-anchored-high-density-Lipoprotein-bindende Protein-1 kodie-
rende Gen wurde bereits in Zusammenhang mit dem Fettanteil in der humanen Milch und
einer verdnderten Fettsdurezusammensetzung beschrieben (OLIVECRONA ET AL. 2010). Es
stellt daher ein funktionelles Kandidatengen dar. Der zweite QTL auf BTA14 wird von
zwei signifikant assoziierten Markern bei 70,0 und 71,1 Mb bestimmt. Fiir diese Region
konnten keine funktionellen Zusammenhénge zwischen positionellen Kandidatengenen und
dem Milchfettgehalt hergestellt werden.

Die assoziierte Region auf Chromosom 20 deutet auf das Kandidatengen GHR hin. Das fiir
den Wachstumshormon-Rezeptor kodierende Gen wurde bereits mit Milchmerkmalen in
Verbindung gebracht (FALAKI ET AL. 1997; BLOTT ET AL. 2003; VIITALA ET AL. 2006).
Der signifikanteste SNP BTA-84181-no-rs (P=1,95x107%) ist 357 kb in 3’-Richtung von
der als kausal beschriebenen F279Y-Substitution des GHR-Gens (BLOTT ET AL. 2003)

entfernt.

Der Marker ARS-BFGL-NGS-57448 auf BTA27 liegt mit P=9,83x 10 unter dem Grenz-
wert fiir genomweite Signifikanz (P=1,13x107%), zeigt aber eine chromosomen-weit si-
gnifikante Assoziation. Das Kandidatengen GPAT/ ist 56 kb vom Topmarker entfernt.
GPATY kodiert fiir das Enzym Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase-4 aus der Triglycerid-
Biosynthese.

Die jeweils signifikantesten Polymorphismen der GWAS sind in Tabelle 4.1 aufgefiihrt.

Anteil der QTL an der additiv-genetischen Varianz

Die 44.280 analysierten SNP erklaren insgesamt 87,1 % der Zuchtwert-Varianz. Der grofite
Teil der additiv-genetischen Varianz wurde BTA14 (40,4 %), BTA5 (13,1 %) und BTA20
(8,9%) zugewiesen (Abbildung 4.2, Tabelle 9.7). BTA27 erklart nur einen geringen Anteil
(1,2%), obwohl auf diesem Chromosom eine signifikante Assoziation detektiert wurde. Auf
die QTL der einzelnen Chromosomen bezogen, féllt der groite Anteil der additiv-genetischen
Varianz dem DGAT1-Locus auf BTA14 zu (37,7%). Dem EPS8-Locus wurden 9,52 %,
dem GHR-Locus 7,8 % und dem GPAT/-Locus 0,9 % zugeschrieben. Fur Chromosom 11
konnten keine signifikanten Assoziationen identifiziert werden, dieses weist dennoch einen
erkennbaren Anteil an der Varianz (3,4 %) auf. Fiir GPIHBP1 wurde der Anteil an der
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Tabelle 4.1: Ubersicht iiber die signifikantesten SNP der vier QTL fiir das Merkmal Fettgehalt-Zuchtwert
in der Holstein-Friesian-Population. Die mit * gekennzeichneten P-Werte stammen aus der
auf DGAT1 korrigierten Analyse. « ist der Allelsubstitutionseffekt.

SNP BTA Position (bp) MAF @ P-Wert Kandidatengen
Hapmap49734-BTA-74577 5 94.570.828 A (0,09) -0,11 2,00x107'*  EPSS
ARS-BFGL-NGS-4939 14 1.801.116 G (0,31) -029 157x10719 DGATI
BTA-84181-no-rs 20 31552475 G (0,37) 005 1,95x10~°  GHR
ARS-BFGL-NGS-57448 27 36.155.097 A (0,36) 0,04 9.83x10™°  GPATY
Hapmap30374-BTC-002159 14 2.468.020 A (0,46) -0,05 1,02x107%*  GPIHBP1
BTA-35941-no-rs 14 2.276.443 C (0,44) -0,06 1,03x107%*  GPIHBP1
Hapmap30086-BTC-002066 14  2.524.432 G (047) 0,05 4,76x10°%%  GPIHBPI
ARS-BFGL-NGS-12338 14 71184631 A (0,04) 0,09 9,66x1078% -
BTA-35387-no-1s 14 69.965.123 A (0,05) 0,09 254x1077% -

Zuchtwert-Varianz tiber 2p(1—p)a? berechnet. Der signifikanteste SNP Hapmap30374-BTC-
002159 erklart 1,2 %, der SNP Hapmap30086-BTC-002066 erklart 1,1 % der Varianz.
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Abbildung 4.2: Aufteilung der additiv-genetischen Varianz des Merkmals Fettgehalt-Zuchtwert auf die
80 Chromosomen und 4 identifizierten QTL. Die schraffierten Balken entsprechen dem
Anteil der Varianz der durch die einzelnen Chromosomen erkldart wird. Die blauen Balken
stellen den Anteil der Varianz dar, der den identifizierten QTL auf BTAS5, 14, 20 und 27
zugewiesen werden konnte. Auf den mit * gekennzeichneten Chromosomen wurden in der
GWAS signifikante Assoziationen identifiziert.

4.1.1.2 Fettgehalt-Zuchtwert der Laktationstage 10 bis 20

Fiir das Merkmal FPro10-20 wurden in der GWAS zunéchst zwei hoch signifikant assoziierte
QTL auf den Chromosomen 14 (P=4,59x1071%*) und 27 (P=1,19x107'%) identifiziert
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(Abbildung 4.3a). Die assoziierte Region auf BTA14 wird von 33 signifikanten SNP
zwischen 1,46 und 4,36 Mb eingegrenzt und deutet auf das Kandidatengen DGAT1 hin.
Der signifikanteste Marker ARS-BFGL-NGS-4939 liegt bei 1.801.116 bp und ist damit
1149 bp vom nicht-synonymen Austausch K232A (GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL.
2002) entfernt. Dieser Marker ist auch in der GWAS mit dem Merkmal FPro-ZW der
signifikanteste SNP auf BTA14 (siche 4.1.1.1).
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Abbildung 4.3: Manhattan-Plot der Ergebnisse aus der GWAS fiir das Merkmal Fettgehalt der Laktationstage
10 bis 20 a) vor und b) nach der Korrektur auf die K232A-Substitution in DGATI. Die
physikalische Position nach dem UMDS3.1-Assembly ist auf der z-Achse, der megative
dekadische Logarithmus der P-Werte auf der y-Achse aufgetragen. Rote Dreiecke entsprechen
SNP mit P<1,18210~% (Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze). Das Signal auf BTA1}
bei a) ist nicht vollstandig dargestellt. Der signifikanteste SNP auf BTA 14 weist einen Wert
von P=4,59110'% auf.

Um Assoziationen die aufgrund des hohen Kopplungsungleichgewichts mit der K232A-

Substitution in DGAT1 auftreten auszuschlieBen, wurde eine weitere Analyse unter Einbezie-

29



4 Ergebnisse

hung dieser Variante durchgefiihrt. Durch die Korrektur auf den DGAT1-Polymorphismus
konnte, wie fir das Merkmal FPro-ZW, ein weiterer QTL auf BTA14 (bei 2,52 Mb) identi-
fiziert werden (Abbildung 4.3b). Der am signifikantesten assoziierte Marker Hapmap30086-
BTC-00206 (P=1,84x107?, Position 2.524.432bp) ist 27,7kb in 3-Richtung vom Transla-
tionsstart des GPIHBP1-Gens entfernt.

Insgesamt sechs SNP in einem 1,53 Mb umfassenden Bereich (34,9 bis 36,4 Mb) gren-
zen die assoziierte Region auf BTA27 ein. Wie auch bei dem Merkmal FPro-ZW (siehe
4.1.1.1), ist der am signifikantesten assoziierte Marker der SNP ARS-BFGL-NGS-57448
(P=1,19x10""). Als funktionelles und positionelles Kandidatengen wurde GPATY identi-

fiziert.

Die SNP der GWAS, die das genomweite Signifikanzniveau von P=1,13x107° erfiillen,
sind in Tabelle 4.2 dargestellt.

Tabelle 4.2: Ubersicht tiber die SNP auf den Chromosomen BTA14 und BTA27, die am signifikantesten mit
dem Merkmal Fettgehalt der Laktationstage 10 bis 20 assoziiert sind. Der mit * gekennzeichnete
P-Wert stammt aus der auf die K232A-Substitution in DGAT1 korrigierten Analyse. o ist der
Allelsubstitutionseffekt.

SNP BTA Position (bp) MAF o P-Wert Kandidatengen
ARS-BFGL-NGS-4939 14 1.801.116 G (0,31) -0,16 4,59x10~% DGAT1
ARS-BFGL-NGS-57448 27 36.155.097 A (0,36) 0,07 1,19x107Y%  GPAT4
Hapmap30086-BTC-002066 14 2.524.432 G (0,47) 0,04 1,84x107°* GPIHBP1

Anteil der QTL an der additiv-genetischen Varianz

Die 44.280 analysierten SNP erkldren insgesamt 80,7 % der Zuchtwert-Varianz des Merkmals
FPro10-20. Der grofite Anteil der additiv-genetischen Varianz entféllt auf die Chromosomen
14 und 27 (21,9 % bzw. 6,7 %) (Abbildung 4.4, Tabelle 9.8). Fiir BTA14 konnten 19,3 %
der Region um das DGATI1-Gen zugeordnet werden. Auf BTA27 erklart der GPAT/-
Locus 4,7 % der additiv-genetischen Varianz. Auch die Chromosomen 3, 5 und 20 weisen
einen nennenswerten Anteil an der Varianz (>4 %) auf, obwohl fiir diese kein signifikant
assoziierter QTL in der GWAS detektiert wurde. Fiir diese Chromosomen sind QTL
bekannt, die mit Merkmalen der Milchleistung assoziiert sind (VIITALA ET AL. 2006;
HAYES ET AL. 2010; COHEN-ZINDER ET AL. 2011). Der SNP Hapmap30086-BTC-002066,
der nach der Korrektur auf die DGAT1-Variante die starkste Assoziation zeigt, erklart
1,9% der Zuchtwert-Varianz.
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Abbildung 4.4: Aufteilung der additiv-genetischen Varianz des Merkmals Fettgehalt der Laktationstage
10 bis 20 auf die 30 Chromosomen und vier fiir den FPro-ZW identifizierten QTL. Die
schraffierten Balken entsprechen dem Anteil der Varianz der einzelnen Chromosomen. Die
blauen Balken stellen den Anteil der Varianz dar, der den identifizierten QTL auf BTAS5,
14, 20 und 27 zugewiesen wurde. Auf den mit * gekennzeichneten Chromosomen wurden in
der GWAS signifikante Assoziationen identifiziert.

4.1.1.3 Fett-Protein-Verhdltnis der Laktationstage 10 bis 20

Bei der Analyse des Merkmals FPR10-20 konnten zwei QTL auf den Chromosomen 14 und
27 identifiziert werden (Abbildung 4.5 a). Die den QTL zugrunde liegenden funktionellen und
positionellen Kandidatengene sind DGAT1 und GPAT/. Der auf BTA14 am signifikantesten
assoziierte Marker ist der SNP ARS-BFGL-NGS-4939 (P=1,95x10""). Dieser Marker
weist auch bei den Merkmalen FPro-ZW und FProl0-20 die hochste Assoziation auf. Die
Korrektur auf die K232A-Substitution in DGAT1 ergab einen weiteren QTL auf BTA14,
der das Kandidatengen GPIHBP1 beinhaltet (Abbildung 4.5b). Topmarker ist, wie bei den
Fettgehalt-Merkmalen, der Polymorphismus Hapmap30086-BTC-002066 mit einem P-Wert
von P=8,02x1078. Der SNP ARS-BFGL-NGS-57448 ist auf BTA27 mit einem P-Wert von
P=2,98x10"'8 am signifikantesten mit dem FPR der frithen Laktation assoziiert (Tabelle
4.3).

4.1.1.4 Vergleich der GWAS der Merkmale FPro-ZW, FPro10-20 und FPR10-20

Fiir die Merkmale FPro10-20 und FPR10-20 wurden dieselben QTL mit vergleichbar starken
Assoziationen identifiziert. Diese Merkmale sind mit 72=0,99 sehr stark korreliert. Der das
DGAT1-Gen beinhaltende QTL auf BTA14 weist fiir den FPro-ZW mit P= 8,91x107'*®
einen deutlich niedrigeren P-Wert als fiir das Merkmal FPro10-20 (P=4,59x 1071%) auf. Bei
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Abbildung 4.5: Manhattan-Plot der Ergebnisse aus der GWAS fir das Merkmal Fett-Protein- Verhdltnis der
Laktationstage 10 bis 20 a) vor und b) nach der Korrektur auf die K232A-Substitution in
DGAT1. Die physikalische Position nach dem UMDS3.1-Assembly ist auf der z-Achse, der
negative dekadische Logarithmus der P-Werte auf der y-Achse aufgetragen. Rote Dreiecke
entsprechen SNP mit P<1,13110~5 (Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze). Das Signal
auf BTA1 bei a) ist nicht vollstindig dargestellt. Der signifikanteste SNP auf BTA14 weist
einen Wert von P=1,95210""° auf.

Tabelle 4.3: Ubersicht tber die signifikanten SNP auf den Chromosomen BTA14 und BTA27 fir das
Merkmal Fett-Protein-Verhdltnis der Laktationstage 10 bis 20. Der mit * gekennzeichnete
P-Wert stammt aus der auf die K232A-Substitution in DGAT1 korrigierten Analyse. « ist der
Allelsubstitutionseffekt.

SNP BTA Position (bp) MAF ! P-Wert Kandidatengen
ARS-BFGL-NGS-4939 14 1.801.116 G (0,31) -0,07 1,95x10-™ DGATI
ARS-BFGL-NGS-57448 27 36.155.097 A (0,36) 0,03 298x107'®  GPATY
Hapmap30086-BTC-002066 14 2.524.432 G (0,47) 0,02 8,02x10~%* GPIHBPI
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

beiden Merkmalen ist der mit der kausalen K232A-Variante im Kopplungsungleichgewicht
(r?=0,998) liegende Marker ARS-BFGL-NGS-4939 der am signifikantesten assoziierte SNP.
Die Assoziation dieses Gens ist auch fir das Merkmal FPro10-20 hochst signifikant und
der Anteil der erklarten Zuchtwert-Varianz ist hoch (15,7 %), so dass die Bedeutung von
DGAT1 fir den Fettmetabolismus der gesamten Laktationsphase bestitigt wird (GRISART
ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002). Die Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass in der frithen
Laktation der Anteil der durch BTA14 erklarten Zuchtwert-Varianz mit 17,7 % niedriger
als fir den FPro-ZW (35,2 %) ist (Tabelle 9.7 und 9.8).

Der QTL, der das GPIHBP1-Gen einschlielt, weist bei den Merkmalen FPro-ZW und
FProl0-20 vergleichbar starke Assoziationen auf. In der frithen Laktation erklirt der
SNP Hapmap30086-BTC-002066 mehr Zuchtwert-Varianz (1,9 %) als fir den FPro-ZW
(1,1%).

Die QTL auf BTA5 mit dem Kandidatengen FPS8 und BTA20 mit der kausalen F279Y-
Substitution im GHR-Gen zeigen bei den Merkmalen FPro10-20 und FPR10-20 keine
signifikanten Assoziationen. Dennoch konnte diesen Chromosomen ein nennenswerter Anteil
(>3%) an der Zuchtwert-Varianz zugewiesen werden. Diese Gene stellen iiber den gesamten
Laktationsverlauf wichtige QTL mit deutlichen Merkmalseffekten dar. Speziell in der frithen

Laktation spielen diese jedoch eine untergeordnete Rolle.

Die Region um das Kandidatengen GPAT/ hingegen zeigt eine deutlich signifikante-
re Assoziation mit dem Merkmal FPro10-20 (P=1,19x107'?) als mit dem FPro-ZW
(P=9,83x107°), wo tiber die gesamte Laktation hinweg nur eine auf chromosomaler Ebene
signifikante Assoziation festgestellt werden konnte. Der Anteil an erklarter Zuchtwert-
Varianz ist fiir den FProl0-20 mit 5,4 % deutlich hoher als fiir den FPro-ZW mit 1,1 %.
GPATY stellt ein wichtiges Kandidatengen dar, das in Fettsynthese-Prozesse der frithen
Laktation involviert ist (BIoNAZ & LOOR 2008b).

4.1.2 Genomweite Assoziationsstudien bei Fleckvieh

Nach der Qualitatskontrolle und Imputation standen Genotypen von 3643 FV-Bullen und
658.385 SNP fiir die GWAS zur Verfiigung. Als Signifikanzgrenze wurde ein P-Wert von

P=7,59x10"% (Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze) angenommen.

4.1.2.1 Fettgehalt-Zuchtwert
Mittels Varianz-Komponenten-basiertem Ansatz wurden in der GWAS fiir das Merkmal

FPro-ZW finf QTL auf den Chromosomen 5, 6, 11, 14 und 20 identifiziert (Abbildung
4.6).
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Abbildung 4.6: Manhattan-Plot der Ergebnisse aus der GWAS fiir das Merkmal Fettgehalt-Zuchtwert bei
Fleckvieh. Die physikalische Position nach dem UMDS3.1-Assembly ist auf der z-Achse, der
negative dekadische Logarithmus der P-Werte auf der y-Achse aufgetragen. Rote Dreiecke
entsprechen SNP mit P<7,59110~8 (Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze). Das Signal
auf BTA1} ist nicht vollstandig dargestellt. Der signifikanteste SNP auf BTA 14 weist einen
Wert von P=1,82x10719 quf.

Auf BTA5 ist der SNP BovineHD0500026662 am stérksten mit dem FPro-ZW assoziiert
(P=3,07x107'2). Der Polymorphismus (Position 93.945.655bp) ist 3,5kb vom Kandida-
tengen MGSTI und 608kb von EPSS entfernt. Das EPS8-Gen wurde bereits bei HF
als funktionelles Kandidatengen identifiziert (siehe 4.1.1.1). Das fir die mikrosomale
Glutathion-S-Transferase (MGST1) kodierende MGST1 spielt primér eine wichtige Rolle
im Schutz vor Lipidperoxidation (MOSIALOU ET AL. 1993) und oxidativem Stress (MAEDA
ET AL. 2005).

Der auf BTA6 bei 87.180.731 bp lokalisierte SNP BovineHD4100005296 ist auf diesem Chro-
mosom mit P=3,75x 10712 am signifikantesten mit dem FPro-ZW assoziiert. Insgesamt 22
Marker grenzen die Region von 87,1 bis 87,3 Mb ein und deuten auf die Casein-kodierenden
Gene (CSN) als Kandidatengenregion hin. Der SNP BovineHD4100005296 liegt in Intron 7
des fiir das f—Casein kodierenden CSN2-Gens. In dieser Region konnten bereits QTL fiir
Milchleistungsmerkmale identifiziert werden (BOVENHUIS ET AL. 1992; VELMALA ET AL.
1995).

Auf Chromosom 11 sind fiinf SNP signifikant assoziiert und grenzen den QTL auf
den Abschnitt bei 103,3 Mb ein. Der signifikanteste Marker ist ARS-BFGL-NGS-31097
(P=1,51x10719) an Position 103.289.035 bp. Dieser Polymorphismus ist 12,6 kb vom Tran-
skriptionsstart des fiir das Progestagen-assoziiertes-endometrisches-Protein kodierenden
PAFEP-Gens entfernt. Das fiir das Molkenprotein §-Lactoglobulin kodierende PAEP-Gen
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

wurde bereits in Zusammenhang mit Milchleistungsmerkmalen beschrieben (BERRY ET AL.
2010; YANG ET AL. 2012) und stellt ein funktionelles Kandidatengen dar.

Der QTL auf Chromosom 14 wird von 379 Markern auf die Region zwischen 1,4 und 7,3 Mb
eingegrenzt. Der signifikanteste SNP auf BTA14 ist BovineHD1400000216 (P=1,32x 10~19).
Dieser SNP liegt an Position 1.736.599 bp und ist 66 kb von der als kausal postulierten
K232A-Substitution im DGATI-Gen (GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002)
entfernt. Der bei der Rasse HF im vollstandigen Kopplungsungleichgewicht mit der kausalen
Variante liegende SNP ARS-BFGL-NGS-4939 ist in der GWAS bei Fleckvieh ebenfalls
signifikant assoziiert (P=9,64 x107!20).

Der Marker BovineHD2000009150 ist auf BTA20 am signifikantesten mit dem FPro-ZW
assoziiert (P=3,72x107Y). Der SNP liegt an Position 31.739.030 bp, 170 kb in 3’-Richtung
der als kausal postulierten F279Y-Substitution im GHR-Gen (BLOTT ET AL. 2003).

Die signifikantesten Polymorphismen der identifizierten QTL sind in Tabelle 4.4 aufge-
fithrt.

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die signifikantesten SNP der fiinf QTL fiir das Merkmal Fettgehalt-Zuchtwert
in der Fleckvieh-Population. « ist der Allelsubstitutionseffekt.

SNP BTA Position (bp) MAF a P-Wert Kandidatengen

BovineHD0500026662 5 93.945.655 A ( ) 0,06 3,07x107'%  EPSS, MGST1
BovineHD4100005296 6 87.180.731 C( ) -0,04 3,75x107'2  CSN2
ARS-BFGL-NGS-31097 11 103.289.035 G (0,43) -0,03 1,51x107°  PAEP

A (0,08)

A (0,24)

BovineHD1400000216 14 1.736.599 0,25 1,32x10719  DGATI
BovineHD2000009150 20 31.739.030 0,04 3,72x10°  GHR

Anteil der QTL an der additiv-genetischen Varianz

Die 658.385 analysierten SNP erkldaren insgesamt 93,4 % der Zuchtwert-Varianz. Der grofite
Anteil der additiv-genetischen Varianz entfallt mit Werten von 5,6 %, 51,5 % und 4,5 % auf
die Chromosomen 5, 14 und 20 (Abbildung 4.7, Tabelle 9.9). Nahezu die gesamte Varianz
auf BTA14 wird durch den DGAT1-Locus erklart (50,6 %). QTL mit den identifizierten
Kandidatengenen EPS8 bzw. MGST1, CSN2, PAEP und GHR sind mit 2,14 %, 1,66 %,
1,26 % und 2,89 % an der additiv-genetischen Varianz beteiligt.

4.1.2.2 Fettgehalt-Zuchtwert der Laktationsphasen

In der GWAS mit dem Merkmal FPro tiber den Laktationsverlauf wurden Zuchtwerte fiir den

FPro jedes Laktationstages der zweiten Laktation iiber Random-Regression-Testtagsmodelle
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Abbildung 4.7: Aufteilung der additiv-genetischen Varianz des Merkmals Fettgehalt-Zuchtwert auf die 30
Chromosomen und sieben identifizierten QTL. Die schraffierten Balken entsprechen dem
Anteil der Varianz der einzelnen Chromosomen. Die blauen Balken stellen den Anteil der
Varianz dar, der den identifizierten QTL auf BTAS5, 6, 11,14, 19, 20 und 27 zugewiesen
wurde. Auf den mit * gekennzeichneten Chromosomen wurden in der GWAS signifikante
Assoziationen identifiziert.

geschétzt und jeweils fiir fiinf aufeinanderfolgende Tage aufsummiert. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Laktation zeigen verschiedene Genomregionen eine Assoziation mit dem
untersuchten Merkmal. Es sind insgesamt acht QTL (BTA5, 6, 11, 14, 19, 20, 27 und X)
signifikant assoziiert. Basierend auf dem UMD3.1-Assembly des bovinen Genoms (ZIMIN
ET AL. 2009) konnten fiir die assoziierten Regionen positionelle Kandidatengene identifiziert
werden. Fiir weitere Analysen wurden die Gene auf funktionelle Zusammenhange mit dem
Merkmal Milchfettgehalt tiberpriift.

Uber die gesamte Laktation hinweg wurde die stirkste Assoziation auf BTA14 verzeichnet.
Der Marker BovineHD1400000216 ist bei allen Laktationsphasen der am signifikantesten
assoziierte Polymorphismus. Der SNP ist an Position 1.736.599 bp lokalisiert und liegt
66 kb von der als kausal postulierten K232A-Variante des DGAT1-Gens (GRISART ET AL.
2002; WINTER ET AL. 2002) entfernt. Die niedrigsten P-Werte auf BTA14 werden an
den Tagen 150 und 200 der Laktation (P=3,22x1071% bzw. P=8,41x107'92) erreicht. Zu
Beginn der Laktation (Tag 10) ist die Assoziation des QTL auf BTA14 am schwéchsten
(P=1,17x10-%7).

Der QTL auf BTA11 zeigt, ausgenommen Tag 300, tiber alle Laktationsphasen hinweg signi-
fikante Assoziationen. Bis Laktationstag 25 ist der Polymorphismus BovineHD1100030066
(Position 103.302.351 bp) der signifikanteste Marker auf Chromosom 11, ab Tag 50 ist der
SNP ARS-BFGL-NGS-31097 (Position 103.289.035 bp) der Topmarker. Jedoch zeigen beide

Marker zu allen Zeitpunkten sehr dhnliche P-Werte. Die stirkste Assoziation wird an Tag
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Abbildung 4.8: Manhattan-Plot der Ergebnisse aus der GWAS fiir das Merkmal Fettgehalt der Laktationstage
a) 20, b) 50 und c) 200 bei Fleckvieh. Die physikalische Position nach dem UMDS3.1-Assembly
ist auf der x-Achse, der negative dekadische Logarithmus der P-Werte auf der y-Achse
aufgetragen. Rote Dreiecke entsprechen SNP mit P<7,59x10~8 (Bonferroni-korrigierte
Signifikanzgrenze)
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15 (P=8,76 x 10713) verzeichnet. Im Laktationsverlauf nimmt die Stirke der Signifikanz
stetig ab. Die Marker sind 13,3 kb voneinander entfernt und weisen ein starkes Kopplungs-
ungleichgewicht (r*=0,76) auf. Der SNP BovineHD1100030066 liegt in Intron 1 und der
SNP ARS-BFGL-NGS-31097 im 5’-flankierenden Bereich, 12,6 kb vom Transkriptionsstart
des PAEP-Gens entfernt. PAEP kodiert fiir das Molkenprotein §-Lactoglobulin und wurde
bereits in Zusammenhang mit Milchleistungsmerkmalen beschrieben (BERRY ET AL. 2010;
YANG ET AL. 2012).

Der im spéateren Laktationsverlauf (ab Tag 50) auf BTA5 assoziierte SNP Bovi-
neHD500026662 (Position 93.945.655bp) deutet auf das 3,5kb entfernte MGST1-Gen
und das 608 kb entfernte FPS8-Gen hin. Beide Gene weisen funktionelle Zusammenhénge
mit dem Fettstoffwechsel auf (TOCCHETTI ET AL. 2010; LEE ET AL. 2008). Auf Chromosom
6 ist der SNP BovineHD4100005296 ab Laktationstag 50 signifikant mit dem Fettgehalt
assoziiert. In dieser Region wurden bereits QTL fiir Milchleistungsmerkmale identifiziert
(BOVENHUIS ET AL. 1992; VELMALA ET AL. 1995). Ab Laktationstag 150 konnte auf
BTA20 eine signifikante Assoziation festgestellt werden. Der signifikanteste Marker Bovi-
neHD2000009150 liegt an Position 31.739.030 bp und ist 325 kb vom Transkriptionsstart des
GHR-Gens und 152kb in 3’-Richtung der bereits als kausal postulierten F279Y-Substitution
im GHR-Gen (BLOTT ET AL. 2003) entfernt.

Fur den Zeitraum der frithen Laktation (bis Tag 50) wurden signifikante Assoziationen auf
BTA19, BTA27 und BTX gefunden. Der auf Chromosom 19 assoziierte QTL zeigt signifikan-
te P-Werte an den Laktationstagen 15, 20 und 25. Der an Position 51.326.750 bp lokalisierte
Topmarker ARS-BFGL-NGS-39328 liegt 58 kb in 5-Richtung vom Transkriptionsstart des
funktionellen Kandidatengens FASN. Das FASN-Gen kodiert fiir die Fettsdure-Synthase
und wurde bereits in Zusammenhang mit der Fettsdurezusammensetzung von Milch be-
schrieben (MORRIS ET AL. 2007). Der Marker BovineHD2700010364 auf BTA27 zeigt an
den Tagen 10 bis 25 signifikante Assoziationen mit dem Fettgehalt. Die héchste Signifikanz
(P=1,52x107'?) wurde an Laktationstag 10 festgestellt. Der SNP (Position 36.271.313 bp)
ist 59 kb in 3’-Richtung vom Translationsstart des funktionellen Kandidatengens GPAT/
lokalisiert. Fir den mit dem Fettgehalt der frithen Laktationsphase (Tag 10 bis 20) assozi-
ierten QTL auf dem X-Chromosom konnte kein funktionelles Kandidatengen identifiziert
werden. Der signifikanteste Marker ist BovineHD3000022646 an Position 81.797.691 bp mit
einem P-Wert von P=1,41x1077.

Die den assoziierten Regionen zugrunde liegenden positionellen und funktionellen Kandida-
tengene sind in Tabelle 4.5 mit den P-Werten der einzelnen Laktationsphasen zusammen-

gefasst.
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

Anteil der Chromosomen und QTL an der Varianz

Betrachtet man die einzelnen Testtage des Laktationsverlaufs, so stellt sich der Anteil der
durch die einzelnen Chromosomen erklarten Zuchtwert-Varianz des Merkmals Fettgehalt
variabel dar (Abbildung 4.9). Den Chromosomen 5, 6, 14 und 20 wird in der frithen
Laktation weniger Varianz zugeschrieben als im spéateren Laktationsverlauf. BTA11 und
BTA27 weisen vor allem in der frithen Laktation einen beachtlichen Anteil an der Zuchtwert-
Varianz auf, nach Tag 30 ist die erklarte Varianz mit 4 % bzw. 2 % gering. Das Chromosom
19 zeigt iiber den gesamten Zeitraum gleichbleibende Werte. Besonders deutlich werden
diese Laktationsphasen-bedingten Unterschiede bei Betrachtung der Anteile an der additiv-
genetischen Varianz an den Laktationstagen 20 und 200 (Abbildung 4.10).
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation
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Abbildung 4.9:

Laktationstag

Erklarte Zuchtwert-Varianz a) der Chromosomen 5, 6, 11, 14, 19, 20 und 27 mit signifikant
assoziierten QTL fir das Merkmal Fettgehalt bei F'V tber den gesamten Laktationsverlauf
und b) der Chromosomen 5, 6, 11, 19, 20 und 27 fir die Laktationstage 1 bis 100.
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Abbildung 4.10: Aufteilung der additiv-genetischen Varianz der Merkmale FPro20 und FPro200 auf die
30 Chromosomen und sieben identifizierten QTL. Die schraffierten Balken entsprechen
dem Anteil der additiv-genetischen Varianz der einzelnen Chromosomen. Die blauen und
grauen Balken stellen den Anteil der Varianz dar, der den identifizierten QTL auf BTAS,
6, 11,14, 19, 20 und 27 zugewiesen wurde. Auf den mit * gekennzeichneten Chromosomen
wurden in der GWAS signifikante Assoziationen identifiziert.

4.1.3 Vergleich der GWAS der Rassen Holstein-Friesian und Fleckvieh

Der QTL auf BTA20 mit dem Kandidatengen GHR ist bei HF mit dem Merkmal FPro-ZW
assoziiert und wurde auch bei der Rasse FV fiir den FPro-ZW und den Fettgehalt im
spateren Laktationsverlauf (ab Tag 150) identifiziert. In der frithen Laktation konnten bei
beiden Rassen keine Assoziationen festgestellt werden. Das Chromosom BTA20 erklérte
jedoch auch in der frithen Laktationsphase einen erkennbaren Anteil an der Zuchtwert-
Varianz. Als signifikantester SNP bei HF wurde BTA-84181-no-rs mit einer Entfernung von
357kb zur vermuteten kausalen F279Y-Substitution (BLOTT ET AL. 2003) identifiziert.
Der Topmarker bei der Rasse FV ist BovineHD2000009150 mit einer geringeren Distanz
von 170 kb zum Polymorphismus F279Y.

Der auf BTAS5 lokalisierte QTL zeigt ein dhnliches Bild wie der QTL auf BTA20. Signifikante
Assoziationen konnten bei FV erst im spéateren Verlauf der Laktation (ab Tag 50) nachge-
wiesen werden. Die Position der signifikantesten Marker zeigt jedoch Unterschiede. Bei HF
ist der Topmarker Hapmap49734-BTA-74577 im zweiten Intron des Kandidatengens FPS8
lokalisiert, wahrend die Distanz des bei F'V identifizierten Topmarkers BovineHD500026662
608 kb zu EPSS betrigt und positionell priméar auf das 3,5kb entfernte Kandidatengen
MGST1 hindeutet.
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

Die bei F'V im Verlauf der Laktation als signifikant assoziiert beschriebenen QTL auf BTAG6
(CSN2), BTA11 (PAEP) und BTA19 (FASN) konnten bei HF nicht festgestellt werden.

Das Kandidatengen DGAT1 weist bei beiden untersuchten Rassen und allen Fettmerkmalen
die signifikantesten Assoziationen auf. Die Identifizierung des DGAT1-Locus bei den
verschiedenen Rassen erfolgte jedoch iiber unterschiedliche Marker. Bei HF liegt der
Topmarker mit 1149 bp Entfernung sehr nah an der kausalen Variante K232A (GRISART
ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002), wahrend bei FV die Distanz 66 kb betrégt. Diese
Unterschiede sind auf die unterschiedlichen Haplotypen-Strukturen zuriickzufithren. Bei FV
existieren mehrere Haplotypen die das A-Allel der kausalen Substitution tragen (WINTER
ET AL. 2002). Dies hat zudem zur Folge, dass hier keine Korrektur auf DGAT1 durchgefiihrt
werden konnte. Der zweite QTL der bei HF auf BTA14 identifiziert wurde und das
Kandidatengen GPIHBP1 beinhaltet, konnte daher nicht bei der Rasse FV wvalidiert

werden.

GPATY auf BTA27 konnte bei beiden Rassen mit dem Fettgehalt in der frithen Laktation
in Verbindung gebracht werden. Der Anteil der von BTA27 erklarten Zuchtwert-Varianz,
ist bei den Rassen HF und FV zu Beginn der Laktation hoher, als fiir die ganze Laktation
bzw. im spéateren Verlauf der Laktation. Bei HF ist der signifikanteste Marker ARS-BFGL-
NGS-57448 56 kb vom Kandidatengen GPATY entfernt. Bei der Rasse FV konnte fiir den
Fettgehalt der frithen Laktation (bis Tag 50) der SNP BovineHD2700010364 als am signifi-
kantesten assoziiert identifiziert werden. Dieser SNP liegt 59 kb vom Transkriptionsstart
von GPATY entfernt.

4.1.4 Funktionale und genomische Charakterisierung der Kandidatengene
4.1.4.1 QTL auf BTA5 und die Kandidatengene EPS8 und MGST]1

Sowohl fiir das Merkmal FPro-ZW bei den Rassen HF und FV, als auch fiir den Fettgehalt
ab Laktationstag 50 bei F'V wurde ein signifikant assoziierter QTL auf BTA5 im Bereich
des EPS8- und des MGST1-Gens identifiziert (Abbildung 4.11a und 4.11b).

Das durch EPS8 kodierte Protein Epidermal-Growth-Factor-Receptor-Pathway-Substrat-8
ist an der Interaktion und am Umbau von Aktin beteiligt. TOCCHETTI ET AL. (2010)
konnten in Studien an Mausmodellen zeigen, dass EPSS8 einen Effekt auf das Aufnahmever-
mogen des Darms hat. Die Energieaufnahme von EPS8~/~ Mausen war selbst bei erhéhter
Nahrungsaufnahme gering. Die Folge waren ein niedriger Kérperfettanteil und eine geringere
Sensitivitat gegentiiber Insulin, sowie ein verdanderter Glucosespiegel im Blut. Des Weite-
ren ist EPS8 wichtiger Bestandteil des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)
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Abbildung 4.11: BTAS5 (93,4 - 94,6 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL fir
die Merkmale a) Fettgehalt-Zuchtwert bei HF und b) Fettgehalt Laktationstag 200 bei F'V.
Signifikant assoziierte Marker a) P<1,13x10 %und b) P< 7,592 10~% sind als Dreiecke
dargestellt. In Abbildung b) stellen blaue Symbole SNP aus der Genotypisierung mit dem
Ilumina BovineSNP50 BeadChip, graue Symbole SNP des Illumina BovineHD BeadChips
dar.

Stoffwechselweges (FAZIOLI ET AL. 1993). CHATTERJEE ET AL. (2009) konnten nach-
weisen, dass EGFR in die Regulation von Sterol-Regulatory-Element-Binding-Proteinen
(SREBP) involviert ist. SREBP kontrollieren die Expression von Genen des Fettsaure- und
Triglyceridmetabolismus (RUDOLPH ET AL. 2010) und sind damit Schliisselelemente der
Milchfettsynthese (BioNAz & LOOR 2008b).

Das fiir die mikrosomale Glutathion-S-Transferase kodierende MGST'1 spielt priméar eine
wichtige Rolle im Schutz vor Lipidperoxidation (MOSIALOU ET AL. 1993) und oxidativem
Stress (MAEDA ET AL. 2005). Ein funktioneller Zusammenhang zum Milchfettgehalt konnte
sich iiber die Reaktion von MGST1 auf Lipopolysaccharide (LPS) ergeben. In Studien
an Ratten wurde die Aktivitat von MGST1 durch die Verabreichung von LPS signifikant
erhoht (LEE ET AL. 2008). ZEBELI & AMETAJ (2009) konnten eine negative Korrelation
zwischen LPS und dem Fettgehalt der Milch nachweisen. Lipopolysaccharide werden in
Zusammenhang mit dem Auftreten von Milchfettdepression und der erndhrungsbedingten
Veranderung der Pansenflora diskutiert (GOZHO ET AL. 2007). Zusétzlich kann durch
LPS eine supressive Wirkung auf wichtige Enzyme des Fettstoffwechsels, wie FASN und
LPL hervorgerufen werden (PEKALA ET AL. 1983; KHOVIDHUNKIT 2004), wodurch sich
Auswirkungen auf den Milchfettgehalt ergeben.

Auf Chromosom BTAS konnte bereits in anderen Studien ein QTL fiir das Merkmal
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

Fettgehalt identifiziert werden (HAYES ET AL. 2010; WANG ET AL. 2012). Da dieser
QTL keine Assoziationen mit dem Fettgehalt der frithen Laktation zeigte, wurden die
identifizierten Kandidatengene FPS§ und MGST1 nicht eingehender analysiert.

4.1.4.2 QTL auf BTAG6 und die Kandidatengene des CSN-Clusters

Bei der Rasse FV konnte fiir den FPro-ZW und fiir den Fettgehalt ab Laktationstag 50
eine signifikante Assoziation auf BTA6 im Bereich der CSN-Gene und insbesondere bei
CSN2 festgestellt werden (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: BTAG6 (87,0 - 87,5 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL fir
das Merkmal Fettgehalt Laktationstag 200 bei FV. Signifikant assoziierte Marker (P<
7,592 1078) sind als Dreiecke dargestellt. Blaue Symbole reprisentieren SNP aus der
Genotypisierung mit dem Illumina BovineSNP50 BeadChip, graue Symbole stellen SNP
des Mlumina BovineHD BeadChips dar.

Auf BTAG sind bislang verschiedene QTL fiir Milchleistungsmerkmale identifiziert und
beschrieben worden (GEORGES ET AL. 1995; COHEN-ZINDER ET AL. 2005; WEIKARD
ET AL. 2012). Einer dieser Loci liegt im Bereich der fiir die Casein-Varianten kodierenden
Gene CSN1S1, CSN2, CSN152 und CSNS3. Diese Region zeigte in verschiedenen Rassen
Assoziationen mit der Milchmenge und mit Proteinmerkmalen (BOVENHUIS ET AL. 1992;
VELMALA ET AL. 1995). Die von 87,1 bis 87,4 Mb lokalisierten CSN-Gene kodieren fiir
a-S1-, (-, a-S2- und k-Casein. Es wurden verschiedene Haplotypen beschrieben, die sich
auf die Caseinzusammensetzung und auch auf den Proteingehalt auswirken (VELMALA
ET AL. 1995). Zusatzlich zeigte dieser Locus in Studien Auswirkungen auf die Fettmenge
und den Fettgehalt der Milch (BOVENHUIS ET AL. 1992; VELMALA ET AL. 1995; MAI
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ET AL. 2010; IKONEN ET AL. 2001). Ein direkter funktioneller Zusammenhang zwischen
den CSN-Genen und dem Fettgehalt konnte in der Literatur nicht gefunden werden.

Der signifikanteste Marker aus der GWAS BovineHD4100005296 (Position 87.180.731 bp)
ist in Intron 7 des CSN2-Gens lokalisiert. Da dieser QTL keine Assoziationen mit dem FPro
der frithen Laktation zeigte, wurden die Kandidatengene und insbesondere das CSN2-Gen
auf BTAG nicht eingehender untersucht.

4.1.4.3 QTL auf BTA11l und das Kandidatengen PAEP

Fir den FPro der Laktationstage 10 bis 250 konnten bei der Rasse FV signifikante
Assoziationen auf BTA11 identifiziert werden (Abbildung 4.13). Der QTL weist auf das
Kandidatengen PAEP hin.
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Abbildung 4.13: BTA11 (103,1 - 103,5 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL
fiir das Merkmal Fettgehalt Laktationstag 20 bei F'V. Signifikant assoziierte Marker (P<
7,592 1078) sind als Dreiecke dargestellt. Blaue Symbole reprisentieren SNP aus der

Genotypisierung mit dem Illumina BovineSNP50 BeadChip, graue Symbole stellen SNP
des Nlumina BovineHD BeadChips dar.

Funktionelle Charakterisierung von PAEP

PAFEP kodiert fir das Progestagen-assoziierte endometrische Protein, das auch als -
Lactoglobulin bezeichnet wird. Das Gen wurde beim Rind auf BTA11 kartiert (HAYES &
PETIT 1993). Wéhrend [-Lactoglobulin bei Mensch und Maus nicht nachweislich syntheti-
siert wird, stellt es bei Wiederkduern neben den Casein-Varianten eines der wichtigsten
Proteine in der Milch dar (MARTIN ET AL. 2002). Die Regulation von Milchprotein-Genen

erfolgt in der Regel tiber komplexe Prozesse, bei denen eine Vielzahl an Hormonen (z. B.
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

Prolaktin, Glucocorticoide, Insulin und Wachstumshormon) beteiligt ist (VONDERHAAR
& ZI1SKA 1989; ROSEN ET AL. 1999). Auf transkriptionaler Ebene sind bei der Expres-
sion von PAFEP Transkriptionsfaktoren des Eutergewebes, wie z. B. STAT5A und auch
ubiquitare Faktoren wie z. B. AP1, CREB, NF1, OCT1, SP1, NF-kappaB, GR, TG, YY1,
HSE involviert (ROSEN ET AL. 1999; MARTIN ET AL. 2002). Beim Rind sind mehrere
Protein-Varianten bekannt. Die hdufigsten Varianten, die als A und B bezeichnet werden,
unterscheiden sich an zwei Aminosdurepositionen. Promotorpolymorphismen die im Kopp-
lungsungleichgewicht mit der A- bzw. B-Variante des -Lactoglobulin liegen, bewirken eine
unterschiedliche Expression der Varianten (FOLCH ET AL. 1999; PROSSER ET AL. 2000). In
diesem Zusammenhang wurden im 5’-flankierenden Bereich Polymorphismen identifiziert
und charakterisiert (LUM ET AL. 1997; KUSs ET AL. 2003).

Polymorphismenanalyse

Uber die Sequenzierung der FV-Griindertiere konnten auf BTA11 in dem Bereich von
103.299.664 bis 103.308.381 bp insgesamt 105 SNP detektiert werden. Die Abdeckung
der SNP-Positionen in dieser Region ist durchschnittlich 4,19-fach (Standardabweichung
1,19). 17 SNP sind im 5’-flankierenden Bereich, 17 im vorhergesagten Promotor, 2 im
5-UTR, 46 in Introns, 3 im 3’-UTR sowie 12 im 3’-flankierenden Bereich lokalisiert (Tabelle
9.12). In kodierenden Bereichen konnten die synonymen Varianten T11, 118, N79, N104
sowie R140 und die nicht-synonymen Austausche E61Q, G80D und V134A identifiziert
werden. Der SNP PAEP_ 45 in Intron 1 (Position 103.302.351 bp) entspricht dem SNP
BovineHD1100030066, der in der GWAS am stéarksten assoziiert ist. Die Analyse mit
Haploview ergab ausgedehnte LD-Strukturen in der untersuchten Genregion (Abbildung
4.14). Zahlreiche SNP weisen ein hohes LD mit den Topmarkern der GWAS auf. Die G80D
und V134A Substitutionen, die in Zusammenhang mit den §-Lactoglobulin Varianten A
und B stehen, sind mit 72>0,6 bzw. r?>0,7 in starkem Kopplungsungleichgewicht mit den
signifikantesten Markern BovineHD1100030066 und ARS-BFGL-NGS-31097. Die SNP im
Promotor (PAEP__18 bis PAEP_ 34) bilden, mit Ausnahme von PAEP_ 23 und PAEP_ 29,

einen Block mit einem paarweisen LD von 72>0,60.

Fiir nahezu alle Polymorphismen wurden Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren vorher-
gesagt, die bereits in Zusammenhang mit der Regulation von PAEP genannt wurden. Es
konnten Bindestellen fir die Faktoren AP1, AP2, GR, NF1, NFkappaB, Octl, SP1 und
STAT5A identifiziert werden. In der Analyse standen jedoch nur Sequenzen des humanen
und caninen Promotorbereichs als Alignment mit der bovinen Sequenz zur Verfiigung, so
dass falsch positive Ergebnisse nicht tiber den Konservierungsgrad ausgeschlossen werden
konnten. Die Varianten PAEP 85 und PAEP 86 in Intron 5 liegen in unmittelbarer
Nahe einer Branch-Site. Mit dem Human-Splicing-Finder wurde jedoch keine Auswirkung

festgestellt.
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Abbildung 4.14: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen aus der Next-Generation-Sequenzierung
des PAEP-Gens. Das LD wurde als r? berechnet. Die Bezeichnung ,TOP_ 2% steht fiir
den signifikantesten Marker aus der GWAS (ARS-BFGL-NGS-31097).

4.1.4.4 QTL auf BTA14 und das Kandidatengen DGAT1

Die stéarkste Assoziation mit dem Merkmal FPro aller Laktationsphasen wurde auf BTA14
identifiziert (Abbildung 4.15). In den GWAS der Rassen HF und FV ist stets der das
DGAT1-Gen beinhaltende QTL am signifikantesten mit dem Merkmal assoziiert.

Funktionelle Charakterisierung von DGAT1

Das auf BTA14 liegende Gen DGAT'1 kodiert fiir das hauptséachlich in den Mikrosomen
lokalisierte Enzym Diacylglycerol-O-Acyltransferase. DGAT katalysiert den finalen Schritt
der Triglycerid-Synthese, indem es das aus dem Glycerol-Phosphat-Stoffwechsel stammende
Diacylglycerol kovalent an langkettige Acyl-CoAs bindet (CASES ET AL. 1998). Studien
an Knockout-Méusen haben gezeigt, dass DGAT1 neben der Fettspeicherung auch die
Laktation beeinflusst, da DGAT~/~ Mause keine Milch produzierten (SMITH ET AL. 2000).
DGAT1I ist damit mafigeblich an der Fettsynthese beteiligt und als Kandidatengen fiir den
Fettgehalt der Milch pradestiniert. In verschiedenen Rinderpopulationen konnte bereits
ein Zusammenhang zwischen der Milchzusammensetzung und Genvarianten von DGAT1
festgestellt werden. Insbesondere die Substitution von Lysin zu Alanin (K232A) zeigte starke
Assoziationen mit den Merkmalen Milchfettgehalt und -fettmenge (GRISART ET AL. 2002;
WINTER ET AL. 2002) und mit der Fettsdurezusammensetzung der Milch (SCHENNINK
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Abbildung 4.15: BTA14 (1,5 - 2,1 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL fir
das Merkmal Fettgehalt Laktationstag 200 bei F'V. Signifikant assoziierte Marker (P<
7,592 1078) sind als Dreiecke dargestellt. Blaue Symbole reprisentieren SNP aus der
Genotypisierung mit dem Illumina BovineSNP50 BeadChip, graue Symbole stellen SNP
des Mlumina BovineHD BeadChips dar-

ET AL. 2007). Die Kausalitat der K232A-Variante konnte genetisch und funktional bestatigt
werden (GRISART ET AL. 2004). Zusétzlich wurde ein Minisatellit (variable number of
tandem repeats, VNTR) im 5’-flankierenden Bereich identifiziert (WINTER ET AL. 2002)
der eine potentielle Bindestelle fir den Transkriptionsfaktor SP1 enthélt und bei deutschen
HF eine Assoziation mit dem Fettgehalt zeigte (KUHN ET AL. 2004).

Polymorphismenanalyse

Die Analyse des DGAT1-Gens erfolgte tiber Daten aus der NGS der 43 FV-Tiere. In dem
gewahlten Bereich von 1.793.425 bis 1.806.838 bp auf BTA14 konnten insgesamt 26 SNP
detektiert werden (Tabelle 9.13). Die durchschnittliche Abdeckung der einzelnen SNP ist
fir das DGAT1-Gen mit einem Wert von 3,26-fach (Standardabweichung 3,75) gering.
2 Polymorphismen sind im 5’-flankierenden Bereich, 17 in Introns, 1 im 3-UTR, sowie

4 im 3’-flankierenden Bereich. Zusétzlich zu der als kausal postulierten K232A-Variante

49



4 Ergebnisse

(GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002) konnte der nicht-synonyme Austausch
E33D identifiziert werden. Die Variante DGAT1 22 im 3’-UTR liegt im vollstdndigen
Kopplungsungleichgewicht (r?=1,00) mit dem signifikantesten Marker BovineHD1400000216
aus der GWAS. Fiir diese Variante konnte jedoch kein Einfluss auf mogliche miRNA-
Bindestellen vorhergesagt werden. Der nicht-synonyme Austausch K232A (DGAT1_ 20)
weist ein LD von r2=0,66 auf. Der signifikanteste Marker aus der GWAS bei HF entspricht
dem SNP DGAT1_ 18 in Intron 2. Dieser Polymorphismus ist bei den 43 FV-Tieren nur
schwach mit der K232A-Substitution gekoppelt (r?=0,18) (Abbildung 4.16). Zwischen
Polymorphismen im Promotor und dem Topmarker der GWAS wurde nur ein geringes

Kopplungsungleichgewicht (r?<0,20) festgestellt.

DGATL_L
DGATL 2 |
DGATL3 |
DGATL 4 |
DGATLS
DGATL6
DGATL 7
DGAT1_10 |
DGATL_12
DGATL_13
DGATL_15
DGA
DGA
DGAT1_23

-
I}
-
w
-
IS
-
«
-
)
=
5
™
7
"
©
N
o
N
N

26

-
N
w
IS
v
o
~
o
r
W
©
i
o
I
=}
- r
™
\\‘

o@

Abbildung 4.16: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen aus der Next-Generation-Sequenzierung
des DGATI-Gens. Das LD wurde als r? berechnet. Die Bezeichnung ,top* steht fiir den

signifikantesten Marker aus der GWAS (BovineHD1400000216).

Die Genotypisierung des K232A-Polymorphismus mittels TagMan-Assay ergab innerhalb
der untersuchten HF-Population ein starkes Kopplungsungleichgewicht (r?=0,998) mit dem
signifikantesten Marker ARS-BFGL-NGS-4939 des Illumina BovineSNP50 BeadChips. Die

bekannte kausale Variante K232A zeigt eine geringfiigig schwécher signifikante Assoziation
(P=8,91x1071%) als der Topmarker. Dies ist moglicherweise auf Imputationsungenauigkei-

ten zurtickzufithren, da 3,1 % der Genotypen aus der TagMan-Genotypisierung imputiert

wurden (vgl. WANG ET AL. (2012)).
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4.1.4.5 QTL auf BTA14 und das Kandidatengen GPIHBP1

Durch die Korrektur auf die K232A-Substitution in DGAT! konnte bei der Rasse HF auf
BTA14 ein weiterer QTL fiir die Merkmale FPro-ZW, FPro10-20 und FPR10-20 entdeckt

werden. Als positionelles und funktionelles Kandidatengen wurde GPIHBP1 identifiziert
(Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: BTA14 (2,0 - 3,0 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL fir das
Merkmal FPro10-20 bei HF nach Korrektur auf die DGATI-Variante. Die P-Werte der
SNP sind auf der y-Achse als negativ dekadischer Logarithmus, die Position der Varianten
auf der z-Achse aufgetragen. Der signifikanteste Marker Hapmap30086-BTC-002066 ist
als Raute dargestellt. Unterschiedliche Farben der Punkte indizieren das Kopplungsun-
gleichgewicht als r? zwischen dem Topmarker und den anderen SNP in der abgebildeten
Region. Das paarweise Kopplungsungleichgewicht der Marker ist iber die verschiedenen
Grautdne dargestellt.

Funktionelle Charakterisierung von GPIHBP1

Das Gen GPIHBP1 kodiert fiir das Glycosylphosphatidylinositol-anchored-high-density-
Lipoprotein-bindende Protein-1. GPTHBP1 spielt eine entscheidende Rolle in der Lipolyse
von Triglycerid-reichen Lipoproteinen (TGRL) aus Chylomikronen und Very-Low-Density-
Lipoproteinen durch das Enzym Lipoprotein-Lipase. Das Protein GPIHBP1 bindet dabei
an die LPL und wirkt als Plattform fir die Hydrolyse von Triglyceriden (SONNENBURG
ET AL. 2009). Des Weiteren erméoglicht GPIHBP1 den Transport von LPL in das Innere
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4 Ergebnisse

der Kapillaren (DAVIES ET AL. 2010). GPIHBP1 ist an den Endothelzellen der Kapillaren
lokalisiert und wird, wie die Lipoprotein-Lipase, vor allem im Herzen und im Fettgewebe
exprimiert (BEIGNEUX ET AL. 2007). Es reguliert die Versorgung der Zellen mit Lipiden,
die fiir den Energieverbrauch bereitgestellt oder gespeichert werden. LPL wird zudem auch
in milchbildendem Gewebe synthetisiert und stellt dort die notigen Fettsduren fiir die
Milchfettsynthese bereit (HERNELL & OLIVECRONA 1974). Beim Menschen sind genetische
Defekte in Form von Aminosdureaustauschen in der fir die Bindung von LPL wichtigen
Ly6-Doméne von GPIHBP1 bekannt. Die missense-Mutationen Q115P, C65Y, C65S, C68G,
C68Y, C89F und G175 (FRANSSEN ET AL. 2010; OLIVECRONA ET AL. 2010; BEIGNEUX
ET AL. 2009; CHARRIERE ET AL. 2011) fithren zu einer gestorten Lipoprotein-Triglycerid
Hydrolyse und sind fiir das Krankheitsbild Chylomikronamie verantwortlich. In Zusammen-
hang mit einem nichtfunktionalen GPIHBP1 wurde ausserdem ein geringer Fettanteil in der
humanen Milch und eine verédnderte Fettsdurezusammensetzung beschrieben (OLIVECRONA
ET AL. 2010). GPIHBP1 ist bislang nur in der Ordnung Mammalia bekannt, was laut
YOUNG ET AL. (2011) moglicherweise mit der Produktion von Milch in Zusammenhang
steht. Bei einem GPIHBP1-Defekt kommt es auch zu einer Anderung der Fettsiurezusam-
mensetzung. Aus der de-novo-Synthese stammende, mittellangkettige, gesittigte Fettsduren
nehmen zu, Fettsauren aus der Lipolyse von Triglycerid-reichen Lipoproteinen aus dem
Plasma nehmen ab (OLIVECRONA ET AL. 2010).

Struktureller Aufbau von GPIHBP1

Mittels lokaler BLAST-Suche der humanen GPIHBP1 c¢cDNA-Sequenz (NM_ 178172.3)
gegen das UMD3.1-Assembly des Rindes konnte das GPIHBP1-Gen auf BTA14 bei 2,5 Mb
lokalisiert werden. Es liegt damit in unmittelbarer Nahe zum DGAT1-Gen (1,8 Mb) und
ist auf dem Minus-Strang lokalisiert. Die Annotation mittels GENOMETHRFEADER ergab
einen Aufbau aus 4 Exons, was der Genstruktur des humanen GPIHBP1 entspricht. Alle
Intron-Exon-Grenzen folgen der AG-GT Regel als Splice-Recognition-Sites (BREATHNACH
ET AL. 1978) (Tabelle 9.6). Das bovine GPIHBP1 kodiert fiir 171 Aminosauren und weist
einen Ubereinstimmungswert von 56,0 % mit der caninen, 54,0 % mit der humanen und
50,0 % mit der murinen Proteinsequenz auf. Mittels Neural Network Promoter Prediction
konnte der Transkriptionsstart an Position 2.552.580 bp mit einem Score von 0,99 vorherge-
sagt werden. Die Analyse auf ein TATA-Signal mittels HCtata ergab bei 2.552.901 bp eine
mogliche Position. CpG-Inseln in der 5’-flankierenden Region konnten tiber die Software
CpGPlot (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/) nicht festgestellt werden. Ein
Poly-A Signal wurde an Position 2.550.291 bp auf BTA14, in einer Entfernung von 97 bp

vom Stoppcodon identifiziert.
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

Polymorphismenanalyse

Fiir die Analyse des GPIHBP1-Gens wurden insgesamt 5315 bp in einem Panel von 12 HF-
Tieren resequenziert. Dabei wurden die 4 Exons einschliellich mindestens 50 bp der Intron-
Akzeptor- und Intron-Donor-Sites sowie 1500 bp der 5’-flankierenden und 3’-flankierenden
Bereiche erfasst. Es wurden 6 SNP in der 5’-flankierenden Region, 2 in den Introns und
6 im 3’-UTR gefunden. Zuséatzlich wurden in den kodierenden Bereichen die synonymen
Basenaustausche D28 in Exon 2 und G145 in Exon 4 verzeichnet (Tabelle 9.14). Trotz
relativ gering konservierter Proteinsequenz iiber verschiedene Spezies hinweg, zeigte sich die
Aminosauresequenz innnerhalb der untersuchten Rinder konserviert. Die beim Menschen
mit dem Krankheitsbild Chylomikrondmie assoziierten missense-Mutationen (FRANSSEN
ET AL. 2010; OLIVECRONA ET AL. 2010; BEIGNEUX ET AL. 2009; CHARRIERE ET AL. 2011)
sind im GPIHBP1-Panel nicht vorhanden. Die Uberpriifung auf Kopplungsungleichgewicht
erfolgte mit Haploview unter Einbeziehung des signifikantesten Markers Hapmap30086-
BTC-002066 aus der genomweiten Genotypisierung mit dem I[llumina Bovine SNP50
BeadChip (Abbildung 4.18).

top
4132
4131
4130
4129,
4128
4127
4126
4125
4123

Abbildung 4.18: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen des resequenzierten GPIHBP1-Gens. Das
LD wurde als r2 berechnet. Die Bezeichnung top steht fiir den signifikantesten Marker aus
der GWAS (Hapmap30086-BTC-002066).

Die SNP TUM-4123 im 5’-flankierenden Bereich und TUM-4128 im 5-UTR weisen mit
r2=0,60 das stirkste Kopplungsungleichgewicht mit dem Marker Hapmap30086-BTC-
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4 Ergebnisse

002066 (Position 2.524.432 bp) auf und liegen selbst im vollstdndigen Kopplungsungleich-
gewicht (r?=1,00) im untersuchten Tierpanel vor. Weitere SNP mit moderatem LD
(r?=0,41 - 0,43) sind TUM-4124 und TUM-4125 im 5’-flankierenden Bereich, TUM-4129 in
Intron 1, der synonyme Austausch TUM-4132 in Exon 4 (G145), TUM-4133 und TUM-4134
im 3’-UTR und die Polymorphismen im 3’-flankierenden Bereich TUM-4135, TUM-4136
und TUM-4137. SNP mit r2<0,10 wurden in weiterfithrenden Analysen nicht beriick-
sichtigt. Bei diesen SNP handelte es sich hauptsédchlich um Polymorphismen die nur in
einem Tier des GPIHBP1-Panels in heterozygoter Form vorliegen. Die SNP TUM-4123,
TUM-4124 und TUM-4125 im Promotor-Bereich sowie der TUM-4128 im 5-UTR wurden
auf potentielle TFBS analysiert. Uber die Transkriptionsfaktoren, die bei der Regulation
des GPIHBPI1-Gens wirken ist bislang wenig bekannt (YOUNG ET AL. 2011). Studien
an Mausen lassen jedoch vermuten, dass PPAR-v einen regulatorischen Einfluss auf die
Expression von GPIHBP1 hat (DAVIES ET AL. 2008). Die Analyse mittels ConTra unter
Verwendung der TRANSFAC-Matrix ergab, dass keiner der detektierten Polymorphismen
im bovinen GPIHBP1 im Bereich potentieller Bindestellen fiir PPAR~v liegt.

Fiir die Polymorphismen TUM-4123 und TUM-4124 wurden keine plausiblen TFBS vor-
hergesagt. Der SNP TUM-4125 konnte mit ConTra nicht analysiert werden, da dieser
Bereich der bovinen Sequenz im verwendeten multi-Species-Alignment (UCSC multiz 17way
5000 upstream) nicht enthalten ist. Eine Analyse mit AliBaba 2.1 ergab keine relevanten
Anderungen auf TFBS durch den Polymorphismus. Fiir den SNP TUM-4128 konnte eine
Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor CREB vorhergesagt werden (Abbildung 4.27).
Das cAMP-Response-Element-Binding (CREB) ist ein zelluldrer Transkriptionsfaktor der
unter anderem an Adipozyten-spezifische Promotoren bindet und die Transkription von
Genen des Fettstoffwechsels (KiM ET AL. 2010) und der Gluconeogenese (CHAKRAVARTY
ET AL. 2005) reguliert. CREB wird mit Prozessen der Adipogenese in Verbindung gebracht,
indem es die Differenzierung (REUSCH ET AL. 2000) und Apoptose von Adipozyten steuert
(REUSsCH & KLEMM 2002). Bei CREB-mutierten Mausen konnten Storungen der Lakta-
tionsfahigkeit beobachtet werden (MANTAMADIOTIS ET AL. 2006). Ob es sich bei dem
Polymorphismus TUM-4128 um eine kausale Variante handelt, die die Anlagerung von
Transkriptionsfaktoren beeinflusst, konnte jedoch nicht vollstandig geklart werden. Der
intronische SNP TUM-4129 hatte keinen Einfluss auf vorhergesagte Branch-Sites. Fiir den
synonymen Austausch TUM-4132 konnten ebenfalls keine funktionalen Zusammenhéange
ermittelt werden. Fiir den im 3’-UTR positionierten Polymorphismus TUM-4134 wurden
keine potentiellen miRNA-Bindestellen vorhergesagt.

Der SNP TUM-4128 wurde mittels TagMan-Assay an HF-Tieren aus der GWAS genotypi-
siert und die Genotypen in die genomweiten Assoziationsstudie implementiert. Die Variante
TUM-4128 zeigte jedoch im Gegensatz zu dem in der GWAS identifizierten signifikanten
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

bos_taurus_ref/1-944 cTGGIY----- [FEHFYHIINe] - cTGACTC - - - - G TR EIIYHHIEXeIC C - GCTCAGCGGTCTGCAGCT 645
bos_taurus_mut/1-944 cTGGY----- (G AP YR AP Ne]- CTGACTC - - - - G T[NRE NP YA TelC C -GCTCAGCGGTCTGCAGCT 645
homo_sapiens_NM178172/1-2000CTGGfe- - - - - AN NN — _ _(B¥elacTC- - - - TA[KPENINNFIEAIC TTGGCCAGTGACCAGCAAAT 1657
pan_troglodytes/1-1482 cTGG[d----- YR X B lel - - - [ EdedacTC- - - - TA[KFEHFYAPEIIC TTGGCCAGTGATCAGCAAAT 1124
macaca_mulatta/1-1621 creGld----- PR e ple]- - - -[dlelACTC----TGGAATGAAGATGCTTGGCCAGTGATCAGCAAAT 1265
rattus_norvegicus/1-529 - - = - - - - - - - o e oo oo o TGACTCCACTTGGGTGGAAGGTGCCTGGCCTGT[RYNNEIFPIE] 165
mus_musculus/1-1401 = —m - o e oo e oo mmm———— - — - = TGACTCCGCTCGGGAGGAAGGTGCCTGGCCTGT[FNYNNKXIYYE] 1037
canis_lupus_familiaris/1-120.CTGGACAG T[RR RN R VKN ETIAC TGAGTC- -~ -TCAGGGGACGGG - -~ - - - j4G A G T G A T G T G CLY:NNPL]
Consensus
CTGG+--==-~— +GTGATGCAG-CTGACTCC-CTTGGGATGACGGTGCCTGGCCAGTGATC+GCAAAT

Abbildung 4.19: Transkriptionsfaktorbindestelle fir CREB (blau) an SNP TUM-4128 mittels ConTra
unter Verwendung der TRANSFAC-Datenbank. Der Austausch TUM-4128 (A>G) ist
rot-markiert.

Marker Hapmap30086-BTC-002066 (P=4,76x10~® bei FPro-ZW und P= 1,84x 107 bei
FPro10-20), keine signifikante Assoziation.

4.1.4.6 QTL auf BTA19 und das Kandidatengen FASN

Fir den Fettgehalt der Laktationstage 15 bis 25 wurde bei der Rasse F'V eine signifikante
Assoziation auf BTA19 festgestellt. Als positionelles und funktionelles Kandidatengen
konnte FASN identifiziert werden (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: BTA19 (51,2 - 51,4 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL
fiir das Merkmal Fettgehalt Laktationstag 20 bei FV. Signifikant assoziierte Marker (P<
7,59x10~8) sind als Dreiecke dargestellt. Blaue Symbole reprisentieren SNP aus der
Genotypisierung mit dem Illumina BovineSNP50 BeadChip, graue Symbole stellen SNP
des Tllumina BovineHD BeadChips dar.

Funktionelle Charakterisierung von FASN
Das multifunktionale Enzym Fettsidure-Synthase spielt eine zentrale Rolle in der de-novo-
Lipogenese bei Sdugetieren und Vogeln. FAS besitzt 7 katalytische Zentren, die alle
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Reaktionsschritte bei der Umwandlung von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA in Palmitinsdure
katalysieren. Das Enzym synthetisiert im FEutergewebe Fettsduren von C4:0 bis C16:0
(MORRIS ET AL. 2007). Im Gegensatz zu Monogastriern, wo die Lipogenese hauptséchlich in
der Leber stattfindet, erfolgt bei Wiederkauern die Expression des fir die Fettsaure-Synthase
kodierenden Gens FASN vor allem in Fettgewebe und nur in limitierter Kapazitat in der
Leber (ROY ET AL. 2005). Die Regulation von FAS erfolgt iberwiegend auf transkriptionaler
Ebene und tber die Stabilitdt der messenger RNA (mRNA) (HILLGARTNER ET AL. 1995).
Bei Mensch und Ratte konnten potentielle transkriptionale, regulatorische Elemente in
der 5’-flankierenden Region mit Wirkung auf die gewebespezifische Expression identifiziert
werden (HSU ET AL. 1996; OSKOUIAN ET AL. 1997). Zusétzlich konnte in einer Studie
von ROY ET AL. (2005) beim Rind eine weitere Transkriptvariante nachgewiesen werden,
wobei das durch alternatives Splicing entstandene, verkiirzte FAS-Protein vermutlich als
zusétzlicher Regulationsmechanismus agiert. Die Sequenz des bovinen FASN-Gens ist sehr
stark mit den orthologen Genen bei Mensch und Ratte konserviert (ROY ET AL. 2005).
Beim bovinen FASN-Gen konnten dennoch mehrere Polymorphismen nachgewiesen werden,
die eine Assoziation mit der Fettsdurezusammensetzung in Milchfett und Fettgewebe
(MORRIS ET AL. 2007; ABE ET AL. 2009) sowie dem Milchfettgehalt (ROY ET AL. 2006)
aufwiesen. Ein regulatorischer Effekt wurde fiir die in einer potentiellen Bindestelle fiir die
Transkriptionsfaktoren Spl und Sp3 liegende Variante (g.763G>C) beschrieben (ORDOVAS
ET AL. 2008). Diese, im nicht-translatierten Exon 1 lokalisierte Variante, ist bereits mit
dem Fettgehalt der Milch in Verbindung gebracht worden (ROY ET AL. 2006).

Das fiir die Fettsaure-Synthase kodierende Gen FASN ist dem UMD3.1-Assembly ent-
sprechend auf BTA19 bei 51,4 Mb lokalisiert. Das Gen besteht aus 42 Exons, wobei das
erste Exon nicht translatiert wird. Die Annotation basierend auf dem UMD3.1-Assembly
entspricht der bereits postulierten Version von FASN (Roy ET AL. 2005).

Polymorphismenanalyse

Uber die Sequenzierung der FV-Griindertiere konnten in dem gewihlten Bereich 51.382.922
bis 51.405.614 bp auf BTA19 fir das FASN-Gen 61 SNP detektiert werden. Je ein SNP
wurde im Promotor, 5’-UTR und 3’-UTR identifiziert. Insgesamt 37 SNP sind in Introns, 4
im 3’-flankierenden Bereich, sowie 17 im kodierenden Bereich lokalisiert. Die Abdeckung
der SNP-Positionen in diesem Bereich ist durchschnittlich 4,23-fach (Standardabweichung
4,13). Eine vollstandige Auflistung der SNP ist im Anhang (Tabelle 9.15) aufgefiihrt.

Mittels Haploview konnte das Kopplungsungleichgewicht zwischen den identifizierten Poly-
morphismen und dem signifikantesten Marker ARS-BFGL-NGS-39328 auf BTA19 fiir den
FPro der Laktationstage 15 (P=6,56x107%), 20 (P=2,46x107%) und 25 (P=2,07x107%)
bestimmt werden (Abbildung 4.21). Die SNP mit den hochsten 72-Werten sind in Tabelle 4.6
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4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

aufgelistet. Bei dem SNP FASN_ 2 (Position 51.384.984 bp, f(C)=0,37, 7?=0,76) handelt es
sich um die Variante g.763G>C die eine mogliche Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor
Spl darstellt (ORDOVAS ET AL. 2008). Der als kausal postulierte Polymorphismus FASN_ 2
liegt im LD mit dem Topmarker ARS-BFGL-NGS-39328, wenn auch nicht so stark wie
andere SNP (FASN_8 und FASN_ 10), die rein funktional keine derart vielversprechen-
den Kandidaten-SNP sind. Die Abdeckung an der Position der FASN_2-Variante ist mit

1,77-fach jedoch vergleichsweise niedrig, so dass das berechnete LD moglicherweise durch

Imputationsungenauigkeiten verursacht wird.

Tabelle 4.6: SNP des FASN-Gens mit dem stirksten LD zum Topmarker.

SNP-ID Position (bp) Region Allele MAF LD (als r?) mit Abdeckung
ARS-BFGL-NGS-39328

FASN_2  51.384.984 5-UTR  C>G C (0,37) 0,76 1,77

FASN 8  51.387.607 Intron 2 C>G C(0,33) 0,95 3,91

FASN_10 51.388.204 Intron 3  C>T T (0,33) 0,85 5,23

FASN 14 51.388.923 Intron3  G>C G (0,24) 0,64 3,60
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Abbildung 4.21: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen aus der NGS des FASN-Gens. Das LD wurde als r2 berechnet. Die Bezeichnung ,top“ steht
fiir den signifikantesten Marker aus der GWAS ARS-BFGL-NGS-89328.



4.1 Stoffwechselstatus in der frithen Laktation

4.1.4.7 QTL auf BTA20 und das Kandidatengen GHR

Auf BTA20 konnten signifikante Assoziationen mit dem Merkmal FPro-ZW bei HF und
Fettgehalt der Laktationstage 150 bis 300 bei F'V identifiziert werden. Die Positionen der
signifikantesten Marker deuten auf das Kandidatengen GHR hin (Abbildung 4.22).
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Abbildung 4.22: BTA20 (31,5 - 32,1 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL fir
das Merkmal Fettgehalt Laktationstag 200 bei FV. Signifikant assoziierte Marker (P<
7,592 1078) sind als Dreiecke dargestellt. Blaue Symbole reprisentieren SNP aus der
Genotypisierung mit dem Illumina BovineSNP50 BeadChip, graue Symbole stellen SNP
des lMlumina BovineHD BeadChips dar.

Funktionelle Charakterisierung von GHR

Das Wachstumshormon (GH) zéhlt zur Familie der Somatotropin-Hormone und ist in
Prozesse des Wachstums, des Fettstoffwechsels und der Laktation involviert (ETHERTON
& BAumAN 1998). GH regelt die Verteilung von Néhrstoffen im Korper, so dass wiahrend
der Laktation Energie fiir die Milchsynthese bereitgestellt wird (Lucy ET AL. 2001). Die
Verabreichung von Somatotropin fithrt bei Rindern zu einer Steigerung der Milchleistung
sowie in der Phase der NEB zu einer verstarkten Lipolyse im Fettgewebe (ETHERTON &
BAUMAN 1998). Der Wachstumshormon-Rezeptor (GHR) iibermittelt die biologische Akti-
vitat des Wachstumshormons auf die Zielzellen und nimmt damit ebenfalls eine bedeutende
Rolle im Fettstoffwechsel und in der Milchsynthese ein. Beim bovinen GHR wurden bereits
Assoziationen mit Wachstumsmerkmalen (GE ET AL. 2003) und Milchmerkmalen (FALAKI
ET AL. 1997; BLOTT ET AL. 2003; VIITALA ET AL. 2006) festgestellt. Die Regulation von

GHR ist komplex, da mehrere Promotor-Regionen die Transkription von GHR regulieren
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(Lucy ET AL. 2001). Bislang konnten verschiedene Polymorphismen im bovinen GHR-Gen
identifiziert werden (MoOISIO ET AL. 1998; GE ET AL. 2003; BLOTT ET AL. 2003; WATERS
ET AL. 2012), wobei die F279Y-Substitution in Exon 7 als kausal angesehen wird (BLOTT
ET AL. 2003).

Polymorphismenanalyse

Durch die Sequenzanalyse des fiir den GHR kodierenden Gens, einschliefilich der angren-
zenden regulatorischen Regionen im Bereich von 31.888.736 bis 32.066.200 bp auf BTA20,
wurden insgesamt 694 Polymorphismen in den 43 FV-Griindertieren identifiziert. Die als
kausal postulierte F279Y-Substitution (BLOTT ET AL. 2003) ist mit einer Allelfrequenz
von 0,06 vertreten und weist auf Basis der NGS-Daten ein Kopplungsungleichgewicht
von 7?=0,19 mit dem signifikantesten Marker BovineHD2000009150 aus der GWAS auf.
Zusétzlich konnten 4 nicht-synonyme (N528T, A536T, S555G und T563I) und 6 syn-
onyme Austausche (D365, 1422, N494, T512, H545 und L603) in den Exons detektiert
werden. Insgesamt 661 Polymorphismen befinden sich in intronischen Bereichen, 5 in der
5’-flankierenden Region, 1 SNP im 3’-UTR, sowie 16 in 3’-Richtung. Die durchschnittliche
Abdeckung ist 6,24-fach (Standardabweichung 4,19). In die weiteren Untersuchungen gingen
nur SNP ein, die in kodierenden oder regulatorischen Regionen lokalisiert sind (Tabelle
9.16). Intronische Polymorphismen die mehr als 50 bp von den Exons entfernt liegen, wurden
nicht weiter betrachtet. Die Analyse des Kopplungsungleichgewichts der einzelnen SNP mit
dem Marker BovineHD2000009150 aus der GWAS ergab ein hohes LD mit dem synonymen
Austausch H545H GHR,_18 (r?=0,75), dem SNP GHR_ 22 im 3-UTR (r?=0,72) und der
nicht-synonymen Variante N528T GHR,_ 16 (r*=0,61) (Abbildung 4.23). Die Varianten
GHR_ 28, GHR_ 33, GHR_34, GHR_ 35 und GHR_ 36 in der 3’-flankierenden Region
weisen das hochste LD auf (r? > 0,75). Die N528T-Substitution wurde mittels PolyPhen-2
mit einem Wert von 0,063 als neutral (Sensitivitiat 0,94; Spezifitat 0,84), die als kausal
postulierte F279Y-Variante (BLOTT ET AL. 2003) hingegen mit einem Wert von 0,97 als
potentiell negativ eingestuft (Sensitivitat 0,78; Spezifitdat 0,95). Die H545-Variante wurde
bereits als assoziiert mit der Abgangsrate und dem Kalbeintervall beschrieben (WATERS
ET AL. 2012), eine funktioneller Zusammenhang konnte jedoch nicht aufgeklart werden. Die
Analyse mit MicroCosmTargets und TargetScanHuman ergab keinen Einfluss von GHR, 22
oder anderen SNP im 3’-flankierenden Bereich auf miRNA-Bindestellen.

Die Genotypisierung der Variante F279Y bei HF ergab ein schwaches Kopplungsungleich-
gewicht (72=0,2) mit dem Topmarker des I[llumina BovineSNP50 BeadChip bei deutlich
hoherer Signifikanz (P=7,03x10712).
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Abbildung 4.23: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen aus der NGS des GHR-Gens. Das LD
wurde als 72 berechnet. Die Bezeichnung ,top“ steht fir den signifikantesten Marker aus
der GWAS (BovineHD2000009150).

4.1.4.8 QTL auf BTA27 und das Kandidatengen GPAT4

Bei der Rasse HF konnten fiir die Merkmale FPro-ZW und FProl0-20 signifikante Asso-
ziationen auf BTA27 identifiziert werden die auf GPAT/ als Kandidatengen hindeuten
(Abbildung 4.24). Der QTL auf BTA27 wurde auch bei der Rasse F'V fiir das Merkmal
FPro der Laktationstage 10 bis 25 bestétigt.

Funktionelle Charakterisierung von GPAT4

Die Synthese von Triacylglycerol erfolgt in mehreren Schritten iiber die beteiligten Enzyme
GPAT, AGPAT und DGAT. Die durch das Gen GPAT/ kodierte Glycerol-3-Phosphat-
Acyltransferase katalysiert die Umwandlung von Glycerol-3-Phosphat (G3P) und Fett-Acyl-
CoA in Lysophosphatséure (LPA). Im darauf folgenden Schritt wird ein weiteres Fett-Acyl-
CoA an LPA zu Phosphatidat verestert. Dieser Schritt wird durch Acyl-Glycerophosphat-
Acyltransferasen katalysiert. Das GPAT4-Gen wird haufig unter dem Synonym AGPATG6
genannt. In Studien konnten CHEN ET AL. (2008) jedoch nachweisen, dass AGPATG als
Glyerol-3-Phosphat-Acyltransferase fungiert und nicht in den von AGPAT katalysierten
Schritt involviert ist. In dieser Arbeit wird daher die Bezeichnung GPAT/ verwendet.
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Abbildung 4.24: BTA27 (35,7 - 36,7 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen am assoziierten QTL fir
das Merkmal FPro10-20 bei HF. Die P-Werte der SNP sind auf der y-Achse als negativ
dekadischer Logarithmus, die Position der Varianten auf der z-Achse aufgetragen. Der
signifikanteste Marker ARS-BFGL-NGS-57/485 ist als Raute dargestellt. Unterschiedliche
Farben der Punkte indizieren das Kopplungsungleichgewicht als r? zwischen dem Topmarker
und den anderen SNP in der abgebildeten Region. Das paarweise Kopplungsungleichgewicht
der Marker ist iber die verschiedenen Grauténe dargestellt.

GPAT4 wird hauptséichlich in plurivakuoldrem Fettgewebe, Leber- und Eutergewebe
exprimiert (VERGNES ET AL. 2006). RupoLPH ET AL. (2007) stellten fest, dass die
Expression von GPAT/ unabhéngig von der Erndhrung erfolgt. Die Laktationsphase
hingegen hat einen mafigeblichen Einfluss auf die Aktivitit von GPAT4 (BioNAz & LOOR
2008a). Die Regulation von GPAT/ ist noch nicht vollstindig aufgeklart. Moglicherweise
sind die fiir den Fettstoffwechsel wichtigen Transkriptionsfaktoren PPAR und SREB an
der Expression von GPATY beteiligt (LU ET AL. 2005; BioNAz & LoOR 2008b). Da
GPAT4 als eines der Schliisselenzyme in die Triglycerid-Synthese involviert ist, kénnen
Storungen bei diesem fiir die Energiespeicherung und den Fettmetabolismus wichtigen
Stoffwechselweg zu Erkrankungen wie Hyperlipidamie, Fettleibigkeit und Lipodystrophie
filhren (VERGNES ET AL. 2006). In Mausmodellen konnte die Funktion von GPAT4
weitestgehend aufgeklirt werden (BEIGNEUX ET AL. 2006; NAGLE ET AL. 2008). GPAT4~/~

Maéuse haben ein verringertes Korpergewicht und einen geringeren Anteil an Korperfett.
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Zudem sind sie gegentiber genetisch induzierter und erndhrungsbedingter Fettleibigkeit
resistent. Da GPAT4 die Synthese von Triacylglycerol im Eutergewebe beeinflusst, ist
die Bildung von Milchfett bei Knockout-Mausen soweit gestort, dass eine Erndhrung der
Nachkommen nicht erfolgen kann (BEIGNEUX ET AL. 2006). Aufgrund der funktionellen
Zusammenhénge mit dem Fettstoffwechsel wurde GPATY als wichtiges Kandidatengen fiir

den Milchfettgehalt angesehen.

Struktureller Aufbau von GPAT4

Das bovine GPAT4-Gen konnte tiber die humane mRNA-Sequenz (NM_ 178819.3) auf
BTA27 bei 36,2 Mb lokalisiert werden. Die Annotation mittels GENOMETHREADER ergab
beim Rind einen Aufbau aus 12 Exons. Die Intron-Exon-Grenzen entsprechen ausnahmslos
der AG-GT Regel fiir Splice-Recognition-Sites (BREATHNACH ET AL. 1978) (Tabelle 9.6).
Das fiir 456 Aminosiuren kodierende GPAT4-Gen weist Ubereinstimmungswerte von 97,0 %
mit der humanen, caninen und murinen Proteinsequenz auf. Der Transkriptionsstart wurde
an Position 36.211.800 bp mit einem Score von 0,87 vorhergesagt. Eine Bindestelle fiir das
TATA-bindende-Protein (TBP) in Form einer TATA-Box konnte mit HCtata fiir Position
36.210.931 bp ermittelt werden. Es wurden keine CpG-Inseln mit der Software CpGPlot
vorhergesagt. Poly-A Signale wurden mit PolyAH an Position 36.228.988 und 36.229.910 bp,
mit Entfernungen von 575 bp bzw. 1497 bp zum Stopcodon vorhergesagt.

Polymorphismenanalyse

Durch die Resequenzierung der Exons und regulatorischen, flankierenden Regionen in einem
Tierpanel von 12 HF-Bullen konnten insgesamt 30 Polymorphismen detektiert werden
(Tabelle 9.17). 7 SNP sind im 5’-flankierenden Bereich, 3 SNP im nicht-translatierten
Bereich von Exon 1, 12 in den Introns und 6 in der 3’-flankierenden Region lokalisiert. In
den kodierenden Bereichen wurden 2 synonyme SNP (TUM-3979 bei T24 und TUM-3980
bei T114) erfasst. Die Aminosauresequenz zeigt sich innerhalb des untersuchten Panels
stark konserviert. Die Analyse des Kopplungsungleichgewichts mit Haploview fir alle
identifizierten Polymorphismen ergab einen r2.-Wert von 1,00 fiir die SNP TUM-3974,
TUM-3975, TUM-3977, TUM-3982 und TUM-3994 mit dem signifikantesten Marker ARS-
BFGL-NGS-574485 aus der GWAS (Abbildung 4.25). Bei den mittels NGS erfassten
Genotypen weisen diese SNP nur ein vergleichsweise geringes LD (r?<0,36) mit dem
Topmarker BovineHD2700010364 auf (Abbildung 4.26).

Die SNP TUM-3974 und TUM-3975 im 5’-flankierenden Bereich wurden auf potentielle
TFBS mit ConTra iiberpriift. Dabei wurden fiir den SNP TUM-3975 keine Auswirkungen
auf mogliche funktionelle Transkriptionsfaktoren ermittelt. Fiir die Variante TUM-3974
hingegen konnten Bindestellen fiir PAX5, PPARa:RXRa und CREB vorhergesagt werden.
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Abbildung 4.25: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen des resequenzierten GPAT/-Gens bei HF.
Das LD wurde als 2 berechnet. Die Bezeichnung ,top“ steht fiir den signifikantesten
Marker aus der GWAS (ARS-BFGL-NGS-574485).
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Abbildung 4.26: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen aus der NGS des GPAT4-Gens bei FV.
Das LD wurde als 2 berechnet. Die Bezeichnung ,top“ steht fiir den signifikantesten
Marker aus der GWAS (BovineHD2700010364).
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Das Paired-Box-Protein 5 (PAX5) fungiert als Transkriptionsfaktor in der Differenzie-
rung von B-Lymphozyten (COBALEDA ET AL. 2007). Zusammenhéange mit Prozessen
des Fettstoffwechsels sind nicht bekannt. Die Bindestelle fiir CREB liegt angrenzend an
den GA>T Polymorphismus TUM-3974. CREB ist ein zellularer Transkriptionsfaktor der
unter anderem an Adipozyten-spezifische Promotoren bindet und die Transkription von
Genen des Fettstoffwechsels (Kim ET AL. 2010) und der Gluconeogenese (CHAKRAVARTY
ET AL. 2005) reguliert. CREB wird mit Prozessen der Adipogenese in Verbindung gebracht,
indem es die Differenzierung (REUSCH ET AL. 2000) und Apoptose von Adipozyten steuert
(REUSCH & KLEMM 2002). Bei CREB-mutierten Méusen konnten Stérungen der Lak-
tationsfahigkeit beobachtet werden (MANTAMADIOTIS ET AL. 2006). Die Bindestelle fiir
PPARa:RXRa wurde nur fiir das T-Allel vorhergesagt. Der Transkriptionsfaktor PPAR«
ist in die Regulation von Genen des Fettstoffwechsels involviert und wurde bereits fiir Gene
der Triglyceridsynthese, wie AGPAT6 beschrieben (RAKHSHANDEHROO ET AL. 2010).
Die den SNP TUM-3974 flankierende Region ist tiber die Spezies hinweg konserviert,
jedoch konnten PAX-5, CREB und PPAR«a:RXRa nicht speziesiibergreifend identifiziert

werden.

[
bos_taurus_ref /1-4003 CTTCTGCGGCCCAGAGCTCCAGGCAG-TGGGGGACAG-~---TG-AGGAGGCCCATCTTCT 2781
bos_taurus_mut/1-4002 CTTCTGCGGCCCAGAGCTCCAGGCAG- By - - - --id- CATCTTCT 2780
[
bos_taurus_reffl—4003 CTTCTGCGGCCCAGAGCTCCAGGCAG-TGGG GG AMENE] - - - — plle] - ENelFNeSIC CCATCTTC T 2781
bos_taurus mut/1-4002 CTTCTGCGGCCCAGAGCTCCAGGCAG- TGGGGI'_T_-E-- = = e} - E¥elefpqYe}feJCc CCATCTTC T 2780
bos_taurus_reffl-4003 CTTCTGCGGCCCA G A [elfuipseifoly-Nejclogy-ye] - ---—-GCCCBTCTTCTZTEI
bos_taurus_mutfl—4002 CTTCTGCGGCCCAGAGCTCCAGG CENE- AGGBGGCCCATCTTC 2780
homo_sapiens enst00000289657/1-200lCATCTGTGCGGAACCACTCTGAGTATC TGGGGGACAG-~-~-~-GA-AGGAGATGTACT-~~T 1006
pan_troglodytes/l—zooo CATCTGTGCAGAACCACTCTGAGTACCTGGGGGACAG--~--GA-AGGAGATGTACT-~-~-1T 1006
pongo_pygmaeus /1-2023 CATCTGTGCAGAACCACTCTGAGTACCTGGGGGACAGGTAGGA-AGGAGATGTACT-~-=T 1029
macaca_mulatta/l-0 = ==00 0 s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e mm mm mm——— -
mus_musculus/1-1738 CATCTGTTATAAAGAACTCTGGGTAACTATGGGACAA-~-~--GTTAGGGCATTGACA-~-~T B29
rattus_norvegicusfl-l‘)lS CATCTGTTATGAAGAACTCTGGGTAACTATGGGACAA--=-=-GTCGGGGTATTGACA-~-=T 1001
equus_c:aballusfl—2230 CATCTGTGGATAAGAARCTCTGGGTAGCTGGGGGACAG-~-~--GT-AGGAGGGAAATCTACT 1257
canis_familiaris:’l-2464 CATCTGCAGAC-AGAACTCTGGGTAGTTG-GGGACAA-=-~-=-GT-AGGAGGGAGACT-~-=T 1500
CATCTGTGGAGAAGAACTCTGGGTAGCTGGGGGACAG--~--GT-AGGAGATG+ACTTTCT

Abbildung 4.27: Vorhergesagte Bindestellen fir die Transkriptionsfaktoren PPARa:RXRa (orange), CREB
(blau) und PAX-5 (tirkis) an SNP TUM-3974 mittels ConTra unter Verwendung der
TRANSFAC-Datenbank. Der Austausch TUM-3974 (GA>T) ist rot-markiert. Die Héhe
der schwarzen Balken der Consensus-Sequenz gibt den Grad der Konservierung an.

Fiir den intronischen SNP TUM-3982 wurden keine Auswirkungen auf Branch-Points fest-
gestellt. Die Uberpriifung auf miRNA Bindestellen im 3’-UTR mittels MicroCosm Targets
ergab eine mogliche Bindestelle fiir die miRNA mmu-mir-712 an der Position des SNP
TUM-3994. Die freie Energie fiur die Bindung der miRNA betréigt -27,93 kcal /mol. Eine
Aussage iiber den Konservierungsgrad durch orthologe Sequenzen war mit dem Micro-
CosmTargets-Tool jedoch nicht moglich, da nur das bovine Gen zur Verfiigung stand. Die
Analyse mit TargetScan Human ergab keine konservierten miRNA-Bindestellen an der
Position des Polymorphismus TUM-3994.

Die SNP TUM-3974 und TUM-3994 wurden mittels TagMan-Assays in der HF-Population
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genotypisiert und auf Assoziationen mit den Merkmalen FPro-ZW, FPro10-20 und FPR10-
20 bei HF getestet. Die P-Werte der einzelnen Merkmale sind in Tabelle 4.7 aufgefiihrt. Die
SNP aus der Resequenzierung des GPAT/-Gens weisen bei den Merkmalen FPro10-20 und
FPR10-20 schwachere Signifikanzwerte auf als der Topmarker ARS-BFGL-NGS-57448. Fiir
das Merkmal Fettgehalt-Zuchtwert ist der SNP TUM-3974 der signifikanteste Marker. Die
Variante TUM-3994 hingegen ist bei den Analysen deutlich schwécher signifikant assoziiert
als der Promotor-Polymorphismus TUM-3974. Die haufigeren Allele T (f('T)=0,62) des
SNP TUM-3974 und C (f(C)=0,60) des SNP TUM-3994 zeigen einen positiven Effekt auf
den Fettgehalt.

Tabelle 4.7: P-Werte der bei HF genotypisierten Polymorphismen TUM-3974 und TUM-3994 im Vergleich
zu dem signifikantesten Marker aus der GWAS. « ist der Allelsubstitutionseffekt.

Merkmal TUM-3974 « TUM-3994 « ARS-BFGL-NGS-57448
FPro-ZW 5,18x107° 0,041 2,26x10~* 0,037 9,83x107°
FPro10-20 9,54x10718 0,062 2,43x10712 0,050 1,19x 10719
FPR10-20 2,42x10716 0,032 4,67x10712 0,027 2,98x10718

4.2 Gesundheitsmerkmale und Nutzungsdauer

4.2.1 Genomweite Assoziationsstudien

4.2.1.1 Assoziation auf BTA6 mit den Merkmalen Nutzungsdauer und Body-
Condition-Score bei Holstein-Friesian

Ausgehend von den Daten der genomweiten Genotypisierung von 2327 HF-Bullen an
44.280 SNP konnte mittels Varianz-Komponenten-basiertem Ansatz in einer GWAS fiir
die Merkmale Nutzungsdauer und Body-Condition-Score ein QTL auf BTAG6 identifiziert
werden (Abbildung 4.28 a und 4.28 b).
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Abbildung 4.28: Manhattan-Plot der Ergebnisse aus der GWAS bei Holstein-Friesian fir das Merkmal a)
Nutzungsdauer und c¢) Body-Condition-Score. Die physikalische Position der Marker ist
nach dem UMD3.1-Assembly auf der z-Achse, der negative dekadische Logarithmus der
P-Werte auf der y-Achse aufgetragen. Rote Dreiecke entsprechen genomuweit signifikanten
SNP mit P<1,13210~% (Bonferroni-korrigierte Signifikanzgrenze). LD-Plot des QTL
auf BTAG6 (88,4 - 89,4 Mb) mit den positionellen Kandidatengenen fir die Merkmale
b) RZN und d) BCS. Die rote Raute symbolisiert den am signifikantesten assoziierten
Marker. Unterschiedliche Farben der Punkte indizieren das Kopplungsungleichgewicht als r2
zwischen dem Topmarker und den anderen SNP in der abgebildeten Region. Das paarweise
Kopplungsungleichgewicht der Marker ist iber die verschiedenen Grauténe dargestellt.

Als Signifikanzgrenze wurde ein P-Wert von P=1,13x 1075 (Bonferroni-korrigierte Signifi-
kanzgrenze) angenommen. Der signifikanteste Marker auf BTA6 war BTB-01654826 mit
einem P-Wert von P=1,1x107 (RZN) bzw. P=1,54x10"" (BCS). Der bei 88.891.318 bp
lokalisierte SNP ist 152kb in 5’-Richtung vom Translationsstart des GC-Gens entfernt.
Das durch das GC-Gen kodierte Vitamin-D-bindende Protein ist ein Schliisselenzym des
Vitamin-D3-Metabolismus (SPEECKAERT ET AL. 2006). Durch die hohe Relevanz der
Vitamin-D-Versorgung fiir gesundheitliche Aspekte (HoLick 2011) und die engen Zusam-
menhénge zwischen der Inzidenz von Erkrankungen und der Nutzungsdauer (WANGLER
ET AL. 2009), wurde das GC-Gen als funktionelles Kandidatengen fiir die Nutzungsdauer
angesehen.
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4.2.1.2 Assoziation auf BTA6 mit Gesundheits- und Leistungsmerkmalen bei Fleck-
vieh

Nach der Imputation standen fiir die genomweiten Assoziationsstudien bei der Rasse
Fleckvieh die Genotypinformationen von 658.385 SNP und 3643 Tieren zur Verfiigung.
Fiir die Merkmale Persistenz, Fitness, Bemuskelung und Milchmenge konnten signifikante
Assoziationen auf BTAG6 (88,7 - 88,9 Mb) identifiziert werden. Die Bonferroni-korrigierte
Signifikanzgrenze lag bei P=7,59x 1078, Grundsitzlich gibt es drei Bereiche mit signifikant
assoziierten Markern. Der mit den Merkmalen Persistenz und Fitness am signifikantesten
assoziierte SNP ist der Marker BovineHD0600024355 (P=6,42x 10~ bzw. P=2,95x10""2).
Dieser Marker (Position 88.919.352bp) ist 180kb vom Translationsstart des GC-Gens
entfernt und liegt in 5’-Richtung des Gens. Fir das Merkmal Milchmenge weist der
SNP BovineHD0600024354 den niedrigsten P-Wert mit P=4.08x1071 auf. Der SNP
liegt ebenfalls in 5’-Richtung, mit einer physikalischen Entfernung von 152kb zu GC.
Der SNP BovineHD0600024297 ist am signifikantesten mit dem Merkmal Bemuskelung
(P=4.58x1071% Position 88.744.593 bp) assoziiert. Die Position des Markers ist 5,5 kb vom
Translationsstart des GC-Gens entfernt und beschreibt die dritte Region auf BTA6 mit

signifikanten Assoziationen.

Tabelle 4.8: Auflistung der signifikantesten Marker auf BTAG fiir die Merkmale Nutzungsdauer, Persistenz,
Fitness, Bemuskelung und Milchmenge bei den Rassen HF und FV

Merkmal Rasse SNP Position (bp)  P-Wert
Nutzungsdauer HF BTB-01654826 88.891.318 1,10x107°
BCS HF BTB-01654826 88.891.318 1,54x10~7
Persistenz FV BovineHD0600024355 88.919.352 6.42x 10~
Fitness FV BovineHD0600024355 88.919.352 2.95x 10712
Bemuskelung FV BovineHD0600024297 88.744.593 4.58x 10719
Milchmenge FV BovineHD0600024354 88.913.092 4.08x10710
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Abbildung 4.29: Manhattan-Plots und LD-Plots fiir die Merkmale Persistenz (a und b), Fitness (¢ und d),
Milchmenge (e und f) und Bemuskelung (g und h) bei FV.
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4.2.2 Korrelation der untersuchten Merkmale

Fir die Merkmale, die eine Assoziation auf BTA6 gezeigt haben, wurde der Pearson’sche
Korrelationskoeffizient berechnet. Die Zuchtwerte Nutzungsdauer und BCS weisen bei der
Rasse HF eine Korrelation von r=0,25 auf. Bei F'V wurden die Zuchtwerte fiir Persistenz,
Fitness, Milchmenge und Bemuskelung betrachtet (Tabelle 4.9). Die stiarkste Korrelation
zeigen der Persistenz-Zuchtwert und der Selektionsindex (SI) Fitness mit r=0,35. Der Zucht-
wert fiir die Bemuskelung ist mit r=-0,28 negativ mit dem Zuchtwert fiir die Milchmenge

korreliert.

Tabelle 4.9: Korrelationen der Merkmale bei F'V. Dargestellt ist der Pearson’sche Korrelationskoeffizient r.

Persistenz Fitness Milchmenge Bemuskelung
Persistenz 1,00 0,35 0,10 0,09
Fitness 0,35 1,00 0,09 0,13
Milchmenge 0,10 0,09 1,00 -0,28
Bemuskelung 0,09 0,13 -0,28 1,00

4.2.3 Funktionale und genomische Charakterisierung des GC-Gens
Funktionelle Charakterisierung von GC

Das fiir das Protein Gruppenspezifische-Komponente kodierende Gen ist auf Chromosom
6 des Rindergenoms lokalisiert. Das Glykoprotein ist auch als Vitamin-D-bindendes
Protein bekannt und nimmt eine Schliisselrolle im Vitamin-Ds;-Metabolismus ein
(SPEECKAERT ET AL. 2006). Die im Blut zirkulierenden Vitamin-D3-Metaboliten werden
an das VDBP gebunden und zu den Zielorganen transportiert. Des Weiteren ist das
Vitamin-Ds-bindende Protein in die Bindung von Aktin aus lysierten Zellen sowie in
Prozesse der Chemotaxis, Makrophagenregulation und Osteoklastenstimulation involviert
(GOMME & BERTOLINI 2004). Zudem ist VDBP, wie das zur selben Proteinfamilie
gehorende Albumin, an der Bindung ungesattigter Fettsauren beteiligt (WILLIAMS ET AL.
1988). Die Expression des VDBP erfolgt hauptséchlich in Lebergewebe (McCLEOD &
COOKE 1989; COOKE ET AL. 1991) und wird durch die Hepatozyten-Nuklearfaktoren
HNF1lo, HNF15, HNF3 und HNF4 (SONG ET AL. 1998; KIDD ET AL. 2005) und C/EBP
Transkriptionsfaktoren (KIDD ET AL. 2005) reguliert. Polymorphismen im humanen
G C-Gen konnten bereits mit einer verdnderten Konzentration von Calcidiol (25(OH)D3)
im Blutplasma in Verbindung gebracht werden (AHN ET AL. 2010; Bu ET AL. 2010;
GozDzZIK ET AL. 2011). Eine direkte Korrelation zwischen der Konzentration von VDBP
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und dem 25(OH)D3 im Blutplasma konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (WINTERS
ET AL. 2009). Da das Vitamin-D-bindende Protein in 20-fach héherer Konzentration als
die Liganden aus dem Vitamin-D-Metabolismus vorliegt (SPEECKAERT ET AL. 2006),
kommt eine Regulation auf Transkriptebene weniger stark zum Tragen. VDBP bindet
mit einer hohen Affinitiat 88 % des 25(OH)D3 und 85 % des 1,25(OH);D3 und nimmt eine
Pufferfunktion im Vitamin-D-Stoffwechsel ein (WHITE & COOKE 2000). Das VDBP ist
als entscheidender Faktor fiir den Vitamin-D-Haushalt des Korpers anzusehen und ist
auch aufgrund der nachgewiesenen Funktionen, wie beispielsweise der Aktinbindung und
Makrophagenregulation (GOMME & BERTOLINI 2004), in engem Zusammenhang mit

gesundheitlichen Effekten auf den Organismus zu nennen.

Struktureller Aufbau von GC

Mittels lokaler BLAST-Suche der humanen cDNA-Sequenz (NM_ 000583.3) gegen
das UMD3.1-Assembly des Rindes konnte das GC-Gen auf BTAG6 bei 88,7 Mb lokalisiert
werden. Das Gen liegt auf dem Minus-Strang. Die Annotation mittels GENOMETHRFEA-
DER ergab einen Aufbau aus 13 Exons, was der Genstruktur des humanen G'C' entspricht
(BRAUN ET AL. 1993). Exon 13 wird nicht translatiert. Alle Intron-Exon-Grenzen folgen der
AG-GT Regel als Splice-Recognition-Sites (BREATHNACH ET AL. 1978) (Tabelle 9.6). Das
bovine GC kodiert fiir 474 Aminoséuren und weist einen Ubereinstimmungswert von 82,0 %
mit der caninen, 80,0 % mit der humanen und 72,0 % mit der murinen Proteinsequenz
auf. Mittels Neural Network Promoter Prediction konnte der Transkriptionsstart an
Position 88.739.366 bp mit einem Score von 0,95 vorhergesagt werden. Die Analyse auf ein
TATA-Signal mit HCtata ergab bei 88.739.396 bp eine mogliche Position. Zudem konnte
eine CAAT-Box 103 bp vor dem Transkriptionsstart vorhergesagt werden. CpG-Inseln in
der 5’-flankierenden Region konnten tiber die Software CpGPlot nicht festgestellt werden.
Fir den Bereich 1217bp vor dem Translationsstart ist im Assembly eine unbekannte
Sequenzabfolge verzeichnet. Ein weiterer Bereich mit unbekannter Sequenzinformation
liegt an Position 88.709.974 bis 88.710.075 bp, 94 bp vor Exon 10. Poly-A Signale wurden
an den Positionen 88.695.964, 88.695.335 und 88.694.726 bp auf BTAG6 identifiziert, was
einer Entfernung zum Stopcodon von 5045, 5674 bzw. 6283 bp entspricht.

Polymorphismenanalyse

In der nach der Sanger-Methode durchgefiihrten Resequenzierung des GC-Gens
in 12 HF-Tieren wurden insgesamt 9870 Basen erfasst. Zusatzlich standen die
Polymorphismen-Daten aus der NGS von 43 FV-Tieren zur Verfigung. In den kodierenden

und flankierenden, regulatorischen Regionen konnten 62 Polymorphismen identifiziert
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werden (Tabelle 9.18). Es wurden 7 SNP in der 5’-flankierenden Region, 30 in den Introns
und 18 im 3’-flankierenden Bereich detektiert. In den kodierenden Abschnitten wurden
die synonymen Austausche N65, D151, P152, D332 und C451 und die nicht-synonymen
Polymorphismen S54G und R354Q gefunden. Diese SNP liegen ausserhalb der postulierten
Vitamin-D-bindenden Doméne bei Aminosaure 35 bis 49 und der Aktin-bindenden
Doméne bei Aminosaure 350 bis 403 (HADDAD ET AL. 1992). Der Vergleich zwischen
den untersuchten Rassen ergab Ubereinstimmungen im Auftreten der Varianten (Tabelle

9.18).

Die detektierten SNP wurden zunéchst fiir beide Rassen getrennt auf Kopplungsungleich-
gewicht mit dem Topmarker BTB-01654826 fiir HF und BovineHD0600024355, Bovi-
neHD0600024354 und BovineHD0600024297 fiir FV analysiert (Abbildungen 4.30 und
4.31). Bei der Rasse HF zeigen Polymorphismen in Intron 2 (TUM-4141, TUM-4142,
TUM-4143 und TUM-4144), der synonyme Austausch TUM-4146 (N65) und ein Polymor-
phismus in Intron 3 (TUM-4147) das stéirkste LD (r?=0,71). Fiir den SNP TUM-4005 im
Promotorbereich wurde ein Wert von 7%2=0,54 ermittelt. Die Polymorphismen TUM-4005,
TUM-4006, TUM-4008 in der Promotorregion, sowie TUM-4011 in Intron 1 weisen bei
der Rasse FV das stiarkste Kopplungsungleichgewicht mit den Topmarkern auf (Tabelle
4.10).
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Abbildung 4.31: Kopplungsungleichgewicht der Polymorphismen aus der NGS des GC-Gens in FV. Das LD wurde als r? berechnet.



4.2 Gesundheitsmerkmale und Nutzungsdauer

Tabelle 4.10: LD als r* zwischen den mittels NGS identifizierten SNP und den signifikantesten Markern
aus der GWAS bei F'V

Marker TUM-4005 TUM-4006 TUM-4008 TUM-4011
BovineHD0600024355 0,77 0,81 0,81 0,90
BovineHD0600024354 0,72 0,77 0,77 0,86
BovineHD0600024297 0,90 0,77 0,77 0,36

Zur Identifizierung kausaler Varianten und fir den Ausschluss falsch positiver Assozia-
tionen wurden die Ergebnisse beider Rassen betrachtet. Daher wurden Varianten die in
beiden Rassen ein hohes LD mit dem Topmarker aufweisen und mégliche funktionelle
Zusammenhénge aufzeigen fiir weitere Analysen ausgewéahlt. Der SNP TUM-4005 zeigt
bei beiden untersuchten Rassen ein starkes LD mit den jeweiligen Topmarkern aus den
GWAS. Die Vorhersage moglicher TFBS mit ConTra ergab zunéchst eine Bindestelle von
Xvent-1. Der Transkriptionsfaktor Xvent-1 wurde in Zusammenhang mit der Embryo-
nalentwicklung bei Xenopus beschrieben (GAWANTKA ET AL. 1995). Ein funktionaler
Zusammenhang mit dem Vitamin-D-Metabolismus erscheint nicht plausibel. Eine Analyse
unter Bertiicksichtigung von Transkriptionsfaktoren, die bereits in Verbindung mit dem
VDBP genannt wurden oder im Lebergewebe Prozesse regulieren, zeigte eine mogliche
Bindestelle fiir das CCAAT /Enhancer-bindende Protein (C/EBP) (Abbildung 4.32). Das
héaufigere T-Allel von TUM-4005 (Fleckvieh f(T)=0,52 bzw. Holstein-Friesian f(T)=0.62)
weist geringere Ahnlichkeiten zu bekannten Sequenzen der Bindestelle von C/EBP als das
G-Allel auf. C/EBPs sind an der Proliferation und Differenzierung von Zellen sowie an
verschiedenen metabolischen Prozessen in Leberzellen und Adipozyten beteiligt (RAMJI
& Foka 2002). Fir das GC-Gen wurden bereits mogliche Bindestellen von C/EBP im
Promotor vorhergesagt (KIDD ET AL. 2005). An der Transkription des fiir das Protein
Albumin kodierenden Gens ALB ist C/EBP beteiligt (DESCOMBES ET AL. 1990). Da
ein Vergleich zwischen dem strukturverwandten Albumin und dem Vitamin-D-bindenden
Protein Ahnlichkeiten in der 5-regulierenden Region aufzeigte (COOKE ET AL. 1991),
konnte C/EBP bei der Regulation des GC-Gens ebenfalls eine Rolle spielen.

Der SNP TUM-4005 wurde mittels TagMan-Assay in den Populationen genotypisiert. Die
Genotypen der HF- und FV-Tiere aus der GWAS wurden auf Assoziation mit den Merkma-
len Nutzungsdauer und Body-Condition-Score, bzw. Persistenz, Fitness, Milchmenge und
Bemuskelung getestet. Der SNP TUM-4005 (P=7,39x 10~7) ist weniger signifikant mit dem
Merkmal Nutzungsdauer bei HF assoziiert, als der SNP BTB-01654826 (P=1,09x1077).
Das haufigere T-Allel ist negativ mit dem RZN assoziiert (a=-1,86). Auch bei dem Merkmal
BCS weist der SNP TUM-4005 (P=4.50x10"") weniger signifikante Assoziationen auf als
der Topmarker BTB-01654826 (P=1,54x10~7). Das T-Allel ist positiv mit dem BCS asso-
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bos_taurus_ref/1-1739 —GAGGTTTAGTTCTATGAAGATAGTGGATTCTGCA—1083
bos_taurus_mut/1-1739 -GAGGTTTAGTTCTGTTATCTTICAAAATGAAGATAGTGGATTCTG C ApKKY - Nl V-YelelolfeFN1083
homo_sapiens_NM000583/1-2000 [(W:NeRNeNdT CAG T T C A (SRNE R NENEFWENA TGAAGATGT TG GLERENI LN NNEIA CAGGGCCT1313
pan_troglodytes/1-2002 (P NeREAUT CAGTTC AUNRENRIRIVONATGAAGATGTTGGLUNENFUHUNNRMIACAGGGCCT1314
macaca_mulatta/1-1996 (DNRAHAT CAATT C A[SRERNENNONNeeFWWNATGAAGATGT TG GLUNENEDWNRIREIACAGGGCCT1308
rattus_norvegicus/1-1683 = - - - - - - - - - - oo - oo AAGANHPINHWNEFWEAIATATCGTGCCCCACAAGGTCA924

mus_musculus/1-1754 TGAGGCTCTCTTTTCT - - - - — - — AAGAIPNY YR WANNONIA TATCAAGTCCTAAAAGGTCC1019

canis_lupus_familiaris/1-144TGGGACTTGGT T C C [lelillelilchly:W.WNG T[] - - - — hlelelelifliiclilele] G C :Nulelel Wl W:W.\eXeiC G 730

Consensus

CGGGGCTCAGTTC+CTCTTCTGTAAAATGAAGATG+ TGGATTTC+TGTCCTACAAGGCCH+

Abbildung 4.52: Vorhersage fir eine mogliche Transkriptionsfaktorbindestelle fiir C/EBP (grin) an SNP
TUM-4005 mittels ConTra unter Verwendung der TRANSFAC-Datenbank. Der Austausch
TUM-4005 (G>T) ist rot-markiert. Die Hohe der schwarzen Balken der Consensus-Sequenz
gibt den Grad der Konservierung an.

ziiert (a=0,34). Bei der Rasse FV ist der SNP TUM-4005 mit den Merkmalen Bemuskelung
und Milchmenge ebenfalls geringer signifikant assoziiert als die entsprechenden Topmarker
(Tabelle 4.11). Bei den Merkmalen Persistenz und Fitness weist der SNP TUM-4005 jedoch
die niedrigsten P-Werte von allen Marken der Assoziationsstudie auf und zeigt somit die
starkste Assoziation. Das T-Allel hat einen negativen Effekt auf die Merkmale Persistenz,

Fitness und Bemuskelung und einen positiven Effekt auf die Milchmenge (Tabelle 4.11).

Tabelle 4.11: Vergleich der P-Werte des SNP TUM-4005 und der Topmarker aus der GWAS. « ist der
Allelsubstitutionseffekt.

Merkmal Rasse P-Wert o SNP P-Wert
(TUM-4005)

Nutzungsdauer HF 7,39x 107 -1,86 BTB-01654826 1,09x10~°
BCS HF 4.50x10~7 +0,34 BTB-01654826 1,54x10°7
Persistenz FV 4,00x10714 -2,31 BovineHD0600024355 6,42x 101
Fitness FV 1,12x10712 -2,29 BovineHD0600024355 2,95x 10712
Bemuskelung FV 1,26x1078 -1,69 BovineHD0600024297 4,58x10719
Milchmenge FV 2,94x10~? +78,4 BovineHD0600024354 4,08x10710
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5.1 Aligemeiner Versuchsansatz

Durch die Implementierung genomweiter Assoziationsstudien konnten in den letzten Jahren
wesentliche Fortschritte in der Aufklarung der genetischen Architektur komplexer Merkmale
erzielt werden (z.B. HAYES ET AL. (2010)). Die gewonnenen Erkenntnisse tragen zu
einem besseren Verstandnis 6konomisch wichtiger Leistungsmerkmale und Krankheiten
bei (GODDARD 2008) und finden in der genomischen Selektion Anwendung (MEUWISSEN
ET AL. 2001; Fries & PAuscH 2011).

In dieser Arbeit sollten die genetischen Grundlagen komplex vererbter Merkmale in GWAS
aufgeklart werden. Ziel war es, Kandidatengene in Hinblick auf die Stoffwechselsituation in
der frithen Laktation tiber die Parameter FPro und FPR der Milch zu identifizieren sowie
die Zusammenhénge zwischen Gesundheits- und Leistungsmerkmalen und Varianten des
fir das VDBP kodierenden G'C-Gens zu untersuchen.

Die Verfiigharkeit hoch-erblicher Phanotypen erméglicht die Identifizierung von QTL mit
kleinen Merkmalseffekten, trotz, im Vergleich zu humanen Studien, geringen Individuenzah-
len (GODDARD & HAYES 2009). Daher wurden Zuchtwerte von HF- und FV-Bullen aus der
kiinstlichen Besamung verwendet. Die mittels BLUP geschétzten Zuchtwerte wurden in der
Zuchtwertschatzung fiir jeden Bullen tiber eine groffe Anzahl an Nachkommen ermittelt und
stellten hoch-erbliche Merkmale dar. Die GWAS wurden an einem mittelgrolen Datensatz
von 2327 HF- und 3643 FV-Bullen durchgefiihrt. Da eine hohe Markerdichte als erforderlich
fiir die erfolgreiche Identifizierung von QTL mit geringen bis moderaten Merkmalseffekten
gilt (RiscH 2000), wurden neben den 54.001 bzw. 54.602 SNP umfassenden, mitteldichten
Arrays auch hochdichte SNP-Chips mit 777.962 SNP verwendet. Uber das Erfassen der
Haplotypen-Diversitat einer Population ist es moglich die Genotypen von mitteldicht geno-
typisierten Tieren in-silico zu hochdichten Genotyp-Datensétzen zu imputieren (L1 ET AL.
2009). In dieser Arbeit wurde daher bei fehlenden Genotypinformationen auf imputierte

Daten zuriickgegriffen.

Nutztierpopulationen zeichnen sich haufig durch eine geringe effektive Populationsgrofie mit
engen Verwandtschaftsstrukturen und grofien Halbgeschwisterfamilien aus (NOTTER 1999).

Dadurch kann es zu systematischen Unterschieden in den Allelfrequenzen zwischen den
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Subpopulationen kommen, die aufgrund von Verwandtschaftseffekten auftreten und falsch
positive Assoziationen darstellen (MARCHINI ET AL. 2004). Aus diesen Griinden wurde
mittels Varianz-Komponenten-basiertem Ansatz sorgfiltig auf Populationsstratifikation
korrigiert. Die Verwandtschaftseffekte wurden tiber die genomische Verwandtschaftsmatrix
nach VANRADEN ET AL. (2011) beriicksichtigt und in einem gemischten Modell implemen-
tiert. Fir die Evaluierung der assoziierten QTL wurde eine zweite Rasse betrachtet, um
weitere falsch positive Ergebnisse auszuschlieBen (PEARSON & MANOLIO 2008). Hierbei
lies sich feststellen, dass einige QTL fiir das Merkmal FPro bei beiden untersuchten Rassen

auftreten.

Die systematische Suche nach Polymorphismen sowie die Detektion moglicher kausaler
Varianten in den Kandidatengenen wurde mittels Sanger-Sequenzierung und NGS durchge-
fithrt. Aufgrund der geringen effektiven Populationsgrofie der untersuchten Rinderrassen
(PIRCHNER 2002; KOENIG & SIMIANER 2006; PAUSCH ET AL. 2013) bestehen ausgedehnte
LD-Strukturen, so dass die verwendeten Markerdichten als ausreichend angesehen wurden.
Die Identifizierung moglicher kausaler Varianten erfolgte nach dem grundlegenden Prinzip
der GWAS und der markergestiitzten Selektion tiber ein bestehendes Kopplungsungleichge-
wicht mit den signifikanten Markern (GODDARD & HAYES 2009).

Mittels Varianz-Komponenten-basiertem Ansatz wurden unter Verwendung hoch-erblicher
Phénotypen fiir die Merkmale FPro-ZW, FPro der Laktationstage 10 bis 300, FPro10-20,
FPR10-20 sowie fiir die Gesundheits- und Leistungsmerkmale Nutzungsdauer, Body-
Condition-Score, Fitness, Persistenz, Milchmenge und Bemuskelung signifikant assoziierte
QTL identifiziert.

5.2 Stoffwechselvorgange in der friihen Laktation

Die Phase der frithen Laktation ist gepragt durch das Auftreten der NEB und die damit
einhergehende Mobilisierung von Korperfett (BELL 1995). Das Fettsduremuster der Milch
spiegelt dabei die physiologischen Vorgange im Korper wider (STOOP ET AL. 2009; GROSS
ET AL. 2011). Im spéteren Verlauf der Laktation wird die Fettzusammensetzung dann
mafigeblich durch die de-novo-Fettsynthese im Eutergewebe sowie durch Fettsduren aus
der Futteraufnahme beeinflusst (RUDOLPH ET AL. 2007). Diese Unterschiede im Fettme-
tabolismus sind in den verschiedenen assoziierten QTL erkennbar, die fiir die einzelnen

Laktationsphasen identifiziert werden konnten.

Bei beiden untersuchten Rassen zeigten GPAT/ und DGATI1 aus der Triglycerid-
Biosynthese starke Assoziationen mit dem FPro der frithen Laktation. Bionaz & LOOR
(2008b) stellten fest, dass die Expression von GPAT/ und DGAT1 zwischen Laktationstag
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30 und 60 maximal ist. Die Ergebnisse dieser GWAS bestétigen dieses Expressionsmuster
auf genetischer Ebene. Fiir GPAT) konnten Polymorphismen in regulatorischen Regionen
als moglicherweise kausal identifiziert werden. Inwiefern bei DGAT1 neben der als kausal
postulierten K232A-Variante (GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002) ein weiterer
Polymorphismus in die Auspriagung des Merkmals FPro involviert ist, bleibt abzukléren.
Anhand des Expressionsverlaufs von DGATI (BioNAZ & LOOR 2008b) ist eine regula-
torische Variante in Betracht zu ziehen, die in der frithen Laktation zum Tragen kommt,
wohingegen im spéteren Laktationsverlauf die K232A-Substitution entscheidenden Einfluss
auf die Varianz des Fettgehalts hat. Dies entspricht den Ergebnissen von KUHN ET AL.
(2004), wonach dem QTL auf BTA14 mehrere Loci im DGAT1-Gen, unter anderem ein
VNTR in einer moglichen TFBS, zugrunde liegen. Auch STRUCKEN ET AL. (2011b) stellten
fest, dass der K232A-Locus erst nach Laktationstag 40 den charakteristischen Genotypeffekt
auf Milchleistungsmerkmale zeigt. Im regulatorischen Bereich des DGAT1-Gens konnten
jedoch keine Polymorphismen identifiziert werden, die mit dem Topmarker der GWAS ein

hohes LD aufweisen und einen Hinweis auf eine mogliche Kausalitit geben.

Neben dem DGAT1I-Locus konnte nach Korrektur auf die K232A-Substitution ein weiterer
QTL auf BTA14 detektiert werden. Dies bestétigt die Hypothese von STRUCKEN ET AL.
(2011a), dass mehrere Loci auf BTA14 einen Effekt auf Fettmerkmale haben. Das GPIHBP1-
Gen hatte bei der Rasse HF in der frithen Laktation einen hoheren Anteil an der Zuchtwert-
Varianz als fiir den FPro-ZW und wird daher als wichtiges Kandidatengen der frithen
Laktation angesehen. GPIHBP1 fungiert als Plattform fiir die LPL und ist unter anderem
am Transport von aus der Korperfettmobilisierung stammenden, freien Fettsauren in die
Euterzellen beteiligt (HERNELL & OLIVECRONA 1974). Der QTL auf BTA19 mit FASN
als funktionelles und positionelles Kandidatengen wurde fiir Tag 15 bis 25 identifiziert.
Dies beschreibt die Bedeutung der de-novo-Synthese in der frithen Laktation (BIONAZ &
LOOR 2008b). Diese nimmt zwar relativ gesehen eine schwéichere Rolle in dieser Phase der
Laktation ein, ist jedoch mit Einsetzen der Milchsynthese auf dem Maximum (RUDOLPH
ET AL. 2007). Die Expression von FASN nimmt nach Tag 60 post partum ab (BIONAZ
& LOOR 2008b). Méglicherweise handelt es sich bei dem kausalen QTN im FASN-Gen
ebenfalls um eine regulatorische Variante, die vor allem in der frithen Laktation den
Fettgehalt entscheidend beeinflusst.

Auf BTA11 wurde bei der Rasse FV ein QTL identifiziert, der auf PAEP als Kandidatengen
hinweist. Die signifikanteste Assoziation trat dabei zu Beginn der Laktation (Tag 15)
auf. Anders als fiir den QTL auf BTA27 konnten in dieser Region auch fiir den weiteren
Laktationsverlauf signifikante Assoziationen festgestellt werden. Das fiir das S-Lactoglobulin
kodierende Gen wurde bereits fiir Protein- und andere Milchmerkmale beschrieben (BERRY
ET AL. 2010; YANG ET AL. 2012).
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Fir die spétere Laktationsphase und fiir den FPro-ZW zeigten Loci auf den Chromosomen
BTA5, BTA6 und BTA20 signifikante Assoziationen. Die positionellen Kandidatengene
sind nicht direkt in den Fettmetabolismus involviert, weisen jedoch funktionelle Zusam-
menhédnge auf. £PSS wurden Auswirkungen auf den Korperfettanteil, die Sensitivitat
gegeniiber Insulin und den Glucosespiegel im Blut bei Knockout-Méusen nachgewiesen
(TOoCCHETTI ET AL. 2010). MGST1 ist primér in die Abwehr von oxidativem Stress
involviert (MAEDA ET AL. 2005) und spielt méglicherweise eine Rolle bei der durch LPS
verursachten Milchfettdepression (GOzHO ET AL. 2007). Das auf BTAG6 liegende CSN2-Gen
kodiert fir das 5-Casein und wurde als QTL fiir Proteinmerkmale beschrieben (VELMALA
ET AL. 1995). Obwohl das Gen nicht in den Fettstoffwechsel involviert ist, zeigte dieser QTL
in Studien Auswirkungen auf die Fettmenge und den Fettgehalt der Milch (BOVENHUIS
ET AL. 1992; VELMALA ET AL. 1995; MA1 ET AL. 2010; IKONEN ET AL. 2001). FREYER
ET AL. (2003) diskutieren daher, ob es sich um pleiotrope Mechanismen oder aufgrund der
starken Korrelation der einzelnen Milchleistungsmerkmale und eines bestehenden Kopp-
lungsungleichgewichts um unterschiedliche QTL handelt. Der Wachstumshormon-Rezeptor
GHR auf BTA20 iibermittelt die biologische Aktivitdt des Wachstumshormons auf die
Zielzellen. Das Wachstumshormon regelt die Verteilung von Néahrstoffen im Korper, so dass
wiahrend der Laktation Energie fiir die Milchsynthese bereitgestellt wird (Lucy ET AL.
2001).

Die variierenden assoziierten QTL der verschiedenen Phasen entsprechen den physiologi-
schen Ablaufen der Laktation. Dennoch fallt es schwer genaue Aussagen iiber die beteiligten
Stoffwechselprozesse zu treffen, da es sich bei dem Merkmal FPro um ein quantitatives
Merkmal handelt (HAYES ET AL. 2010) und eine Vielzahl an Genen in einem komplexen
Netzwerk an der Auspriagung des Phéanotyps beteiligt ist (Bionaz & LOOR 2008b). Die
durchgefiithrte Assoziationstudie bestatigt dies und zeigt, dass die Laktationsphase ein
nicht unwesentlicher Faktor bei der Identifizierung von mit dem Fettgehalt assoziierten

Genen ist.

5.3 Verwendung des Merkmals Fettgehalt als Parameter fiir den

Stoffwechselzustand

BUTTCHEREIT ET AL. (2011) schlagen das FPR als geeigneten Parameter fir das Ausmafl
der NEB und den Umgang mit der Stoffwechselbelastung der frithen Laktation vor. Die
Heritabilitat des FPR weist hohe Werte auf (h?*=0,69) (MEINERT ET AL. 1989) und
zeigte bei HF-Kiihen bis Laktationstag 35 Wiederholbarkeiten tiber 0,60 (BUTTCHEREIT
ET AL. 2010). Dies deutet darauf hin, dass dem Umgang mit der Stoffwechselbelastung
in der Phase der NEB eine genetische Komponente zugrunde liegt. In GWAS konnten
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fir das FPR10-20, wie auch fiir den FPro10-20, assoziierte QTL auf BTA14 und BTA27
identifiziert werden. Die positionellen Kandidatengene DGAT1, GPIHBP1 und GPAT/
sind Schliisselenzyme des Fettmetabolismus und bestétigen die Hypothese eines genetischen
Effekts. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der GWAS fiir das FPR10-20 und den FPro10-
20 zeigt, dass beiden Merkmalen dieselben Loci zugrunde liegen. Die Korrelation zwischen
dem aus den Zuchtwerten berechneten FPR und dem FPro ist sehr hoch (r=0,987), wéhrend
der Proteingehalt (PPro) nur vergleichsweise schwache Korrelationen zeigt (r=-0,029). Vos
& GROEN (1998) stellten ebenfalls eine deutlich starkere Korrelation des FPR mit dem
Fettgehalt als mit dem Proteingehalt fest. Das FPR wird demzufolge hauptséachlich iiber
den Fettgehalt beeinflusst, vor allem wenn es wie in dieser Studie als Zuchtwert ermittelt
wird. In der frithen Laktation spiegelt der Fettgehalt der Milch, wie auch das FPR, die
Menge an mobilisiertem Korperfett wider. Ein hoher Fettgehalt deutet dabei auf eine
iiberméaflige Mobilisierung von Korperfett und einen nicht adaquaten Umgang mit der
Stoffwechselbelastung der frithen Laktation hin (DE VRIES & VEERKAMP 2000).

Grundsatzlich sollte bei der Verwendung von Phéanotypen, die auf einzelnen Phénotyp-
Erhebungen basieren, grofles Augenmerk auf die Qualitidt der Daten gelegt werden, um
assoziierte QTL erfolgreich zu identifizieren (BARENDSE 2011). Die in dieser Studie verwen-
deten Phénotypen sind Zuchtwerte, die iber eine grofle Anzahl an Nachkommen ermittelt
wurden. Diese stellen jedoch indirekte Parameter fiir den Stoffwechselstatus in der frii-
hen Laktation dar. Es handelt sich um hoch-erbliche Merkmale, die weniger stark durch
Umwelteffekte beeinflusst sind (GODDARD & HAYES 2009). Die analysierten Marker der
GWAS erklarten bei HF 81 % der Zuchtwert-Varianz des FPro10-20 und bei FV 89 % der
Zuchtwert-Varianz des FPro20. Aufgrund der hohen Korrelation zwischen dem FPR10-20
und dem FPro10-20 und der hohen Heritabilitdt des Merkmals FPro-ZW (WADE & VLECK
1989; PANDER ET AL. 1992; STOOP ET AL. 2008) wurde der Fettgehalt fiir die Charak-
terisierung des Stoffwechselzustandes gewahlt. Es ist jedoch zu beachten, dass nicht der
klassische FPro-ZW verwendet wurde, sondern der aus den einzelnen Testtagen der frithen
Laktation berechnete FPro. Auch BUTTCHEREIT ET AL. (2010) stellten fest, dass die
Wiederholbarkeit der Ergebnisse und die Korrelation zwischen der Energiebilanz und dem
FPR im Laufe der Laktation abnimmt. In dieser Studie zeigten die GWAS unterschiedliche
QTL fir den FPro-ZW und fiir die Phase der frithen Laktation, die diese Unterschiede der
Laktationsphasen aufgreifen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der FPro-ZW als
Integral iber die gesamte Laktation zu sehen ist, da er mafigeblich iiber QTL bestimmt
wird die in der spéteren Laktation (nach Tag 50) die Varianz entscheidend beeinflussen. In
der Phase der NEB hingegen sind andere QTL entscheidend.
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5.4 Vergleich der signifikant assoziierten QTL mit den Ergebnissen

anderer Assoziationsstudien fiir das Merkmal Fettgehalt

Die in dieser Arbeit fiir das Merkmal FPro identifizierten QTL entsprechen zu einem grofien
Teil bereits postulierten QTL. DGATI1 konnte als wichtigstes Gen fiir den Milchfettgehalt
bestatigt werden (GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002; SCHENNINK ET AL. 2007).
Zusatzlich wurde die Bedeutung von DGAT1 in der frithen Laktation aufgezeigt. DGAT1
hat bei HF und FV sowohl in der frithen Laktation, als auch bei dem Fettgehalt-Zuchtwert
den grofiten Anteil an der Zuchtwert-Varianz. Dennoch erklart der Locus auf BTA14 vor
Laktationstag 40 deutlich weniger Varianz als im spéteren Verlauf. Dies entspricht den
Ergebnissen von STRUCKEN ET AL. (2011b), wonach die K232A-Variante bei HF erst ab
Laktationstag 40 den charakteristischen Effekt auf Leistungsmerkmale zeigt. Zudem konnte
auf BTA14 ein weiterer QTL entdeckt werden, der die von STRUCKEN ET AL. (2011a)

aufgestellte Hypothese von einem zuséatzlichen Locus auf diesem Chromosom bekraftigt.

Die bereits beschriebenen QTL auf BTA6 (BOVENHUIS ET AL. 1992; VELMALA ET AL.
1995; MAI ET AL. 2010; IKONEN ET AL. 2001) und BTA20 (BLoTT ET AL. 2003) sowie
der bei FV neu identifizierte Locus auf BTA5 zeigen starke Abhéngigkeiten von der
Laktationsphase. Der QTL auf BTA5 entspricht moglicherweise dem von HAYES ET AL.
(2010) bei australischen HF postulierten Locus. JIANG ET AL. (2010) konnten auf BTA11
einen QTL identifizieren, der Assoziationen mit dem FPro zeigte. Die signifikantesten
Marker lagen auf Basis des Btau4.0-Assemblies bei 106 Mb und damit in Nahe des in dieser
Studie als Kandidatengen angesehenen PAEP-Gens.

Die direkt in den Fettstoffwechsel involvierten Gene GPAT4 und FASN weisen in der
frithen Laktation signifikante Assoziationen mit dem FPro auf. Dabei konnte der QTL auf
BTA27 durch den Vergleich der untersuchten Rassen bestétigt werden. STRUCKEN ET AL.
(2012) stellten auf BTA27 einen QTL fiir den Fettgehalt (bis Laktationstag 60) bei HF fest,
der auf GPAT4 als Kandidatengen hindeutet. Auch BOUWMAN ET AL. (2011) beschrieben
einen QTL auf BTA27 in der Region des GPAT/-Gens, der signifikante Assoziationen mit
mittellangkettigen Fettsduren in der niederlandischen HF-Population zeigte. Die Funktion
von GPAT4, Fettsduren an die zweite Position des Glycerols zu verestern (BIONAZ &
LooR 2008b), in Verbindung mit der Haufigkeit von C14:0 und C16:0 Fettsduren an dieser
Position (JENSEN 2002) indiziert eine grofle Bedeutung fiir GPATY fiir die Vorgéange in
der frithen Laktation. Denn gerade diese Fettséduren sind in der frithen Laktation zu einem
grofen Anteil im Milchfett enthalten, da sie aus der Korperfettmobilisierung stammen
(GROSS ET AL. 2011).

Die Zusammenhénge zwischen QTL und dem Fettgehalt der frithen Laktation sowie tiber den
gesamten Laktationsverlauf wurden in GWAS bislang kaum betrachtet. STRUCKEN ET AL.
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(2012) fihrten GWAS mit Zuchtwerten fiir Milchleistungsmerkmale der frithen Laktation
(bis Tag 60) durch und konnten, unter anderem auch fiir den Fettgehalt, assoziierte QTL
identifizieren. Eine eingehendere Analyse zum Auffinden kausaler Varianten wurde jedoch
nicht durchgefithrt. Auf Transkript-Ebene konnten BIONAZ & LOOR (2008b) die genetischen
und physiologischen Abldufe in der kritischen Phase nach dem Abkalben erfassen. Die
im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse stellen ein Bindeglied zwischen den oben
genannten Studien dar, da durch die Kombination von GWAS mit NGS-Daten méogliche
kausale Varianten identifiziert werden konnten und diese wiederum in engem Zusammenhang
mit regulatorischen Effekten stehen. Dennoch besteht, auch aufgrund der Komplexitat der

Stoffwechselprozesse in der frithen Laktation, weiterhin Forschungsbedarf.

5.5 Genetische Architektur des Merkmals Fettgehalt

Der Milchfettgehalt wird als prototypisches Beispiel fiir quantitativ vererbte Merkmale
beim Rind beschrieben (HAYES ET AL. 2010). Die Ergebnisse dieser Studie bestétigen
die komplexe genetische Architektur. Bei den untersuchten Rassen HF und FV wurden
insgesamt neun QTL identifiziert, fiir die iiber funktionelle Charakteristika plausible
Kandidatengene bestéatigt werden konnten. Dabei zeigte sich, dass die Laktationsphase
einen entscheidenden Einfluss darauf hat, wieviel der additiv-genetischen Varianz auf die
einzelnen QTL entfallt. Die QTL, die eine signifikante Assoziation aufweisen, erklaren
aufsummiert nur einen Teil der additiv-genetischen Varianz. FEinige Chromosomen haben
dabei einen nennenswerten Anteil an der Varianz, ohne dass jedoch ein QTL mit genomweiter
Signifikanz identifiziert werden konnte. Dies wird als typisch fiir ein komplex vererbtes,
quantitatives Merkmal angesehen (HAYES ET AL. 2010; PIMENTEL ET AL. 2011b).

Grundsétzlich kann die Identifizierung von QTL mit geringen Merkmalseffekten durch die
Verwendung eines grofleren Tierdatensatzes und einer hoheren Markerdichte verbessert
werden (RIScH 2000; GODDARD & HAYES 2009). Die genetische Architektur eines Merkmal
beeinflusst jedoch mafigeblich die Wahrscheinlichkeit der Detektion kausaler QTL, so dass
auch bei einem groflen Probensatz die Aufklarung aller beteiligten QTL eingeschrankt
sein kann (CHAMBERLAIN ET AL. 2007). In dieser Studie konnte die ndhere Betrachtung
von Chromosomen mit nennenswertem Anteil an der additiv-genetischen Varianz einen
Hinweis auf QTL liefern, die aufgrund der statistischen Power nicht identifiziert wurden. So
wurde bei der Rasse HF auf Chromosom BTA11 ein groferer Anteil an erklarter Zuchtwert-
Varianz (2,98 %) jedoch keine signifikante Assoziation fiir den FPro-ZW festgestellt. Bei
FV hingegen wurde ein QTL als signifikant assoziiert detektiert, obwohl der Anteil an
erklarter Varianz mit 3,07 % &hnlich hoch wie bei HF ist. Ein vergleichbares Bild zeigt sich
fiir BTA19. Die Kandidatengene PAEP und FASN koénnten auch bei HF kausale QTL
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des Merkmals Fettgehalt darstellen und zur durch BTA11 und BTA19 erklarten Varianz
beitragen. Zudem wurden diese Gene bereits in Zusammenhang mit dem Milchfettgehalt
genannt (MORRIS ET AL. 2007; BERRY ET AL. 2010; YANG ET AL. 2012). Fir die Rasse
FV konnten insgesamt mehr assoziierte QTL fiir den FPro identifiziert werden, als fiir
HF. In den GWAS bei FV wurde eine hohere Tierzahl und Markerdichte verwendet. Der
QTL auf BTA27 mit dem Kandidatengen GPAT/ wurde bei HF hingegen auch mit dem
FPro-ZW als assoziiert identifiziert, wahrend bei FV keine signifikante Assoziation mit dem
FPro-ZW erfasst wurde. Dies bestéatigt, dass die verwendeten Markerdichten, die Anzahl
untersuchter Tiere, die LD-Struktur und Unterschiede bei der Erfassung der Phanotypen
einen entscheidenden Einfluss auf das Auffinden assoziierter Loci in GWAS haben koénnen
(Rr1scH 2000; GODDARD & HAYES 2009; BARENDSE 2011).

5.6 Kausalitat der Polymorphismen in GPAT4 und GPIHBP1

Das auf BTA14 identifizierte Kandidatengen GPIHBP1 bindet an die LPL und wirkt als
Plattform fiir die Hydrolyse von Triglyceriden (SONNENBURG ET AL. 2009). Es wurde
bereits in Zusammenhang mit dem Fettanteil in der humanen Milch und einer verdnderten
Fettsaure-Zusammensetzung beschrieben (OLIVECRONA ET AL. 2010). Fiir die iiber das LD
mit dem signifikantesten Marker der GWAS ausgewahlte Variante TUM-4128 konnte ein
Einfluss auf die Bindung des Transkriptionsfaktors CREB vorhergesagt werden. Es wurden
jedoch keine signifikanten Assoziationen fiir diesen SNP mit dem FPro nachgewiesen, so
dass eine Kausalitat als nicht wahrscheinlich erscheint. Da fiir die Rasse Fleckvieh eine
Korrektur auf die K232A-Substitution in DGAT1 aufgrund des Vorhandenseins multipler
Haplotypen (WINTER ET AL. 2002) nicht moglich war, konnte dieser QTL nicht tiber
den Vergleich mit einer anderen Rasse evaluiert werden. Inwiefern andere Varianten im
GPIHBPI1-Gen einen kausalen Einfluss auf den FPro der Milch haben, konnte nicht geklart
werden. Aufgrund der hohen Konservierung der Aminosduresequenz und postulierter
schwerwiegender Erkrankungen bei nicht-synonymen Austauschen (FRANSSEN ET AL.
2010; OLIVECRONA ET AL. 2010; BEIGNEUX ET AL. 2009; CHARRIERE ET AL. 2011) sind

regulatorische Varianten zu erwarten.

Der QTL auf BTA27 mit dem Kandidatengen GPATY zeigte vor allem in der frithen
Laktationsphase eine signifikante Assoziation mit dem Merkmal FPro. Wéhrend bei der
Rasse HF auch beim Merkmal FPro-ZW eine signifikante Assoziation auf BTA27 detektiert
wurde, war der QTL bei der Rasse FV ausschlielich in der frithen Laktation bis Tag 50 si-
gnifikant assoziiert. Die identifizierten Polymorphismen, die als mogliche kausale Varianten
angesehen werden konnen, sind in regulatorischen Regionen von GPATY lokalisiert. Das

Expressionsprofil von GPATY zeigt eine hohe Transkriptionsrate in den ersten 60 Tagen
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Rind

der Laktation (BioNAZ & LOOR 2008b). Gerade in der frithen Laktation, in der Phase der
starksten Expression dieses Gens, wiirden sich Varianten, die in regulatorischen Regionen
liegen, moglicherweise starker auf die Aktivitdt von GPAT4 und damit auf den FPro der
Milch auswirken. Der Polymorphismus TUM-3974 liegt in einer vorhergesagten Bindestelle
fir die Transkriptionsfaktoren CREB und PPARa:RXRa. CREB ist ein zelluldrer Tran-
skriptionsfaktor der unter anderem an Adipozyten-spezifische Promotoren bindet und die
Transkription von Genen des Fettstoffwechsels (Kim ET AL. 2010) und der Gluconeogenese
(CHAKRAVARTY ET AL. 2005) reguliert. CREB wird mit Prozessen der Adipogenese in
Verbindung gebracht, indem es die Differenzierung (REUSCH ET AL. 2000) und Apoptose
von Adipozyten steuert (REUSCH & KLEMM 2002). Bei CREB-mutierten Mausen konnten
Storungen der Laktationsfahigkeit beobachtet werden (MANTAMADIOTIS ET AL. 2006).
Der Transkriptionsfaktor PPAR« ist in die Regulation von Genen des Fettstoffwechsels
involviert und wurde bereits fiir Gene der Triglyceridsynthese, wie AGPAT6 beschrieben
(RAKHSHANDEHROO ET AL. 2010). Die vorhergesagten Transkriptionsfaktoren zeigen funk-
tionelle Zusammenhénge, dennoch konnten die TFBS lediglich in-silico bestimmt werden,
so dass es sich méglicherweise um falsch positive Ergebnisse handelt. Fiir die Uberpriifung
der Kausalitdt der regulatorischen Variante wéiren Expressionsstudien erforderlich, die im

Rahmen dieser Studie nicht durchgefiihrt werden konnten.

5.7 Zusammenhange zwischen Vitamin-D3; und Gesundheitsmerkma-

len beim Rind

Die Versorgung mit Vitamin-D3 hat mafigeblichen Einfluss auf die Gesundheit von
Saugetieren. So konnten beim Menschen Zusammenhédnge zwischen einer Vitamin-D-
Unterversorgung und der Inzidenz von Erkrankungen wie Rachitis, Osteoporose, Bluthoch-
druck und Infektionskrankheiten festgestellt werden (HoLick 2007; HoLick & CHEN
2008). Auch beim Rind wurde die Bedeutung von Vitamin-D fiir das Immunsystem be-
schrieben (REINHARDT & HUSTMYER 1987). Die Prisenz des Assoziationssignals auf
BTAG6 nahe des GC-Gens fiir die Merkmale Fitness und Persistenz sowie Nutzungsdauer
und Body-Condition-Score indiziert eine mogliche wichtige Bedeutung von Vitamin-Dj3 fiir
Gesundheitsmerkmale beim Rind. Das durch das GC-Gen kodierte Vitamin-D-bindende-
Protein wird als eines der Schliisselenzyme fiir den Vitamin-Ds-Metabolismus im Koérper
angesehen (SPEECKAERT ET AL. 2006). Das VDBP nimmt eine entscheidende Rolle ein,
indem es an die Metaboliten des Vitamin-D-Stoffwechsels bindet und diese zu den Ziel-
organen transportiert (SPEECKAERT ET AL. 2006). Die dieser Studie zugrunde liegende
Hypothese war, dass der identifizierte QTL auf BTA6 auf kausale Polymorphismen im

G'C-Gen hindeutet und diese eine gesundheitliche Relevanz aufweisen.
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Fir die einzelnen Merkmale erscheint das GC-Gen zunéchst nicht als direktes funktio-
nelles Kandidatengen. Bei einer genaueren Betrachtung der Merkmale konnen allerdings
gesundheitliche Aspekte aufgedeckt werden. Die Nutzungsdauer ist zwar primér durch die
Milchleistung geprégt (EsSL 1998), WANGLER ET AL. (2009) konnten jedoch einen starken
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Erkrankungen und der Abgangswahrscheinlich-
keit von Milchkiihen feststellen. Der SI Fitness berticksichtigt hauptsachlich gesundheitliche
Parameter und stellt sich unabhéngiger von der Leistung als der Zuchtwert Nutzungsdauer
dar (FURST & FURST-WALTL 2006). Fiir die ziichterische Verbesserung der Gesundheit und
der leistungsunabhangigen Nutzungsdauer ist die Fitness in den Gesamtzuchtwert integriert.
EGGER-DANNER ET AL. (2012) konnten nachweisen, dass sich eine starkere Gewichtung
von Fitness-Merkmalen bei der Zuchtwertschétzung positiv auf Gesundheitsmerkmale
und auch auf 6konomische Aspekte auswirkt und somit dem negativen gesundheitlichen
Trend in der Milchviehhaltung (OLTENACU & ALGERS 2005) entgegengewirkt werden
kann. In die Schiatzung des Fitness-Wertes gehen unter anderem Fruchtbarkeitsmerkmale,
die Eutergesundheit, die Nutzungsdauer und die Persistenz ein. Die Persistenz wiederum
beschreibt das Durchhaltevermogen der Milchleistung tiber den Laktationsverlauf (COLE &
VANRADEN 2006). Bei der Rasse FV wird fir die Ermittlung der Persistenz die Abweichung
der individuellen Zuchtwertkurve fiir die Fett-Eiweifl-korrigierte Milchleistung eines Tieres
zwischen den Laktationstagen 60 und 300 von einer unverandert hohen Zuchtwertkurve ab
Laktationstag 60 betrachtet (www.lfl.bayern.de/itz/rind/07584/). Eine hohe Persistenz
ist nicht nur aus 6konomischer Sicht vorteilhaft, sondern sie wurde auch als positiv fiir
Gesundheits- und Fruchtbarkeitsaspekte beschrieben (DEKKERS ET AL. 1998). Da der
Persistenz-Zuchtwert in die Berechnung des SI Fitness miteinbezogen wird, sind beide
Merkmale in der untersuchten Population korreliert (r=0,35). Der QTL auf BTA6 fur
den Selektionsindex Fitness tritt moglicherweise aufgrund der Korrelation zwischen Fit-
ness und Persistenz auf. Auch fiir die Merkmale Bemuskelung und Body-Condition-Score
konnte sich eine funktionelle Verbindung zum Vitamin-D-Haushalt ergeben. Eine Unter-
versorgung mit Vitamin-D3 kann zu Muskelschwéache und hoheren Fettanteilen in der
Muskulatur fithren (WARD ET AL. 2009; GILSANZ ET AL. 2010). Fiir den BCS wurden
bereits Zusammenhange mit Gesundheitsmerkmalen, wie z. B. der Inzidenz von Mastitis
und Stoffwechselerkrankungen, beschrieben (LOKER ET AL. 2012).

Die Assoziation auf BTA6 wurde bei vier Merkmalen mit gesundheitlichen Hintergriinden
und zwei Rinder-Populationen identifiziert, wodurch auf einen existenten Effekt dieses
QTL riickgeschlossen werden kann. Das Gen GC' erscheint als positionelles Kandidatengen
mit plausiblen funktionellen Zusammenhéngen. Bislang beschrankten sich Studien beim
Rind groBtenteils auf die Untersuchung der Supplementierung von Vitamin-D (WILKENS
ET AL. 2012; CARNAGEY ET AL. 2008) und der Folgen akuter Mangelzusténde (DOBSON &
WARD 1974; HiBBS & CONRAD 1976; HORST ET AL. 1994). Beim Menschen hingegen wird
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zunehmend eine subklinische Unterversorgung von Vitamin-D3 in Verbindung mit diversen
Erkrankungen gebracht (CIANFEROTTI & MARCOCCI 2012) und auf genetische Zusammen-
hénge uberpriift (z. B. AHN ET AL. (2010); BU ET AL. (2010); GOZDZIK ET AL. (2011)). Der
Nachweis iiber direkte Phanotypen, wie z. B. der Vitamin-D-Gehalt im Blut, gestaltet sich
dabei schwierig, da diese sehr stark durch Umwelteffekte beeinflusst werden (HoLiCK 2007).
In dieser Arbeit wurden Zuchtwerte verwendet, da sie Nachkommen-gepriifte hoch-erbliche
Merkmale sind, Umwelteffekte minimiert sind und sie moglicherweise gesamtgesundheitliche
Aspekte besser erfassen. Dennoch stellen die als Zuchtwerte vorliegenden Merkmale lediglich
indirekte Parameter fiir die Gesundheit dar. Fiir eine Bestatigung sind weiterfithrende
Studien noétig, in denen die Zusammenhénge zwischen dem VDBP und den Zuchtwerten
aufgeklart werden. Die Verwendung der assoziierten Marker aus der GWAS in der genomi-
schen Selektion wiirde, ungeachtet ob es sich bei GC' um das dem QTL zugrunde liegende

kausale Gen handelt, zu einer Verbesserung der Gesundheitsmerkmale fithren.

5.8 Assoziation zwischen dem Merkmal Milchmenge und dem QTL
auf BTAbG

Bei dem Merkmal Milchmenge handelt es sich um ein Leistungsmerkmal aus der Zucht-
wertschitzung ohne direkten gesundheitlichen Bezug. WALLIS (1938) beschrieb zwar einen
Leistungseinbruch bei Milchkiihen mit akutem Vitamin-D Mangel, das positiv mit Gesund-
heitsmerkmalen assoziierte Allel ist in dieser Studie jedoch negativ mit dem Zuchtwert
fiir das Merkmal Milchmenge assoziiert. Dies steht widerspriichlich zu der beschriebe-
nen, negativen Auswirkung einer Vitamin-D-Unterversorgung auf die Gesundheit und
die Leistung (WALLIS 1938). Die Korrelation zwischen den Merkmalen Persistenz und
Milchmenge ist in der untersuchten Population gering (r=0,10), so dass der Effekt des QTL
auf BTA6 vermutlich nicht auf korrelative Strukturen zuriickzufithren ist. Bei Betrachtung
der Funktionsweise des VDBP erscheint eine pleiotrope Wirkung durch Varianten des
G C-Gens als nicht wahrscheinlich. Dem Phanotyp Milchmenge liegt jedoch eine komplexe
genetische Architektur mit zahlreichen postulierten QTL zugrunde (KHATKAR ET AL.
2004), so dass eine Funktionalitdt von GC' nicht komplett auszuschliefen ist. Fiir die
einzelnen Merkmale wurden in der GWAS unterschiedliche Topmarker identifiziert, die im
LD (r?>0,70) liegen. Dies indiziert, dass den verschiedenen Zuchtwerten unterschiedliche
Loci auf BTA6 zugrunde liegen, die assoziierten SNP und kausalen Varianten jedoch einen
Haplotyp bilden, der sich auf Gesundheitsmerkmale und die Milchmenge gegensétzlich
auswirkt. Grundsatzlich stehen sich Leistungs- und Gesundheitsmerkmale héufig negativ
korreliert gegentiber (VEERKAMP ET AL. 2003). Dies bringt eine gewisse Problematik fiir

die genomische Selektion mit sich, da sich bei der Selektion auf Gesundheit eine negative
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Tendenz fir die Milchleistung ergeben wiirde. SODELAND ET AL. (2011b) beschrieben
einen Locus fiir das Auftreten klinischer Mastitis bei norwegischem Rotvieh auf BTAG,
der in unmittelbarer Ndhe zum GC-Gen lokalisiert ist. Als kausales Kandidatengen wurde
Interleukin-8 postuliert. Dabei wurde in der Population ein Haplotyp identifiziert, der
das GC-Gen iiberspannt und einen gegenséatzlichen Effekt zwischen der Proteinmenge
und der Eutergesundheit aufweist (SODELAND ET AL. 2011a). Die Zuchtwerte fiir die
Milchmenge waren in der untersuchten FV-Population stark mit den Zuchtwerten fiir die
Proteinmenge korreliert (r=0,89). Auf BTA6 wurden bereits QTL fiir die Proteinmenge
und auch die Milchmenge beschrieben (BOVENHUIS & WELLER 1994; DAETWYLER ET AL.
2008; HECK ET AL. 2009; PIMENTEL ET AL. 2011a) (Abbildung 5.1). Méglicherweise ist
die Assoziation bei 88,9 Mb lediglich auf LD-Effekte mit bekannten QTL zuriickzufihren.
Das bovine Chromosom 6 gibt schon seit langem Anlass zu Untersuchungen inwiefern die
assoziierten QTL verschiedener Leistungsmerkmale durch Haplotypen-Effekte, Pleiotropie
oder unabhéngige Loci bedingt sind (SPELMAN ET AL. 1996; FREYER ET AL. 2003). Die

Ergebnisse dieser Studie erweitern diese Diskussion um eine gesundheitliche Komponente.
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Abbildung 5.1: Identifizierte und publizierte QTL auf BTAG fir das Merkmal a) Milchmenge (MY)
und b) Proteinmenge (PY). (CattleQTLdatabase: http://www.animalgenome.org/cgi-
bin/QTLdb/BT /index).

5.9 Kausalitat der identifizierten Varianten im GC-Gen

Die signifikant assoziierten SNP der GWAS sind auf zwei Bereiche in der Genregion von
G verteilt. Die signifikantesten SNP liegen 180 bis 5 kb in 5’-Richtung des Gens sowie
in Intron 1. AHN ET AL. (2010) und BU ET AL. (2010) konnten beim Menschen bereits
Assoziationen zwischen Polymorphismen in Intron 1 und dem 25-Hydroxy-Vitamin-Ds-
Spiegel feststellen. In diesen Studien wurden die SNP rs222020 und rs2298849 als nicht-

kausal angesehen und vermutet, dass diese mit der kausalen Variante im LD liegen.
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5.10 Verwendung von Zuchtwerten als indirekte Phinotypen

Die Promotorvariante TUM-4005 weist signifikante Assoziationen mit den untersuchten
Phanotypen auf, jedoch bei den Merkmalen Nutzungsdauer und BCS bei HF sowie bei
Bemuskelung und Milchmenge bei F'V mit geringerer Signifikanz als die Topmarker. Der
SNP TUM-4005 liegt im 5’-flankierenden Bereich und hat moglicherweise regulatorische
Auswirkungen auf die Genexpression. Es konnte eine Bindestelle fiir den Transkripti-
onsfaktor C/EBP vorhergesagt werden. Das CCAAT /Enhancer-bindende Protein wurde
bereits in Zusammenhang mit der Expression von GC (KIiDD ET AL. 2005) und dem
strukturverwandten Albumin (COOKE ET AL. 1991) beschrieben. Fiir eine Bestatigung des
regulatorischen Effekts von TUM-4005 sind weitere Analysen erforderlich.

Da das Vitamin-D-bindende Protein in 20-fach hoherer Konzentration als die Liganden aus
dem Vitamin-D-Metabolismus vorliegt (SPEECKAERT ET AL. 2006), kommt eine Regulation
auf Transkriptebene weniger stark zum Tragen. Auf genetischer Ebene konnten vielmehr
verschiedene Varianten des VDBPs aufgrund von Varianten im kodierenden Bereich des
G C-Gens das Auftreten von Variation im 25(OH)D3-Gehalt verursachen (LAURIDSEN
ET AL. 2005; MCGRATH ET AL. 2010). Die Kausalitdt der detektierten Polymorphismen
konnte nicht eindeutig geklart werden. Fiir die Aufklarung der genetischen Effekte der
identifizierten Varianten ware die Implementierung direkter Phanotypen, wie z. B. die

Expression des GC-Gens und die Konzentration des VDBP, sinnvoll.

5.10 Verwendung von Zuchtwerten als indirekte Phanotypen

Die in dieser Studie implementierten Zuchtwerte stellen indirekte Parameter fiir die un-
tersuchten Stoffwechsel- und Gesundheitsmerkmale dar. Zwischen dem bekannten Effekt
von Vitamin-D auf die Gesundheit (HoLICK 2011) und den Gesundheits-assoziierten Merk-
malen, wie z. B. Nutzungsdauer und Fitness, konnte ein funktioneller Bezug hergestellt
werden. Diese Merkmale sind jedoch als in hohem Mafle indirekt anzusehen, wenn es
um die Beurteilung der Kausalitdat von Varianten des assoziierten Kandidatengens GC
geht. Dem Fettgehalt und Fett-Protein-Verhaltnis wurden bereits Zusammenhéange mit
der Stoffwechselsituation in der frithen Laktation nachgewiesen (HEUER ET AL. 2000),
aber auch sie stellen Hilfsparameter dar. Dennoch wurde in dieser Studie auf Zuchtwerte
und nicht etwa auf direktere Parameter des Proteoms oder Metaboloms, wie z. B. die
VDBP- und Vitamin-D3-Konzentration oder die Energiebilanz (COFFEY ET AL. 2002) und
Milchmetaboliten (KLEIN ET AL. 2010) zuriickgegriffen.

Die statistische Power von GWAS hangt neben der Markerdichte und Studiengrofie, nicht
unerheblich von der Qualitat der verwendeten Phéanotyp-Daten ab (GODDARD & HAYES
2009; BARENDSE 2011). Der Vitamin-D-Gehalt beispielsweise ist haufig von Umwelteffekten
beeinflusst (HOLICK 2007) was sich nachteilig auf die Heritabilitdt auswirken kann. Die
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Datenerhebung fiir die Bestimmung der Energiebilanz in der Laktation und der VDBP- bzw.
Vitamin-D-Konzentration im Blutserum von Milchkiihen gestaltet sich als aufwandig und ist
an groBen Versuchsgruppen schwer durchfithrbar. Aber gerade bei quantitativen Merkmalen
ist die Wahrscheinlichkeit, QTL mit geringen Merkmalseffekten zu identifizieren, stark
von der Grofe der Versuchspopulation abhéngig (GODDARD & HAYES 2009). Hier bietet
die Verfiigharkeit von Zuchtwerten, die im Rahmen der ziichterischen Bearbeitung von
Nutztierrassen erfasst werden, fiir die Erforschung der genetischen Grundlagen komplexer
Merkmale ausreichend Material (GODDARD & HAYES 2009). Ein weiterer Vorteil ist,
dass es sich bei den implementierten Phénotypen um hoch-heritable Merkmale handelt,
die im Rahmen der Nachkommenpriifung iiber eine grofie Anzahl an Tieren erhoben
wurden. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass mit indirekten Phénotypen plausible
Kandidatengene identifiziert werden konnen. Des Weiteren konnten durch die Verwendung
der Fettgehalt-Zuchtwerte jedes Laktationstages selbst QTL mit kleinen Merkmalseffekten
aufgeklart werden. Dies verdeutlicht welches zusétzliche Potential in den Daten steckt, die im
Rahmen der Zuchtwertschatzung erfasst werden. Fiir diese Merkmale konnte sich, neben der
klassischen Verwendung als Leistungsmerkmal, auch eine gesundheitliche Betrachtungsweise
ergeben. Denn der Fettgehalt bzw. das FPR der frithen Laktation wird als Hilfsparameter
fur die Stoffwechselproblematik und Inzidenz von Erkrankungen diskutiert (HEUER ET AL.
2000; BUTTCHEREIT ET AL. 2012). Dies hétte fiir die Rentabilitat der Milcherzeugung,
unter dem Aspekt einer durch Produktionskrankheiten zu hohen Abgangsrate (ROMER
2011), grofBie 6konomische Bedeutung.

5.11 Auswirkungen der LD-Struktur auf die ldentifizierung von Kan-

didatengenen

Die Ergebnisse der Polymorphismenanalyse der Gene DGATI! und GHR zeigen, dass
abhéngig von der LD-Struktur groflere Absténde zwischen der kausalen Variante und dem
Topmarker aus der GWAS auftreten konnen. Bei GHR konnte durch die Verwendung des
hochdichten SNP-Chips die physikalische Distanz verkiirzt werden. Die Entfernung betragt
dennoch 152 kb. Die als kausal postulierte Mutation F279Y (BLOTT ET AL. 2003) ist
bei HF' nur schwach im Kopplungsungleichgewicht mit dem Topmarker und ware nach
den Auswahlkriterien dieser Arbeit moglicherweise nicht eingehender untersucht worden.
DGATT1 bei FV zeigt, dass bei der Analyse mit einem dichteren SNP-Panel ein Marker in
groflerer physikalischer Entfernung zur kausalen Variante (GRISART ET AL. 2002; WINTER
ET AL. 2002) die Assoziation mit der hochsten Signifikanz aufweisen kann. Jedoch erstreckt
sich aufgrund des starken Merkmalseffekts von DGAT1 die signifikant assoziierte Region

iiber einen Bereich von 5,9 Mb und beinhaltet damit die kausale Variante. Bei hoherer
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5.12 BTAG6 als Beispiel fiir die Assembly-Problematik beim Rind

Markerdichte ist demnach nicht automatisch der signifikanteste SNP am dichtesten an
der kausalen Variante lokalisiert. Die Position ist vielmehr von der LD-Struktur der ent-
sprechenden Population abhéngig. Die Identifizierung von Kandidatengenen und kausalen
QTN wird dadurch unter Umstédnden erschwert. Abhilfe kann hier die Implementierung von
Next-Generation-Sequenzierdaten schaffen. Die an einer représentativen Tierauswahl detek-
tierten Polymorphismen konnen auf die mit einem hochdichten SNP-Array genotypisierte
Population imputiert und die kausale Mutation direkt in der Assoziationsstudie gefunden
werden (FRIES & PAuscH 2011). Der Vorteil der NGS liegt darin, dass alle Varianten erfasst
werden und es nicht auf ein bestehendes LD mit Markern der Genotypisierung ankommt.
Dennoch ist das Prinzip von GWAS, namlich QTL aufgrund von Kopplungsungleichgewicht
mit den genotypisierten Markern zu identifizieren, besonders in Nutztierpopulationen mit
geringer effektiver Populationsgrofie und ausgepragten LD-Strukturen sinnvoll (GODDARD
& HAYES 2009). Hierbei kénnen jedoch auch Probleme auftreten, da seltene Varianten
und Haplotypen nicht immer akkurat imputiert werden (PAUSCH ET AL. 2013).

5.12 BTAGb als Beispiel fiir die Assembly-Problematik beim Rind

Die Qualitat des Assemblys ist wichtig fiir die Identifizierung kausaler Varianten. Mit der
Neu-Assemblierung des Rindergenoms von BTA4.2 auf UMD3.1 konnte eine Verbesserung
hinsichtlich der Vollsténdigkeit erzielt werden (ZIMIN ET AL. 2009). Aber auch das UMD3.1-
Assembly weist Liicken und Fehler auf (PARTIPILO ET AL. 2011). Die Analyse der LD-
Struktur der auf SNP-Microarrays befindlichen Polymorphismen deckte Inkonsistenzen
im Assembly auf (BOHMANOVA ET AL. 2010). Marker mit unbekannter oder falscher
Position stellen ein Problem bei GWAS dar, da sie zu falsch lokalisierten Assoziationen
fithren. Durch den Ausschluss dieser SNP im Prozess der Qualitatskontrolle tritt ein
Informationsverlust auf, der in einer geringeren statistischen Power resultiert (KHATKAR
ET AL. 2008). Das Chromosom BTAG6 beispielsweise gibt Hinweise auf ein fehlerhaftes
Assembly und Inkonsistenzen in der Annotation der Marker (BOHMANOVA ET AL. 2010).
Die Betrachtung des UMD3.1-Assemblys hat ergeben, dass das GC-Gen von Bereichen
unbekannter Sequenz umgeben ist. Moglicherweise entspricht die Annotation der Topmarker
nicht der physikalischen Position auf BTAG.

5.13 Problematik der Verifizierung der Kausalitat identifizierter Vari-

anten

Komplexen Merkmalen liegen hdufig Varianten in nicht-kodierenden Bereichen zugrunde
(MACKAY 2001; GLAZIER ET AL. 2002). Die in dieser Studie identifizierten potentiell kau-
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salen Varianten sind iiberwiegend in regulatorischen Regionen lokalisiert. Trotz intensiver
Forschung gestaltet sich der Nachweis der Kausalitat dieser Polymorphismen schwierig.
In-silico-Vorhersagetools liefern héufig falsch positive Ergebnisse (FICKETT & WASSERMAN
2000), funktionale Analysen hingegen sind aufwandig und an grofien Tierzahlen schwer
durchfithrbar. Die kausalen Varianten sollten prinzipiell hoher signifikante Assoziationen
aufweisen als der Topmarker. Dennoch sind auch Szenarien moglich, wo dies nicht zutrifft.
Die als kausal postulierte DGAT1-Variante K232A zeigt bei HF etwas geringer signifikant
assoziierte Werte als der signifikanteste Marker ARS-BFGL-NGS-4939. Dies ist auf Impu-
tationsungenauigkeiten zuriickzufithren. Zudem kénnen mehrere regulatorische Varianten
als Haplotyp interagieren. Abhédngig davon ob es sich um eine cis- oder trans-Position der
SNP zueinander handelt, kann es zu unterschiedlichen Auswirkungen kommen (BicGs
ET AL. 2003). Bei quantitativen Merkmalen sind unter Umstanden nicht nur mehrere Gene
an der Auspriagung des Merkmals beteiligt, sondern auch innerhalb der Gene verschiedene

regulatorische Varianten.

Die Feinkartierung von QTL tiber NGS-Daten ist vielversprechend (PAUSCH ET AL. 2012¢),
dennoch kann auch mit dieser Methode die kausale Variante nicht immer eindeutig identifi-
ziert werden. Das LD zwischen genotypisierten Markern und der kausalen Mutation, das in
GWAS fiir die Identifizierung von QTL zwingend erforderlich ist, kann zu einer Vielzahl
assoziierter Polymorphismen fiithren, die lediglich aufgrund von Kopplungsungleichgewicht
falsch positive Signale darstellen. Die im Promotorbereich des PA EP-Gens lokalisierten
Polymorphismen weisen ein starkes Kopplungsungleichgewicht zueinander auf, so dass
die eindeutige Identifizierung einer einzelnen kausalen Variante iiber den Signifikanzwert
allein nicht moglich ist. Funktionale Analysen sind daher auch bei der Implementierung
von NGS-Daten erforderlich. Die Expression von Genen ist ein vielschichtiger Prozess mit

zahlreichen involvierten Komponenten, die es in Zukunft zu entschliisseln gilt.

5.14 Validierung der Ergebnisse aus GWAS iiber den Vergleich zwei-

er Rinder-Populationen

Um die durch multiples Testen (HOGGART ET AL. 2008) und Populationstratifikation
auftretenden falsch positiven Assoziationen zu minimieren wurde eine Anpassung der
Signifikanzgrenze nach Bonferroni vorgenommen und die Verwandtschaftsstruktur tiber
einen Varianz-Komponenten-basierten Ansatz beriicksichtigt. Da es sich zur Bestédtigung
der identifizierten QTL empfiehlt, die Studie in einer anderen Population zu wiederholen
(PEARSON & MANOLIO 2008), wurde die Analyse fiir das Merkmal Fettgehalt sowohl
in der HF- als auch in der FV-Population durchgefithrt. Zur Aufklarung des kausalen
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5.14 Validierung der Ergebnisse aus GWAS iiber den Vergleich zweier

Rinder-Populationen

Zusammenhangs von Gesundheitsmerkmalen mit dem fiir das VDBP kodierenden G'C-Gen

wurden ebenfalls beide Rassen betrachtet.

Die Analysen fiir den Fettgehalt, sowohl als Zuchtwert iiber die ganze Laktation als auch
in der frithen Laktation, offenbarten QTL fiir die Rasse HF, die auch in FV identifiziert
werden konnten. DGAT1 und GPAT/ sind bei beiden Rassen mit dem Fettgehalt der
frithen Laktation assoziiert. Die K232A-Substitution in DGAT1 gilt als kausale Variante
(GRISART ET AL. 2004) und wurde bereits in verschiedenen Rassen fiir den Milchfettgehalt
beschrieben (GRISART ET AL. 2002; WINTER ET AL. 2002). Bei beiden untersuchten
Rassen zeigte DGATI jedoch zu Beginn der Laktation schwéchere Signifikanzen und einen

geringeren Anteil an der erklarten Zuchtwert-Varianz als im spéteren Laktationsverlauf.

Bei FV wurden QTL auf den Chromosomen BTA6, BTA11 und BTA19 identifiziert, die
iiber die Rasse HF nicht bestatigt wurden. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass diese
QTL bei HF nicht segregieren. Zudem sind die Zuchtwerte fiir den Fettgehalt bei beiden
Rassen unterschiedlich definiert, was einen Vergleich erschwert. Da BTA11 und BTA19
bei Holstein-Friesian jedoch einen erkennbaren Anteil der additiv-genetischen Varianz
erklaren, ist es wahrscheinlich, dass es sich um tatsidchliche QTL handelt, diese aber
wegen zu geringen Merkmalseffekten und limitierter statistischer Power nicht als signifikant
assoziiert identifiziert wurden. Dass diese QTL bei FV signifikante Werte aufweisen,
ist eventuell auf die hohere Markderdichte und groflere Individiuenanzahl der GWAS
zuriickzufiihren. Diese Parameter sind entscheidend fiir die erfolgreiche Identifizierung
von QTL in GWAS (RiscH 2000; GODDARD & HAYES 2009). Angesichts der geringeren
effektiven Populationsgrofie von HF (KOENIG & SIMIANER 2006) erscheint jedoch die
Markerdichte ausreichend um auch geringe Merkmalseffekte zu erfassen. Die nur bei
FV identifizierten QTL beschreiben funktionell plausible Kandidatengene, so dass diese
Gene oder QTL nicht per se als falsch positive Assoziationen angesehen werden sollten
(IOANNIDIS ET AL. 2009). Bei HF konnte zwar keine Assoziation festgestellt werden, es
erscheint jedoch aus funktionellen Gesichtspunkten plausibel, dass diese Gene, wie z. B. das
FASN-Gen in die Auspragung des Phénotyps involviert sind. Auch fiir die Evaluierung von
Polymorphismen aus der Resequenzierung kann der Rasservergleich angewendet werden,
wie KARIM ET AL. (2011) fiir QTN fir das Merkmal Korpergrofie beim Rind gezeigt haben.
Dies funktioniert in Nutztierpopulationen dann, wenn es sich um eine Mutation handelt,
die bereits vor Abspaltung der Rassen existiert hat oder wenn die Rassen nicht vollig
unabhéngig voneinander sind und es bereits Austausch von Genmaterial gegeben hat. Ein
typisches Beispiel stellt die DGAT1-Variante dar (WINTER ET AL. 2002).

Da es sich bei den verwendeten Merkmalen um geschatzte Zuchtwerte handelt, die in den
verschiedenen Rassen tiber unterschiedliche mathematische Modelle berechnet werden, ist

die adédquate Vergleichbarkeit der Analysen nicht immer gegeben. Dies trifft z. B. auf die
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Persistenz zu (COLE & VANRADEN 2006). Zusatzlich erschwert die Verwendung unter-
schiedlicher Markerdichten sowie die aufgrund effektiver Populationsgrofien unterschiedliche
LD-Struktur den Vergleich. Bei F'V konnte keine Korrektur auf DGAT1 vorgenommen
werden, da in dieser Rasse unterschiedliche Haplotypen mit der K232A-Variante existieren.
Der auf das GPIHBP1 hindeutende QTL der HF-Analyse konnte daher nicht bei FV
evaluiert werden. Die Kausalitat einer Variante, die in der Evaluierungspopulation nicht
assoziiert ist, sollte grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden, da durch epistatische Effekte

eine antagonistische Wirkung mit einem anderen Loci auftreten kann.

5.15 GWAS im Zeitalter der genomischen Selektion

In der genomischen Selektion werden Zuchtwerte anhand von Genotypinformationen und
nicht wie bislang iiblich tiber die Leistung der Nachkommen geschétzt. Die dabei anfallenden
Genotypdaten konnen in der Forschung zur Aufklérung ckonomisch bedeutender Leistungs-
merkmale (HAYES ET AL. 2010) und auch anderer Phénotypen beim Rind (z.B. (PAuscH
ET AL. 2012a, b)) verwendet werden. In dieser Studie zeigte sich, dass die in der konven-
tionellen Zuchtwertschétzung erfassten Phénotypdaten zusitzlichen Informationsgehalt
aufweisen. Durch die Aufteilung der Zuchtwerte fiir den Fettgehalt der unterschiedlichen
Laktationsphasen konnten QTL identifiziert werden, die iiber den klassischen Fettgehalt-

Zuchtwert nicht erfasst worden waren.

Die in der Rinderzucht erhobenen, umfassenden Phanotypdaten werden im Rahmen der
genomischen Selektion durch Genotypdaten komplettiert. Dadurch ergibt sich grofles
Potential fir die Durchfithrung genomweiter Assoziationsstudien. Bislang konnten vor
allem die funktionellen Gene und kausalen Polymorphismen monogen vererbter Merkmale
in GWAS identifiziert werden (GODDARD 2008). Bei komplexen Zuchtmerkmalen gestaltet
sich die Aufklarung der genetischen Architektur schwieriger, aber auch hier konnten
wichtige QTL identifiziert werden (HAYES ET AL. 2010). Die assoziierten SNP kénnen,
ungeachtet ihrer Kausalitat, als Marker eingesetzt werden um die genetische Konstitution
von Individuen vorherzusagen (GODDARD 2008). Bei der Implementierung der genomischen
Selektion wird dabei dem quantitativ-genetischen Modell entsprochen (FRIES & PAUSCH
2011). Die genomische Selektion stellt einen Meilenstein in der Tierzucht dar, da die
Identifizierung ziichterisch wichtiger Genorte ermoglicht wird und zugleich ein hoher

Zuchtfortschritt, selbst bei komplexen Merkmalen, erreicht werden kann.
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5.16 Genomweite Assoziationsstudien bei komplexen Merkmalen und
die Implementierung von NGS

In genomweiten Assoziationsstudien konnten grofle Fortschritte in der Aufklarung komplexer
Merkmale bei Mensch und Rind erzielt werden (z. B. HAYES ET AL. (2010); LANGO ALLEN
ET AL. (2010); STAHL ET AL. (2010)). Grundlage hierfir sind moderne Genotypisier-
methoden, die eine hohe Markerdichte bei einer groflen Individuenanzahl ermoglichen.
Bislang konnten beim Rind vor allem QTL mit moderaten bis grolen Merkmalseffekten
identifiziert werden (HAYES ET AL. 2010). Dennoch stellt sich die Situation derart dar,
dass die durch die detektierten QTL erklarte Zuchtwert-Varianz aufsummiert nur einen
Bruchteil der geschatzten Heritabilitat des Merkmals ergibt. Die statistische Power der
GWAS reicht aktuell nicht aus, um quantitative Merkmale vollstandig aufzuklaren. Auch
in dieser Arbeit erkldren die als signifikant assoziiert identifizierten QTL nur einen Teil der
Zuchtwert-Varianz. Die Problematik genomweiter Genotypisierung liegt vor allem darin,
dass zwischen der kausalen Variante und dem genotypisierten Marker ein Kopplungsun-
gleichgewicht bestehen muss, damit der QTN als assoziiert erkannt wird (STRANGER ET AL.
2011). Durch die Entwicklung neuer Sequenziertechnologien ist es moglich, die vollstindige

genetische Variation von Individuen zu erfassen.

In dieser Studie wurde in Kandidatengenen aus der GWAS systematisch nach Polymorphis-
men mittels NGS gesucht und diese auf funktionelle Zusammenhénge untersucht. Es war
jedoch nicht moglich alle identifizierten Varianten auf Assoziationen mit dem jeweiligen
Merkmal in den Populationen zu analysieren. Durch die Resequenzierung einflussreicher
Griindertiere und anschliefende Imputation der Genotypen auf die gesamte Population
konnen Genotyp-Datensatze fiir GWAS erzeugt werden. Die kausalen QTN wiéren so direkt
in der Assoziationsstudie implementiert und die Notwendigkeit eines bestehenden Kopp-
lungsungleichgewichts entféllt (FRIES & PAUSCH 2011). Zudem kénnen die identifizierten

QTN in der genomischen Selektion ziichterische Anwendung finden.
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6 Zusammenfassung

Der Umgang von Milchkiithen mit der Stoffwechselbelastung in der frithen Laktation kann
als Merkmalskomplex mit 6konomischer und gesundheitlicher Relevanz angesehen werden.
Durch die Implementierung genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) konnten in den
letzten Jahren wesentliche Fortschritte in der Aufklarung der genetischen Architektur
quantitativer Merkmale erzielt werden. Dies stellt eine wichtige Voraussetzung fir die

zielgerichtete ziichterische Bearbeitung von Stoffwechsel- und Gesundheitsmerkmalen dar.

In dieser Arbeit sollten die genetischen Grundlagen komplex vererbter Merkmale in GWAS
aufgeklart werden. Ziel war es, Kandidatengene in Hinblick auf die Stoffwechselsituation in
der frithen Laktation tiber die Parameter Fettgehalt und Fett-Protein-Verhéltnis der Milch
zu identifizieren sowie die Zusammenhéange zwischen Gesundheits- und Leistungsmerkmalen

und Varianten im Vitamin-D-bindende-Protein kodierenden GGC-Gen zu untersuchen.

Die Basis der Analysen bildeten Zuchtwerte von Besamungsbullen der Rassen Fleckvieh
(FV) und Holstein-Friesian (HF). Von den 2327 HF- und 3643 FV-Bullen standen Ge-
notypinformationen aus der mitteldichten und hochdichten Genotypisierung von 44.280
bzw. 658.385 SNP zur Verfiigung. Mit einem Varianz-Komponenten-basiertem Ansatz
wurden in GWAS unter Beriicksichtigung von Populationsstratifikation Kandidatengene fiir
Gesundheits- und Leistungsmerkmale identifiziert. Die Gene wurden systematisch mittels
Sanger-Sequenzierung und Next-Generation-Sequenzierung auf Polymorphismen untersucht

und diese in-silico auf funktionelle Zusammenhénge iiberpriift.

In den GWAS mit den Merkmalen Fettgehalt-Zuchtwert und Fettgehalt der verschiedenen
Laktationsphasen konnten bei den Rassen FV und HF insgesamt neun Quantitative-
Trait-Loci (QTL) detektiert werden. Als positionelle und funktionelle Kandidatengene
wurden EPSS, MGSTI1, CSN2, PAEP, DGATI1, GPIHBP1, FASN, GHR und GPAT/
identifiziert. Das Auftreten signifikanter Assoziationen an den unterschiedlichen QTL
variierte iiber den Laktationsverlauf. Wahrend auf BTA5, 6 und 20 ausschlielich in der
spaten Laktation Assoziationssignale identifiziert wurden, zeigte GPATY auf BTA27 bei
beiden Rassen signifikante Assoziationen mit dem Fettgehalt der frithen Laktation. Fiir die
Promotorvariante TUM-3974 (ss410759404) des GPAT/-Gens konnten Bindestellen fiir
die in den Fettstoffwechsel involvierten Faktoren PPARa:RXRa und CREB vorhergesagt

werden.



6 Zusammenfassung

Auf BTAG6 konnte ein QTL im Bereich des GC-Gens festgestellt werden der mit Gesundheits-
und Leistungsmerkmalen bei HF und FV assoziiert ist. Der im Promotor lokalisierte SNP
TUM-4005 (ss683327748) wurde bei beiden Rassen iiber das LD mit den jeweiligen Topmar-
kern als Kandidaten-Polymorphismus identifiziert. Fiir die Variante wurde eine mogliche
Bindestelle fiir C/EBP vorhergesagt. Dieser Transkriptionsfaktor steht in Zusammenhang
mit der Regulation von metabolischen Prozessen in der Leber. In der GWAS bei FV
fir die Merkmale Persistenz und Fitness zeigte der SNP TUM-4005 die hochste Signifi-
kanz (P=4,00x107* bzw. P=1,12x107'2). Das hiufigere T-Allel war bei FV negativ mit

Gesundheitsmerkmalen und positiv mit der Milchmenge assoziiert.

Die in dieser Studie identifizierten QTL tragen zu einem besseren Verstédndnis der Stoff-
wechselvorgénge in der frithen Laktation und allgemeiner gesundheitlicher Aspekte bei.
Die assoziierten Polymorphismen kénnen als spezifische Marker in der genomischen Zucht-
wertschatzung implementiert werden. Mithilfe der genomischen Selektion kénnen somit
Fortschritte in Hinblick auf eine 6konomische Verbesserung der Milchproduktion und die
Verlangerung der aus tierethischer Sicht zu kurzen Lebensdauer von Milchkiihen, erzielt

werden.
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7 Summary

The way in which dairy cows respond to early lactational metabolic stress can be considered
as a trait complex that is relevant to economics and health. The implementation of genome-
wide association studies (GWAS) resulted in substantial progress towards the understanding
of the genetic architecture of quantitative traits. This is an important prerequisite for

goal-oriented breeding of metabolic and health traits.

The aim of this study was to investigate the genetic background of complex traits with
GWAS. The specific goals were to identify candidate genes for metabolic state in early
lactation by using the parameters fat content and fat-protein-ratio in milk as well as to
investigate the relationship between health and performance traits and polymorphisms in

the vitamin-D-binding protein encoding GC gene.

The study was based on the analysis of estimated breeding values of insemination bulls of
German Fleckvieh (FV) and Holstein-Friesian (HF) breeds. Genotype data from medium
and high density genotyping of 2327 HF bulls and 44,280 SNPs as well as of 3643 FV bulls
and 658,385 SNPs was available. Candidate genes for health and performance traits were
identified using a variance component based approach to correct for population stratification.
The genes were screened for polymorphisms using Sanger sequencing and next generation

sequencing. The detected variants were analyzed in silico for functionality.

In total, nine quantitative trait loci (QTL) were identified for the breeds FV and HF
by GWAS for fat content breeding value and fat content of various lactation stages.
The postulated underlying candidate genes were EPS8, MGST1, CSN2, PAEP, DGATI,
GPIHBP1, FASN, GHR and GPAT}. Significant associations varied with lactation stage.
While BTA5, 6 and 20 exclusively showed association signals during late lactation, GPATY
on BTA27 was significantly associated with fat content in early lactation for both breeds.
For the promoter variant TUM-3974 (ss410759404) of GPAT/ a putative transcription
factor binding site was predicted for PPARa:RXRa and CREB which are involved in fat

metabolism.

On BTA6 a QTL encompassing the GC gene was identified for health and performance
traits in HF and FV. The promoter SNP TUM-4005 (ss683327748) was considered as
candidate polymorphism showing high linkage disequilibrium with the top markers in

both breeds. A putative binding site for the transcription factor C/EBP was predicted.



7 Summary

This transcription factor is related to the regulation of metabolic processes in the liver.
In the GWAS for the estimated breeding values persistence and fitness in FV the SNP
TUM-4005 showed the most significant association (P=4,00x10" and P=1,12x10712,
respectively). In FV, the major T allele is negatively correlated with health traits and
positively correlated with milk yield.

The QTL identified in this study allow a better understanding of the metabolic processes
in early lactation and of general health aspects. The associated polymorphisms can be
implemented as specific marker in the estimation of genomic breeding values. The use of
genomic selection can contribute to an economic improvement of milk production and an

elongation of the productive life of dairy cows, which from an animal ethics point of view
is too short.
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9 Anhang
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Abbildung 9.1: Verteilung der Viter und maternalen Grofviter in der untersuchten Holstein-Friesian- (a)

bzw. (b) und Fleckvieh-Population (c¢) bzw. (d). Dargestellt ist der Anteil der Viter bzw.
maternalen Grofvdter fir die unterschiedlich grofien paternalen Halbgeschwisterfamilien
bzw. maternalen Grofvaterfamilien.
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Abbildung 9.3: Verteilung der Phdinotypen in den Versuchspopulationen fir die Merkmale a) Fettgehalt-

Zuchtwert der Rasse Fleckvieh und b) Fettgehalt-Zuchtwert, ¢) Fettgehalt der Laktationstage
10 bis 20 und d) Fett-Protein-Verhdltnis der Laktationstage 10 bis 20 der Rasse Holstein-
Friesian. Die rote Linie kennzeichnet den jeweiligen Median.

125



9 Anhang

Tabelle 9.1: Tierpanel fir das Screening nach Polymorphismen im GPAT/-Gen bei Holstein-Friesian.
Bei der Berechnung des Zuchtwerts fiir den Fettgehalt, sowie fiir das Fett-Protein- Verhdltnis
wurden die ersten drei Laktationen gleich gewichtet.

Tier-ID LOM Name Rasse Fettgehalt FPR ARS-BFGL-
(Tag 10-20) (Tag 10-20) NGS-57448
KI-GT1880 380001260001217 LONZO HF -0,85 0,68 AA
KI-GT0726 276000346273875 FELS HF -0,73 0,76 AA
KI-GTO0717 276000346469776 LEONAS HF -0,7 0,79 AA
KI-GT1432 840000126540309 DURMONT HF -0,65 0,81 AA
KI-GT1295 276001601409478 MANAGUA HF -0,38 0,94 AG
KI-GT0573 276000345885895 CASSO HF -0,27 0,95 AG
KI-GT0466 276000347903535 CAPRICIO HF 0,23 1,32 GG
KI-GT0500 276000347481954 MAGNAT HF 0,34 1,33 GG
KI-GT1207 276000345461865 LARRY HF 0,41 1,36 GG
KI-GT1829 276001401400221 DOLMAN HF 0,43 1,38 GG
KI-GT1490 276000347425027 CENTIMO HF 0,44 1,35 GG
KI-GTO0712 276000347450021 JANTHUR HF 0,5 1,46 GG

Tabelle 9.2: Tierpanel fir das Screening nach Polymorphismen im GPIHBP1-Gen bei Holstein-Friesian.
Bei der Auswahl der Tiere wurde darauf geachtet, alle Haplotypen der DGAT1I1-Variante in
das Panel zu integrieren, um systematische Fehler zu vermeiden. Bei der Berechnung des
Zuchtwerts fiir den Fettgehalt, sowie fir das Fett-Protein- Verhdltnis wurden die ersten drei
Laktationen gleich gewichtet. Die Werte des DGAT1-Haplotypen geben an, ob der jeweilige
Bulle den das AA-Allel beinhaltenden Haplotyp homozygot (2), heterozygot (1) oder nicht (0)

tragt.
Tier-1ID LOM Name Rasse  Fettgehalt FPR Hapmap30086- DGATI-
(Tag 10-20)  (Tag 10-20) BTC-002066 Haplotyp
KI-GT1490 276000347425027 CENTIMO HF 0,44 1,35 AA 2
KI-GT0948  528000257258539 WARRICK HF 0,4 1,37 AA 1
KI-GT3031 276000532758340 WINDOR HF 0,28 1,25 AA 0
KI-GT2634 276000113486115 NOG WOLKE HF 0,22 1,21 AA 0
KI-GT2204 276000578503481 MAGREB HF 0,26 1,11 AG 1
KI-GT2441 276000344295206 BONDARI HF -0,37 0,88 AG 0
KI-GT0971  276001400782886¢ MARINO HF -0,38 0,95 AG 0
KI-GT2420 840000129272500 HELLION HF -0,38 0,93 AG 1
KI-GT2121  276000345480763 GOLDSTERN HF -0,52 0,74 GG 1
KI-GT1523 276001401956638 EDITOR HF -0,53 0,8 GG 1
KI-GT3113  840000207124561 MODEST HF -0,73 0,75 GG 0
KI-GT1000 276000344956122 MORELLO HF -1,02 0,53 GG 0
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Tabelle 9.3: Tierpanel fir das Screening nach Polymorphismen im GC-Gen bei Holstein-Friesian.

Tier-ID LOM Name Rasse RZN BCS BTB-01654826
KI-GT0490 276000347764065 JEDWAY HF 91 791 AA
KI-GT0488 276000812456429 JURKY HF 95 850 AA
KI-GT0474  276000346668325 JUOMO HF 104 820 AA
KI-GT0494 276000767764595 JOCTON HF 116 811 AA
KI-GT0500 276000347481954 MAGNAT HF 89 851 AG
KI-GT0294 276000579326185 LUCERO HF 93 840 AG
KI-GT0499 276000345859157 NOG MOREIF HF 97 771 AG
KI-GT0400 276000346830476 EMENZ HF 107 830 AG
KI-GT0330 276000347821681 NOG MANOTO HF 99 821 GG
KI-GT0329 276000347448870 CYMBALL HF 102 761 GG
KI-GT0495 276000345611978 ULTIMATUM HF 106 770 GG
KI-GT0455 276000812180202 FOLEE HF 111 881 GG
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9 Anhang

Tabelle 9.4: Fleckvieh-Griindertiere der Next-Generation-Sequenzierung

Tiername LOM detektierte SNP 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
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Tabelle 9.5: Ubersicht tiber die bei der Resequenzierung der Kandidatengene GPATY, GPIHBP1 und GC
verwendeten Oligonukleotide

Fragment-  Annealing-
Gen Primer Richtung Sequenz Region linge temperatur
in bp in °C
GPAT4 8929 forward AAGTGAAAGCAAAGTCGGTCA
GPAT4 8930 reverse TGGTCACGTATGGATGTGAGA 5’-flankierend 600 60
GPAT4 8931 forward TCCAATGAACACCCAGGACT
GPAT4 8932 reverse ATTGCAGGGGAAAAGGAAAT 5’-flankierend 517 54
GPAT4 8933 forward CCACTGTTGCCCCATCTATT
GPAT4 8934 reverse GATGCTTCCTGAGACGTTCC 5-flankierend 519 60
GPAT4 8935 forward TAACCGATTCACGGAGCATT
GPAT4 8936 reverse GGTTTGTCCACCACTACATGG 5-flankierend 581 60
GPAT4 8937 forward TGGGTTAGTTTGTGCTGTGC
GPAT4 8938 reverse GCTCCTCTGGATGCTCCTC 5’-flankierend 531 60
GPAT4 8939 forward GACCTTGGGGATGAGAGGAG
GPAT4 8940 reverse TGCCAGAAAAAGCCTGATAA 5-flankierend 507 60
GPAT4 8941 forward GGGCAGTATGAGCCATTCC
GPAT4 8942 reverse CAGAGGGTGAGAGCTGAAGG 5’-flankierend 520 60
GPAT4 8943 forward TCTTGGGCAGGAGATACAGG
GPAT4 8944 reverse TTGGCTAACGGCACTTCTCT Exon 1 546 60
GPAT4 8945 forward TCTGATCTGGGGTGACTGG
GPAT4 8946 reverse GGCAGTAGCGGATGAGTACG Exon 2 589 60
GPAT4 8947 forward CAAAAGACCCCACGTCACTA
GPAT4 8948 reverse GGGATCAATACGCCTCTGTC Exon 3 581 60
GPAT4 8949 forward TTGGACCCTACTTCCTGCTG
GPAT4 8950 reverse GCTGCCGAGTCAGTTACCAT Exon 4 530 60
GPAT4 8951 forward GGCAGCAGTGGTTAGATGGT
GPAT4 8952 reverse CCCAGGTCTGAAAGCACACT Exon 5 und 6 501 60
GPAT4 8953 forward CGGTTCTTTGTAGGGTTTTCA
GPAT4 8954 reverse GCGCTTTATTCTATTGCTGGA Exon 7 595 60
GPAT4 8955 forward TGTTCATTAGCCTGCCTTCA
GPAT4 8956 reverse CGGTCCTTTACCCCAGAGAT Exon 8 537 60
GPAT4 8957 forward CTGGGGAGATGACAGGCTTA
GPAT4 8958 reverse GTGAGCCAAAGCAGAGGAGT Exon 9 499 60
GPAT4 8959 forward TTGTTCACAGACCCATGCAG
GPAT4 8960 reverse AGCAACCGCCTCAGAAATC Exon 10 505 60
GPAT4 8961 forward CTTGCAGGCAGAGGAGGAT
GPAT4 8962 reverse GTGGGGAGGGACTTTAATGG Exon 11 und 12 506 60
GPAT4 8963 forwmard GTTCAAGGAGGAGCAGCAGA
GPAT4 8964 reverse ACAGGAACGAACCCCAAAC 3’-flankierend 590 60
GPAT4 8965 forward ACTGGTCCCCCAGCTCAGT
GPAT4 8966 reverse TTCCAGATCGTCTCCTACCC 3’-flankierend 522 60
GPAT4 8967 forward GATGTCTGCTGGGAAGAAGG
GPAT4 8968 reverse AGGAGATGCCGCTGCTAGT 3’-flankierend 561 60
GPAT4 8969 forward ACTGGCTTGACTGGGTTCAG
GPAT4 8970 reverse TGAGAAAACGAAAACCGACA 3’-flankierend 597 60
GPIHBP1 9457 forward CCTGCTCCCTAACACTGCTG
GPIHBP1 9458 reverse GGCTTCTCCCTGAACTTGC 5 flanking 614 60
GPIHBP1 9459 forward ATGCTTGGTGGCTGAGACTG
GPIHBP1 9460 reverse CCCTGCGGCTAATGTCTAAC 5 flanking 593 60
GPIHBP1 9461 forward CCAGGAAGGGTCTCCTCAGT
GPIHBP1 9462 reverse ATCGTGGGTGAGTGACAGG 5 flanking 616 60
GPIHBP1 9463 forward CAACCTCTAGTAAACCCAGCTCA
GPIHBP1 9464 reverse AGGGGCCTTGTTAAGAGCAT 5 flanking 644 60
GPIHBP1 9465 forward ACCTCCTGGGTTGAAGCTCT
GPIHBP1 9466 reverse GGCTCTGAATCTGTGGGAAG 5 flanking 609 60
GPIHBP1 9467 forward AACCGCTCAGGTGGACAG
GPIHBP1 9468 reverse CCCTTCACAGCCCCCTACT Exon 1 617 60
GPIHBP1 9469 forward AGGTCAGAGGGACTGGGAAG
GPIHBP1 9470 reverse CCTCACCAGGACAGTTGTGT Exon 2 625 60
GPIHBP1 9471 forward AGATAAGGGGGCCAGTCCT
GPIHBP1 9472 reverse CAGCAGGATATGGTCGTCAG Exon 3 515 60
GPIHBP1 9473 forward ACCTGACCCGCTCTCTCC
GPIHBP1 9474 reverse CAAGAAGTTGGGGAGCAAAT Exon 4 607 60
GPIHBP1 9475 forwmard ACTGGAAGCACCTGTGATGA
GPIHBP1 9476 reverse CAGCCCTCTCTTTCCCACTC 3 flanking 638 60
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9 Anhang

Tabelle 9.5: Ubersicht diber die bei der Resequenzierung der Kandidatengene GPATY, GPIHBP1 und GC
verwendeten Oligonukleotide

Fragment-  Annealing-
Gen Primer Richtung Sequenz Region linge temperatur
in bp in °C
GPIHBP1 9477 forward GCTTGGGGTGAATGGAATTA
GPIHBP1 9478 reverse CGTTGTCCACCGGCCTAT 3 flanking 621 60
GPIHBP1 9479 forward ACCGTATGTTTCCCCTTTCC
GPIHBP1 9480 reverse CGCTGACACACAAAATGGAC 3’flanking 599 60
GC 8845 forward AGAGCTGGTGTACCCAAACC
GC 8846 reverse GCAAAGCTTGCGTTCCTTAG 5 flanking 516 60
GC 8847 forward TAACTGCCTGTGCCTCTCTG
GC 8848 reverse GTGCATTTTCCCTCCCTCTT 5 flanking 543 60
GC 8849 forward GGTTCTCACTTTTCCCCCTTA
GC 8850 reverse TGCACAAAGGCTACAGCAAG Exon 1 551 60
GC 8851 forward ATGACTGCCCTTGCTTCTGT
GC 8852 reverse TGGATCACAACCTCCCTCTG Exon 1 496 60
GC 8853 forward AAGAAGGCACCCCCAAAAT
GC 8854 reverse CCCCTGAAGCTGAATTGAAG Exon 2 581 60
GC 8855 forward GGAACCCCTCAACTCCATCT
GC 8856 reverse CAGGTATGCGTATTGGTAGGC Exon 3 623 60
GC 8857 forward AGTCACACACCATCCACTCA
GC 8858 reverse TGGGCTGTCTTGGGTTACAG Exon 4 592 60
GC 8859 forward TTTTCTTGACTCGCAGACTTGA
GC 8860 reverse CAGGATACATTGAAAGCAGTGTG Exon 5 645 60
GC 8861 forward AGCAACTCTGGGGGAAATGT
GC 8862 reverse ATGGGCAAAGCAAGTAATGG Exon 6 593 60
GC 8863 forward GGCTTGCTTCAGCTACAAAAA
GC 8864 reverse GGATATGCTCTGGGCTCTGT Exon 7 649 60
GC 8865 forward CAGCAGCAGCAGTACCTTGT
GC 8866 reverse GATTTTGGGGGCCTGTTAAT Exon 8 534 60
GC 8867 forward AAACGTGTTGGAGTCATTTTTAG
GC 8868 reverse ACATGGCACAAAAGCAACTAT Exon 9 481 60
GC 8869 forward AGGAGTTTTATAGTTTCTGATCTTACG
GC 8870 reverse ATGTCCCTGTGGATCTTGGA Exon 10 649 60
GC 8871 forward CTCAGCAGCAGGTTGTATGTTT
GC 8872 reverse TCCTTGGAATTGGCATTACT Exon 11 636 60
GC 8873 forward TGCCATTGTCTTCTCCAAATAA
GC 8874 reverse GGAATGTCGTTTTCCTCCTG Exon 12 606 60
GC 8875 forwmard GGGCCAGAGAGGATATACAGG
GC 8876 reverse AAGACTGAGATGCAATCAAGC Exon 13 522 60
GC 8877 forward TGATGTTAAGCGTGATGATTTGT
GC 8878 reverse CCTGGGCAAAGTAAGCATGT 3’flanking 604 60
GC 9085 forward CCTCCTGTGGATATTTTCTTGC
GC 9086 reverse CCTTTTGGAATCTGTGTGAGG 3’flanking 607 60
GC 9087 forward CCTAGTCCCCAGCCCAGTA
GC 9088 reverse GTTGATGGCTTTTCCTTCCA 3’flanking 521 60
GC 9089 forward TGACCTTAACTCTGCATTTTTACA
GC 9090 reverse TCAGCAGTAGAAGCAACAGCA 3’flanking 558 60
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Tabelle 9.6: Genstruktur der Kandidatengene GPAT/, GPIHBP1 und GC. Die intronische Sequenz ist in
Kleinbuchstaben, die Exonsequenz in Groffbuchstaben dargestellt.

Gen Nr. Exonlénge Position (bp) 3’-Splei3-Akzeptor ... 5’-Spleil-Donor
GPIHBP1 1 467 2.552.580 — 2.552.113 agctgACTCG...GCAAGgtgeg
GPIHBP1 2 116 2.551.571 — 2.551.455 gecagGGAGA...CTCAGgtacc
GPIHBP1 3 110 2.550.837 — 2.550.727 cccagGGCCG...CACTGgtgag
GPIHBP1 4 355 2.550.623 — 2.550.268 cacagAGTCA...GATGAccceg
GPAT/ 1 1000 36.211.800 — 36.212.799  gcectCCCCT... TTGCGgtgag
GPATY 2 70 36.220.385 — 36.220.454  tgcagTGGGC...CAATGgtaag
GPAT/ 3 301 36.220.586 — 36.220.886 tgcagGAATC...CTCAGgtgag
GPAT/ 4 75 36.221.569 — 36.221.643 tacagGATAG...GGGAGgtgag
GPAT/ 5 90 36.222.395 — 36.222.484  cgcagGTTCA...GACAGgtgag
GPAT/ 6 94 36.222.622 — 36.222.715  aacagGAAGA...CCATGgtaag
GPATY 7 116 36.223.362 — 36.223.477  agcagGTGGG...AGAAGgtaaa
GPATY 8 56 36.224.201 — 36.224.256  tgcagGCTGA...AGAGGgtaag
GPATY 9 86 36.224.650 — 36.224.735  tttagGAACC...TCAAGgtagg
GPATY 10 129 36.227.886 — 36.228.014 cgcagTATGA...GACAGgtggg
GPATY 11 80 36.228.008 — 36..228177  tgcagGCACA...CTGTGgteag
GPAT/ 12 658 36.228.357 — 36.229.014  gtcagGGACG...ACTGAatcga
GC 1 308 88.739.367 — 88.739.059  tttgaCAAAG...GAGAGgtaag
GC 2 70 88.723.052 — 88.722.983 gttagGCCGA... TCTTTgtaag
GC 3 133 88.722.131 — 88.721.999 ctcagGTCAA...ACAGGgtagg
Ge 4 212 88.719.977 — 88.719.766  cctagACTTC...GATCGgtaag
GC 5 133 88.716.851 — 88.716.719 tacagATTTA... AAGAGgtagg
GC 6 95 88.716.410 — 88.716.316  tctagAGACT...CTCAGgtaaa
GC 7 127 88.714.625 — 88.714.499 ttcagCCATC...AGGAGgtaag
GC 8 203 88.712.829 — 88.712.627  tgtagCTTCC...GATCAgtaag
GC 9 130 88.711.913 — 88.711.784  gccagGTATA...CAAAGgtaca
GC 10 98 88.709.880 — 88.709.783  tacagGGCCC...AAAAAgtaag
GC 11 133 88.707.891 — 88.707.759  ttcagACTGG...CAGAGgtaag
GC 12 52 88.701.039 — 88.700.988 ttcagATTGA...CTTAAgtaag
GC 13 180 88.696.111 — 88.695.932 cacagACCTC...AATGCtactt
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9 Anhang

Tabelle 9.7: Anteil der durch die einzelnen Chromosomen bzw. QTL erklirten Zuchtwert-Varianz und
additiv-genetischen Varianz fir das Merkmal FPro-ZW bei HF. Fir BTAS5, 14, 20 und 27 ist
jeweils der Anteil an Varianz des Chromosoms abziiglich des durch den QTL erklarten Anteils

angegeben.
Chromosom/QTL Anteil an Standardfehler Anteil an additiv-
Zuchtwert-Varianz [%] genetischer Varianz [%)

BTA1 0,83 0,45 0,96
BTA2 2,08 0,69 2,38
BTA3 2,22 0,73 2,55
BTA4 1,05 0,52 1,20
EPS8-Locus 8,29 2,54 9,52
BTA5 3,14 0,93 3,61
BTAG6 0,98 0,48 1,13
BTAT7 0,75 0,41 0,87
BTAS 1,47 0,58 1,69
BTA9 1,05 0,50 1,20
BTA10 1,87 0,68 2,15
BTA11 2,98 0,83 3,42
BTA12 2,08 0,68 2,39
BTA13 0,59 0,36 0,68
DGATI1-Locus 32,81 6,09 37,65
BTA14 2,41 0,78 2,77
BTA15 1,66 0,61 1,91
BTA16 1,15 0,53 1,32
BTA17 1,18 0,52 1,35
BTA18 0,73 0,41 0,83
BTA19 2,10 0,69 2,41
GHR-Locus 6,79 2,56 7,79
BTA20 0,93 0,57 1,07
BTA21 0,44 0,35 0,50
BTA22 0,73 0,42 0,83
BTA23 0,76 0,45 0,88
BTA24 0,91 0,46 1,05
BTA25 0,49 0,36 0,57
BTA26 0,49 0,31 0,56
GPAT/-Locus 0,81 0,39 0,93
BTA27 0,27 0,30 0,31
BTA28 0,45 0,34 0,52
BTA29 0,96 0,47 1,11
BTX 1,66 0,57 1,91
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Tabelle 9.8: Anteil der durch die einzelnen Chromosomen bzw. QTL erklirten Zuchtwert-Varianz und
additiv-genetischen Varianz fiir das Merkmal FPro10-20 bei HF. Fir BTA5, 14, 20 und 27
ist jeweils der Anteil an erklarter Varianz des Chromosoms abziglich des durch den QTL
erklarten Anteils angegeben.

Chromosom/QTL Anteil an Standardfehler Anteil an additiv-
Zuchtwert-Varianz [%] genetischer Varianz [%)]

BTA1 0,62 0,55 0,76
BTA2 2,24 0,80 2,76
BTA3 5,48 1,32 6,77
BTA4 3,07 0,99 3,79
EPSS§-Locus 0,89 0,56 1,09
BTA5 2,50 0,91 3,09
BTAG 1,26 0,66 1,56
BTA7 2,96 1,00 3,66
BTAS 2,69 0,95 3,32
BTA9 3,07 0,98 3,79
BTA10 1,78 0,80 2,20
BTA11 2,25 0,85 2,78
BTA12 2,92 0,98 3,61
BTA13 1,79 0,79 2,21
DGAT1-Locus 15,65 4,19 19,32
BTA14 2,08 0,82 2,57
BTA15 1,83 0,76 2,26
BTA16 3,13 1,05 3,87
BTA17 1,36 0,64 1,68
BTA18 1,38 0,67 1,71
BTA19 1,46 0,71 1,80
GHR-Locus 1,11 0,77 1,36
BTA20 2,72 1,08 3,36
BTA21 0,80 0,52 0,99
BTA22 0,88 0,56 1,08
BTA23 2,20 0,87 2,72
BTA24 1,22 0,63 1,51
BTA25 0,15 0,38 0,19
BTA26 1,04 0,54 1,28
GPAT/-Locus 3,77 1,31 4,65
BTA27 1,68 0,86 2,07
BTA28 0,29 0,40 0,36
BTA29 1,16 0,59 1,44
BTX 3,26 0,98 4,02

133



9 Anhang

Tabelle 9.9: Anteil der durch die einzelnen Chromosomen bzw. QTL erklirten Zuchtwert-Varianz und
additiv-genetischen Varianz fir das Merkmal FPro-ZW bei FV. Fiur BTAS, 6, 11, 14, 19, 20
und 27 ist jeweils der Anteil an erklarter Varianz des Chromosoms abziglich des durch den
QTL erklarten Anteils angegeben.

Chromosom/QTL Anteil an Standardfehler Anteil an additiv-
Zuchtwert-Varianz [%] genetischer Varianz [%)

BTA1 1,17 0,38 1,26
BTA2 1,19 0,39 1,28
BTA3 1,37 0,42 1,47
BTA4 1,18 0,39 1,27
EPS8-/MGST1-Locus 2,00 0,76 2,14
BTA5 3,25 0,72 3,48
CSN-Locus 1,55 0,54 1,66
BTA6 1,04 0,42 1,12
BTA7T 2,30 0,56 2,47
BTAS8 1,78 0,46 1,91
BTA9 0,87 0,34 0,93
BTA10 1,24 0,40 1,33
PAEP-Locus 1,17 0,42 1,26
BTA11 1,91 0,50 2,04
BTA12 1,64 0,44 1,76
BTA13 1,82 0,48 1,95
DGATI1-Locus 47,25 4,08 50,61
BTA14 0,82 0,36 0,88
BTA15 2,73 0,60 2,92
BTA16 1,93 0,50 2,07
BTA17 1,29 0,40 1,38
BTA1S 0,52 0,27 0,55
FASN-Locus 1,02 0,39 1,09
BTA19 1,44 0,45 1,54
GHR-Locus 2,70 0,89 2,89
BTA20 1,51 0,48 1,61
BTA21 1,14 0,38 1,22
BTA22 0,50 0,27 0,54
BTA23 0,59 0,29 0,64
BTA24 0,62 0,29 0,66
BTA25 0,29 0,20 0,31
BTA26 0,77 0,33 0,82
GPAT4-Locus 0,68 0,31 0,72
BTA27 0,31 0,25 0,34
BTA28 0,48 0,26 0,51
BTA29 0,35 0,24 0,37
BTX 0,94 0,32 1,01
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Tabelle 9.10: Anteil der durch die einzelnen Chromosomen bzw. QTL erklirten Zuchtwert-Varianz und
additiv-genetischen Varianz fir das Merkmal FPro20 bei F'V. Fir BTAS, 6, 11, 14, 19, 20
und 27 ist jeweils der Anteil an erkldarter Varianz des Chromosoms abziglich des durch den
QTL erklirten Anteils angegeben.

Chromosom/QTL Anteil an Standardfehler Anteil an additiv-
Zuchtwert-Varianz [%] genetischer Varianz [%)]

BTAI1 1,03 0,44 1,15
BTA2 1,29 0,47 1,44
BTA3 2,99 0,69 3,34
BTA4 1,66 0,52 1,86
EPS8-/MGST1-Locus 0,26 0,26 0,29
BTA5 3,82 0,86 4,27
CSN-Locus 1,14 0,49 1,27
BTAG6 1,25 0,55 1,40
BTA7 3,70 0,79 4,14
BTAS 2,09 0,62 2,34
BTA9 1,41 0,49 1,58
BTA10 0,81 0,43 0,91
PAEP-Locus 1,31 0,50 1,47
BTA11 2,49 0,69 2,79
BTA12 1,59 0,51 1,77
BTA13 3,14 0,72 3,51
DGAT1-Locus 33,17 4,01 37,11
BTA14 2,14 0,63 2,39
BTA15 2,22 0,61 2,48
BTA16 2,82 0,68 3,15
BTA17 0,96 0,43 1,07
BTA1S 0,50 0,32 0,56
FASN-Locus 1,38 0,50 1,54
BTA19 1,34 0,50 1,49
GHR-Locus 0,63 0,39 0,71
BTA20 1,74 0,56 1,95
BTA21 1,31 0,46 1,47
BTA22 0,61 0,35 0,68
BTA23 0,87 0,40 0,98
BTA24 1,21 0,46 1,36
BTA25 0,79 0,35 0,88
BTA26 0,61 0,34 0,68
GPAT4-Locus 3,11 0,91 3,48
BTA27 0,43 0,34 0,48
BTA28 0,39 0,29 0,44
BTA29 0,83 0,40 0,93
BTX 2,35 0,59 2,63
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9 Anhang

Tabelle 9.11: Anteil der durch die einzelnen Chromosomen bzw. QTL erkldirten Zuchtwert-Varianz und
additiv-genetischen Varianz fir das Merkmal FPro200 bei FV. Fiur BTAS, 6, 11, 14, 19, 20
und 27 ist jeweils der Anteil an erklarter Varianz des Chromosoms abziglich des durch den
QTL erklirten Anteils angegeben.

Chromosom/QTL Anteil an Standardfehler Anteil an additiv-
Zuchtwert-Varianz [%] genetischer Varianz [%)

BTA1 1,82 0,50 2,00
BTA2 1,33 0,45 1,46
BTA3 1,18 0,41 1,30
BTA4 1,04 0,39 1,14
EPS8-/MGST1-Locus 3,51 1,11 3,86
BTA5 2,82 0,71 3,10
CSN-Locus 2,03 0,66 2,24
BTAG 0,87 0,41 0,95
BTA7 2,64 0,63 2,91
BTAS8 1,55 0,44 1,70
BTA9 0,97 0,38 1,07
BTA10 2,15 0,54 2,36
PAEP-Locus 1,20 0,45 1,32
BTA11 1,70 0,49 1,87
BTA12 1,87 0,50 2,06
BTA13 1,42 0,44 1,56
DGATI1-Locus 41,44 4,19 45,60
BTA14 0,97 0,40 1,07
BTA15 2,49 0,59 2,74
BTA16 2,05 0,54 2,25
BTA17 1,08 0,39 1,18
BTA1S 0,22 0,22 0,25
FASN-Locus 0,77 0,34 0,85
BTA19 1,37 0,47 1,51
GHR-Locus 4,88 1,38 5,37
BTA20 1,37 0,51 1,51
BTA21 0,69 0,31 0,76
BTA22 0,41 0,27 0,45
BTA23 0,72 0,34 0,79
BTA24 0,46 0,28 0,50
BTA25 0,43 0,24 0,47
BTA26 1,08 0,42 1,18
GPAT4-Locus 0,09 0,15 0,09
BTA27 0,22 0,24 0,24
BTA28 0,73 0,31 0,81
BTA29 0,62 0,31 0,68
BTX 0,72 0,31 0,79
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9 Anhang

Tabelle 9.13: SNP des DGAT1-Gens aus der Next-Generation-Sequenzierung der FV-Grindertiere.

SNP-ID dbSNP-ID Position Region Allele MAF LD (als r2) Abdeckung
(BTA14) mit BovineHD-
1400000216
DGAT1_1 $s688297225  1.793.616  5’-flankierend T>C C (0,07) 0,19 4,53
DGAT1_2 §s688297226  1.795.176  5’-flankierend C>G G (0,16) 0,00 4,02
DGAT1_3 $s688297227  1.795.536  Exonl G>C (E33D) C (0,02) 0,00 1,84
DGAT1_4 $s688297228  1.796.111  Intronl A>G G (0,01) 0,00 491
DGAT1_5 $s688297229  1.796.252  Intronl Cc>T T (0,01) 0,00 5,02
DGAT1_6 $s688297230  1.797.575 Intronl G>T T (0,01) 0,00 491
DGAT1_7 1.798.948  Intronl G>T T (0,02) 0,15 3,42
DGAT1_8 $s688297231  1.799.066  Intronl A>G G (0,09) 0,35 3,63
DGAT1_9 1.799.151  Intronl C>G G (0,01) 0,00 2,16
DGATI1_10 1.799.456  Intron2 T>G G (0,05) 0,06 2,21
DGAT1_11 ss688297232 1.799.476 Intron2 T>C C (0,14) 0,22 3,77
DGAT1 12 ss688297233  1.799.567 Intron2 T>C C (0,04) 0,09 4,47
DGAT1_13 ss688297234 1.799.707  Intron2 C>T T (0,04) 0,09 4,14
DGAT1_14 ss688297235 1.800.194 Intron2 Cc>T T (0,01) 0,33 3,79
DGAT1_15 ss688297236  1.800.323  Intron2 T>C C (0,01) 0,33 3,51
DGATI1_16 ss688297237 1.800.399 Intron2 G>A A (0,09) 0,35 3,40
DGAT1_17 ss688297238  1.800.439  Intron2 A>G G (0,09) 0,35 3,49
DGAT1_18 ss688297239 1.801.116  Intron2 T>C C (0,12) 0,28 3,37
DGAT1 19  ss688207240 1.801.222 Intron2 T>G G (0,02) 0,00 3,53
DGAT1_20 ss688297241 1.802.265 Exon8 GC>AA (K232A) AA (0,02) 0,66 1,84
DGATI1_21 ss688297243 1.802.779 IntronlO T>G G (0,16) 0,19 0,21
DGAT1_22 ss688297244 1.804.647 3-UTR T>C C (0,04) 1,00 3,12
DGAT1 23 ss688297245 1.805.579  3’-flankierend G>A A (0,02) 0,15 4,35
DGAT1_24 1.805.793  3’-flankierend T>G G (0,07) 0,19 1,40
DGAT1_25 ss688297246  1.805.963  3’-flankierend G>C C (0,08) 0,41 4,14
DGAT1_26 1.806.340  3’-flankierend C>A A (0,02) 0,15 2,51
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Tabelle 9.14: SNP des GPIHBPI1-Gens aus der Resequenzierung des HF-Tierpanels.

SNP-ID  dbSNP-ID Position Region Allele MAF LD (als r?) mit
(BTA14) Hapmap30086-BTC-002066
4123 55688299535 2553998 5’-flankierend G>A G (0,38) 0,60
4124 55688299534 2553653 5’-flankierend C>A C (0,42) 0,43
4125 55688299532 2553525 5’-flankierend G>A G (0,42) 0,43
4126 2553065 5’-flankierend G>A A (0,04) 0,04
4127 2552701 Promotor C>T T (0,04) 0,04
4128 $s688299529 2552574 5-UTR A>G A (0,38) 0,60
4129 55688299528 2551922 Intronl G>C G (0,42) 0,43
4130 2551540  Exon?2 C>T (D28) T (0,04) 0,04
4131 2550904 Intron2 C>T T (0,04) 0,00
4132 55688209527 2550469  Exond C>T (G145)  C (0,42) 0,43
4133 2550370 3’-flankierend C>T T (0,04) 0,04
4134 2550326 3’-flankierend G>T T (0,25) 0,33
4135 55688299526 2550228 3’-flankierend G>A A (0,29) 0,41
4136 ss688299525 2550192 3’-flankierend CCTGT>T T (0,29) 0,41
4137 55688299524 2550078 3’-flankierend T>C T (0,42) 0,43
4138 2549445 3’-flankierend C>T T (0,04) 0,04
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9 Anhang

Tabelle 9.15: SNP des FASN-Gens aus der Next-Generation-Sequenzierung der FV-Grindertiere.

LD (als r2) mit

SNP-ID dbSNP-ID Position Region Allele MAF ARS-BFGL- Abdeckung
(BTA19) NGS-39328
FASN_1 ss700026493  51.383.847  5’-flankierend C>G G (0,26) 0,18 4,47
FASN_ 2 ss700026494  51.384.984 5-UTR C>G C (0,37) 0,76 1,77
FASN_3 $s700026496  51.386.069  Intron 1 G>A A (0,01) 0,01 4,74
FASN_4 ss700026498  51.386.135 Intron 1 G>A A (0,01) 0,02 4,67
FASN_5 ss700026500  51.386.344  Intron 1 A>G G (0,27) 0,19 4,95
FASN_6 ss700026501  51.386.735  Intron 1 C>T T (0,36) 0,13 5,561
FASN_7 ss700026503  51.387.140  Intron 2 C>G G (0,14) 0,08 4,81
FASN_8 $s700026505  51.387.607  Intron 2 Cc>G C (0,33) 0,95 3,91
FASN_9 ss700026506  51.388.187  Intron 3 G>A A (0,14) 0,08 5,65
FASN_ 10 ss700026508 51.388.204 Intron 3 C>T T (0,33) 0,85 5,23
FASN_11 ss700026510 51.388.333 Intron 3 A>G A (0,34) 0,26 5,63
FASN_ 12 ss700026512 51.388.582  Intron 3 G>A A (0,14) 0,02 2,95
FASN_ 13 ss700026513 51.388.790  Intron 3 A>G G (0,16) 0,10 3,60
FASN_14 ss700026515 51.388.923 Intron 3 G>C G (0,24) 0,64 3,60
FASN_ 15 ss700026517 51.388.961 Intron 3 Cc>T T (0,31) 0,03 3,37
FASN_16 ss700026519  51.389.106 Intron 3 A>T T (0,33) 0,02 4,81
FASN_ 17 ss700026520 51.389.943 Intron 5 Cc>T T (0,04) 0,02 3,67
FASN_18 ss700026522 51.389.983 Intron 5 G>T T (0,01) 0,02 4,35
FASN 19 ss700026524 51.390.138 Intron 6 Cc>T T (0,02) 0,01 2,86
FASN_20 ss700026526  51.391.030 Intron 8 G>C C (0,19) 0,12 5,33
FASN_ 21 ss700026527 51.391.057 Intron 8 Cc>T T (0,19) 0,12 4,72
FASN_22 ss700026529 51.391.830 Exon 10 C>T (S509) T (0,43) 0,13 3,84
FASN_23 ss700026531 51.392.422  Intron 11 G>A A (0,01) 0,02 4,51
FASN_24 ss700026533 51.392.541 Intron 11 C>A C (0,43) 0,04 4,19
FASN_25 ss700026534 51.392.698 Intron 11 G>A A (0,01) 0,02 4,58
FASN_ 26  ss700026536  51.393.068 Intron 12 C>T T (0,43) 0,15 2,19
FASN_27 ss700026538 51.393.778  Intron 15 Cc>T T (0,05) 0,03 3,00
FASN_ 28 ss700026540 51.394.254  Intron 16 G>A A (0,07) 0,00 3,98
FASN_29 ss700026541  51.394.689 Intron 18 C>T T (0,27) 0,19 491
FASN_30 ss700026543 51.395.194 Exon 20 C>G (I1056M) G (0,06) 0,03 4,77
FASN_31 ss700026545 51.395.400 Exon 21 G>A (S1099) A (0,28) 0,20 4,07
FASN_32 ss700026547 51.395.439 Exon 21 A>G (E1112) G (0,00) - 4,74
FASN_ 33 ss700026548 51.395.478 Exon 21 G>A (P1125) A (0,08) 0,05 4,77
FASN_34 ss700026550 51.395.532 Exon 21 G>A (Q1143) A (0,28) 0,20 4,09
FASN 35 ss700026552 51.395.652  Intron 21 C>T T (0,49) 0,00 4,58
FASN_36 ss700026554 51.395.684  Intron 21 G>A A (0,23) 0,06 4,49
FASN_37 ss700026555 51.395.766  Intron 21 G>A A (0,22) 0,14 4,26
FASN_38 ss700026557 51.395.812 Intron 21 G>A A (0,22) 0,10 4,02
FASN_39 ss700026559 51.396.588  Intron 22 G>A A (0,06) 0,00 0,35
FASN_40 ss700026561 51.396.995 Exon 23 C>T (G1332) C (0,49) 0,00 3,00
FASN_41 ss700026562  51.397.150  Intron 23 T>G G (0,05) 0,01 2,86
FASN_ 42  ss700026564 51.397.250 Exon 24 T>C (Y1390H) T (0,48) 0,02 3,35
FASN_43 ss700026566 51.398.083 Exon 27 T>C (S1551) T (0,23) 0,06 4,84
FASN_ 44  ss700026567  51.398.557  Intron 28 T>C T (0,23) 0,13 3,51
FASN_45 ss700026569  51.398.824  Intron 29 A>G A (0,47) 0,02 5,28
FASN_46  ss700026571  51.399.648 Exon 32 C>A (L1856I) C (0,48) 0,01 4,56
FASN_ 47 ss700026573 51.399.720  Intron 32 G>A A (0,48) 0,00 4,30
FASN_48 ss700026574 51.400.139 Exon 34 G>A (A1950T) A (0,47) 0,18 5,05
FASN_49 ss700026576 51.400.154 Exon 34 C>T (R1955W) T (0,26) 0,18 4,95
FASN_50 ss700026578  51.400.463 Intron 35 Cc>T T (0,26) 0,04 5,00
FASN_51 ss700026580 51.401.022 Exon 37 C>T (L2113) C (0,24) 0,09 4,42
FASN_52 ss700026583  51.402.032 Exon 39 G>A (A2264T) A (0,23) 0,06 4,53
FASN_53 ss700026585 51.402.431 Intron 40 T>C C (0,02) 0,05 1,56
FASN_54  ss700026587 51.402.771 Exon 42 C>T (F2425) T (0,04) 0,07 2,60
FASN_55 ss700026588  51.402.774 Exon 42 C>T (Y2426) T (0,31) 0,10 2,60
FASN_56  ss700026590 51.402.838 Exon 42 C>T (L2448) T (0,01) 0,02 2,77
FASN_57 ss700026592  51.403.259 3-UTR Cc>T T (0,02) 0,05 3,02
FASN_ 58 ss700026594 51.404.194  3’-flankierend G>A A (0,13) 0,08 7,02
FASN_59 ss700026595 51.404.308 3’-flankierend G>A A (0,01) 0,01 5,88
FASN_60 ss700026597 51.404.963  3’-flankierend A>C A (0,47) 0,01 7,05
FASN_61 ss700026599  51.405.047  3’-flankierend C>T T (0,04) 0,00 6,77
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Tabelle 9.16: SNP des GHR-Gens aus der Next-Generation-Sequenzierung der F'V-Grindertiere.

SNP-ID dbSNP-ID Position Region Alleles MAF LD (als 72) mit Abdeckung
(BTA20) BovineHD2000009150
GHR_1 ss700602479  32.065.846  5’-flankierend T>C C (0,15) 0,14 6,60
GHR_ 2 ss700602477  32.065.580  5’-flankierend C>G G (0,41) 0,15 5,79
GHR_3 ss700602475  32.065.522  5’-flankierend C>A A (0,49) 0,05 6,95
GHR_4 ss700602474  32.065.205  5’-flankierend G>C C (0,49) 0,05 6,93
GHR_5 ss700602472  32.064.279  5’-flankierend G>A A (0,49) 0,05 7,21
GHR_6 ss700601700  31.933.017  Intron3 G>C C (0,43) 0,17 7,60
GHR_7  ss700601470  31.909.478 Exon7 A>T (F279Y) T (0,06) 0,19 7,37
GHR_8 ss700601468  31.909.419  Intron7 A>G G (0,04) 0,01 7,26
GHR_9 $s700601447  31.902.571  Intron7 C>A C (0,11) 0,36 5,86
GHR_10 ss700601445 31.902.448 Intron8 Cc>T C (0,50) 0,10 4,95
GHR_11 ss700601352 31.891.788  Intron8 T>C C (0,50) 0,24 5,60
GHR_12 ss700601350 31.891.618 Exon9 G>A (D365) A (0,34) 0,16 6,33
GHR_13 ss700601348 31.891.447 Exon9 A>G (L422) G (0,01) 0,04 8,42
GHR_ 14 ss700601346  31.891.231 Exon9 A>G (N494) G (0,02) 0,00 6,72
GHR_15 ss700601345 31.891.177 Exon9 C>T (T512) T (0,04) 0,01 5,42
GHR_16 ss700601343 31.891.130 Exon9 T>G (N528T) T (0,28) 0,62 7,09
GHR_17 ss700601341  31.891.107 Exon9 C>T (A536T) T (0,02) 0,00 6,58
GHR_18 ss700601340 31.891.078 Exon9 A>G (H545) A (0,24) 0,76 6,84
GHR_19 ss700601338 31.891.050 Exon9 T>C (S555G) C (0,40) 0,13 7,02
GHR_20 ss700601336 31.891.025 Exon9 G>A (T563I) G (0,00) - 7,19
GHR_21 ss700601334 31.890.904 Exon9 G>A (L603) A (0,30) 0,14 6,42
GHR_22 ss700601333 31.890.791 3-UTR A>G A (0,28) 0,72 5,98
GHR_ 23 ss700601331 31.890.704  3’-flankierend A>G G (0,19) 0,07 4,37
GHR_24 ss700601327 31.890.610 3’-flankierend C>G C (0,26) 0,71 4,72
GHR_ 25 31.890.552  3’-flankierend T>C C (0,04) 0,02 2,60
GHR_26 ss700601316 31.890.499  3’-flankierend A>G G (0,16) 0,06 4,84
GHR_27 ss700601315 31.890.237  3’-flankierend G>A A (0,01) 0,04 6,51
GHR_28 ss700601311 31.889.893  3’-flankierend T>C T (0,24) 0,88 7,02
GHR_29 ss700601310 31.889.823  3’-flankierend C>T T (0,02) 0,00 6,93
GHR_30 ss700601308 31.889.784  3’-flankierend C>T T (0,19) 0,07 7,09
GHR_31 ss700601306 31.889.781  3’-flankierend T>C T (0,45) 0,30 7,02
GHR_32 ss700601304 31.889.774  3’-flankierend C>T T (0,05) 0,00 7,00
GHR_33 ss700601299 31.889.596  3’-flankierend G>T G (0,24) 0,76 5,72
GHR_34 ss700601297 31.889.595  3’-flankierend G>T G (0,24) 0,76 5,79
GHR_35 ss700601295 31.889.529  3’-flankierend A>G A (0,23) 0,82 6,63
GHR_36 ss700601293 31.889.478  3’-flankierend T>C T (0,23) 0,82 6,33
GHR_37 ss700601292 31.889.439  3’-flankierend C>T T (0,19) 0,07 6,09
GHR_38 ss700601290 31.889.047  3’-flankierend G>A G (0,43) 0,25 6,28
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