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Einleitung

1 Einleitung

Die Verfugbarkeit moderner Methoden zur Genotypisierung genomweiter Polymorphismen bei
Nutztieren tragt nicht nur zur genomischen Leistungsvorhersage in Form von Zuchtwerten, son-
dern auch zur Identifizierung kausaler Regionen bei. Basierend auf dem Kopplungsungleichge-
wicht zwischen den verwendeten Markern und der kausalen Variante konnen solche Regionen
detektiert werden, ohne die dem Merkmal zugrunde liegende Mutation zu kennen. Fiir eine opti-
male Nutzung dieser genomischen Informationen in Zuchtprogrammen ist jedoch das Wissen
tiber die ursachliche Variante notwendig. Die Kenntnis tiber alle variablen Positionen im Genom
kann den Vorgang zur Identifizierung der kausalen Mutation mit Hilfe vorhandener Genomse-

quenzen beschleunigen.

Fir eine vollstindige und zuverlassige Aufdeckung der kompletten genomischen Variation ist die
Verfugbarkeit populations- und genomweiter Sequenzinformation erforderlich. Die Re-Sequen-
zierung von Genomen der gesamten Population ist aufgrund der hohen Kosten bisher jedoch
noch nicht realisierbar. Eine kosteneffiziente Methodik zur Abfrage der populationsweiten Vari-
anten ist die Re-Sequenzierung von sogenannten Schlisseltieren, die einen Grofteil der gene-
tischen Diversitat einer Population erklaren. Diese konnen sich bei Populationen mit geringer
effektiver Populationsgrofle auf wenige Tiere beschrianken. Sobald die Sequenzen ausgewéhlter
Schlusseltiere vorliegen, kann die Genomsequenz iiber vorhandene Genotypdaten eines
SNP-Chips mittels Imputation fiir die Nachkommen abgeleitet werden. Eine geringe bis mittlere
Abdeckung des re-sequenzierten Genoms der Schliisseltiere ist fur eine genaue Abfrage der Vari-
anten und den entsprechenden Genotypen ausreichend. Auch seltene Varianten, die bei kom-

plexen Merkmalen eine bedeutende Rolle spielen, konnen abgefragt werden.

Innerhalb der genomischen Variation kommen auch solche Mutationen vor, die zu einer frithzei-
tigen Beendigung der Translation eines Gens fithren und somit ein verkiirztes Protein entstehen
lassen. Einige dieser Varianten konnen einen unbedeutsamen oder auch einen vorteilhaften
Effekt haben, sodass diese Mutationen eine hohere Allelfrequenz aufweisen oder womoglich in
der Population fixiert sind. Andere hingegen fithren zu einer enormen Beeintrachtigung der
Funktion des verkiirzten Proteins. Die Proteinfunktion ist moglicherweise vollstandig verloren.
Diese als vorzeitige Stoppmutationen bezeichneten Varianten sind in vielen Fallen ursdchlich fir

Erkrankungen, die nach Mendelschen Regeln vererbt werden. Aber auch bei komplexen
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Merkmalsauspragungen nehmen sie eine bedeutende Rolle ein. Aufgrund des negativen Se-
lektionsdrucks sind diese schadlichen Mutationen in einer Population selten vorzufinden. Das
Fehlen von Mutationen im homozygoten Zustand deutet auf eine letale Wirkung dieser Variante

hin.

Fir das komplexe Merkmal Totgeburten sind bereits verschiedene solcher Varianten beim Rind
bekannt. Die Totgeburtenrate ist in der Rinderzucht ein 6konomisch wichtiges Merkmal, da der
Verlust eines Kalbes mit hohen Kosten verbunden ist. Neben zahlreichen Umweltbedingungen
wird die Totgeburtenrate von genetischen Faktoren beeinflusst, deren Aufklarung zu einer Ver-
besserung der Uberlebensrate fithren kann. Oft werden Totgeburten durch eng korrelierte Merk-
male begrindet, wie z.B. ein erhohtes Geburtsgewicht des Kalbes und damit einhergehende
Schwierigkeiten bei der Kalbung. Im Genom des Rindes existieren jedoch auch Regionen, die
das Auftreten von Totgeburten direkt beeinflussen. Neben autosomal-rezessiv vererbten Defekten

wird das komplexe Merkmal Totgeburten von weiteren Genorten bestimmt.

Das Ziel dieser Dissertation war es, auf Basis genomweiter Re-Sequenzierungsdaten verschiede-
ner Rinderpopulationen kausale Mutationen fiir verschiedene Phanotypauspragungen zu identi-
fizieren. Dabei wurden potentielle Stoppmutationen systematisch analysiert sowie eine sequenz-
basierte genomweite Assoziationsstudie fiir das Merkmal Totgeburtenrate bei der Rasse Holstein

durchgefiihrt.
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2 Literaturiibersicht
2.1 Identifizierung kausaler Varianten

Die Identifizierung von kausalen Varianten ist notwendig, um diese Information optimal in
einem Zuchtprogramm nutzen zu kénnen (MEuwisseN und Gopparp 2010; EicHLER ef al. 2010).
Die Kenntnis tiber den Tragerstatus eines Tieres bzgl. eines Gendefekts kann die Anpaarung von
heterozygoten Tieren verhindern und somit die Geburt von Kalbern mit Erbdefekten vermeiden.
AuBlerdem kann durch die Implementierung der kausalen Mutationen bei der genomischen
Leistungsvorhersage eine hohere Genauigkeit und ein groBerer Zuchtfortschritt erreicht werden

(MeuwisseN und Gobparp 2010).

In den vergangenen Jahren wurden in zahlreichen Studien beim Rind kausale Regionen oder
auch Mutationen fur phanotypische Merkmale identifiziert (z.B. WINTER e al. 2002; PauscH et al.
2012, 2014; ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN ANmvaLIs, 2014). Die Kartierung dieser Regionen
begann in Rinderpopulationen zunichst mit Hilfe des ,,Granddaughter Designs* (WELLER et al.
1990). Die dafiir verwendeten Mikrosatelliten wiesen jedoch zu grofle Abstinde zueinander auf,
sodass der ursachliche Bereich nur bedingt eingegrenzt werden konnte (VisscHER und GODDARD
2004). Die Verfugbarkeit der bovinen Referenzsequenz (THe Bovine HapMap Consorrium 2009)
ermoglichte die systematische Erfassung von Sequenzpolymorphismen beim Rind, insbesondere
von Einzelnukleotidaustauschen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Mit Hilfe der Positionsinfor-
mation eines Polymorphismus konnen dank verschiedenster Methoden die kausalen Regionen
prazise lokalisiert werden. Der rasante Technologiefortschritt zur Abfrage von SNP-Genotypen
(Eck et al. 2009; MarukumaLL ef al. 2009) sowie die Erstellung und kontinuierliche Verbesserung
der Genomannotation (ZMIN ¢t al. 2009) revolutionierte die Entdeckung kausaler Mutationen
(Nicnoras und Hosss 2014). Einen bedeutenden Einfluss auf die erfolgreiche Identifizierung der
kausalen Regionen hat die Anzahl der untersuchten Individuen sowie die Dichte der verwende-
ten Marker (Riscn 2000; MarukumaLLl et al. 2009). Zur Erreichung einer hoheren Markerdichte
fir moglichst viele Individuen kénnen Datensatze mit unterschiedlichen Markerdichten kombi-
niert und fehlende Genotypen mit hoher Genauigkeit imputiert werden (Pausch et al. 2013). Die

hochste Effizienz wird erreicht, wenn die gesamte genomische Variation in die Analyse integriert
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ist. Je nach genetischer Architektur und phanotypischer Auspragung eines Merkmals werden

unterschiedliche Ansatze zur Identifizierung der kausalen Variante verwendet.

2.1.1 Phinotypbasierter Ansatz

Bei komplexen, quantitativen Merkmalen wird die phanotypische Auspragung von wenigen Gen-
orten mit groBen Effekten und vielen Genorten mit infinitesimal kleinen Effekten bestimmt
(Gopparp und Haves 2009b). Diese dem Phanotyp zugrunde liegenden Genorte werden als
Quantitative Trait Loci (QTL) bezeichnet (GeLbERMANN 1975). Die Aufdeckung dieser QTL
wurde inshesondere durch die Anwendung genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) mittels
hochdichter Markerkarten und der Verfiigharkeit von Phanotypinformationen vieler Individuen
ermoglicht. Fir die Identifizierung eines QTL ist es notwendig, dass der mit dem Merkmal asso-
zilerte Marker mit dem kausalen Quantitative Trait Nukleotid (QTN) mindestens im Kopplungs-
ungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD) liegt (Haves et al. 2010). Das Ausmal} des LD ist
somit entscheidend fir die Detektion der kausalen Region (KHaTkAR ¢t al. 2008). In Populationen
mit einer geringen effektiven Populationsgrofle (N.) liegen groBBere LD-Blocke vor, sodass fiir die
Aufdeckung des QTL eine geringere Anzahl an Markern benétigt wird. Eine weitere Vorausset-
zung fiir die erfolgreiche Detektion von QTL sind moglichst genaue, hoch heritable Phanotypen.
In Rinderpopulationen werden die meisten Phanotypen der Besamungsbullen basierend auf
deren Nachkommen erhoben. Die nachkommenbasierten Zuchtwerte bieten sich aufgrund ihrer
hohen Sicherheit fiir GWAS an, auch wenn die Heritabilitat fiir manche Merkmale niedrig ist
(PauscH et al. 2011). Phanotypen mit niedriger Sicherheit konnten zu falsch-positiven Resultaten
fithren und sollten daher nicht fiir die Anwendung in GWAS genutzt werden (EKINE ef al. 2014).
Die Individuenanzahl ist ein zusatzlicher beeinflussender Faktor fiir eine erfolgreiche Detektion
von QTL. Um auch QTL mit geringem Beitrag an der genetischen Varianz zu identifizieren, ist
je nach Heritabilitit des Merkmals die StichprobengroBe zu erhéhen (Gopparbp und Haves
2009b). Genetische Mechanismen, wie z.B. Epistasie und Pleiotropie erschweren zusatzlich die
Identifizierung solcher QTL (Napeau 2001). Der effizienteste Ansatz ist die Implementierung
aller genomischer Varianten und deren Genotypen, erhoben an einer moéglichst hohen Tieran-

zahl. Somit ist gewahrleistet, dass die kausale Variante im Datensatz enthalten ist.
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2.1.2 Genotypbasierter Ansatz

Beim genotypbasierten Ansatz sind zunidchst keine Phanotypdaten vorhanden. Die Analyse
beruht anfangs ausschlieBlich auf Genotypinformationen. Ein potentieller Phanotyp kann

anschlieBend abgeleitet werden.

2.1.2.1 Missing homozygotes

In den letzten Jahren konnten rezessive Erbdefekte und die zugrundeliegende kausale Mutation
mit Hilfe der Homozygotiekartierung aufgedeckt werden (CHARLIER ef al. 2008; Junc 2013). Zur
Durchfihrung dieser Analyse sind Phanotypdaten von betroffenen Tieren (Falltiere) und Geno-
typinformationen dieser Falltiere sowie zusatzlicher Kontrolltiere notwendig. Nach Anwendung
der Daten in Fall-Kontroll-Studien kénnen homozygote Regionen kartiert und nach potentiell

kausalen Polymorphismen tberpriift werden.

Mutationen, die zum embryonalen oder fetalen Frihtod fithren, sind mit dieser Methodik
schwierig zu detektieren. Im Gegensatz zu genetischen Defekten, die peri- oder postnatal auftre-
ten, ist die Erfassung embryonal letaler Defekte aufgrund der fehlenden Phanotypen erschwert.
Der embryonale Frithtod bleibt oft unerkannt und wird somit haufig Fruchtbarkeitsproblemen
zugeordnet (VANRADEN and MiLLer 2006). Die Verfiigbarkeit zahlreicher und hochdichter Geno-
typen schaffte die Voraussetzung fir die Identifizierung kausaler Mutationen mit letalem Aus-
gang (VANRADEN et al. 2011b; Apams 2012; SONSTEGARD et al. 2013). Mit Hilfe genomischer Daten
konnen Haplotypen, die relativ hdaufig, aber ohne homozygote Genotypen in der Population auf-
treten, lokalisiert werden. Basierend auf dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) kann bei
einer ausreichenden Menge an Genotypen die erwartete Anzahl homozygoter Individuen
berechnet werden. Haplotypen, die bei einer relativ hohen Frequenz ohne homozygote Geno-
typen in Erscheinung treten, stellen letal wirkende, rezessive Kandidaten dar. Fir diese Vor-
gehensweise benotigt man keine Phanotypinformationen eines vom dem Defekt betroffenen Indi-
viduums. Die Methodik basiert allein auf Genotypinformation, ohne der Nutzung phano-

typischer Daten.

2.1.2.2  Vorzeitige Stoppmutationen

Polymorphismen, die ein vorzeitiges Stopp-Codon entstehen lassen, fithren aufgrund des verfrith-

ten Translationsabbruchs zu einem verkiirzten Protein und beeintrachtigen somit dessen
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Funktion. Moglicherweise kann es auch zu einem vollstindigen Proteinverlust kommen. Jedes
Individuum tragt unabhingig von seinem Gesundheitszustand Stoppmutationen, sowohl im
heterozygoten als auch im homozygoten Zustand (YNGVADOTTIR ef al. 2009; MACARTHUR ¢! al.
2012). Die Beeintrachtigung oder der Verlust der Proteinfunktion kann erhebliche Schaden fir
den Organismus mit sich bringen. Beim Menschen sind 15 bis 30% der Mendelschen Erbkrank-
heiten durch einen vorzeitigen Abbruch der Translation bedingt (Mort et al. 2008). Auch beim
Rind sind Stoppmutationen fiir genetische Defekte verantwortlich. So wird die bovine ménnliche
Subfertilitait beim Fleckvieh durch ein vorzeitiges Stopp-Codon im Gen TMEM95 verursacht
(PauscH et al. 2014). Ein weiterer Polymorphismus im Gen PRRGZ, das beim American Angus fiir
den Zwergwuchs verantwortlich ist, verkurzt das kodierte Protein um 85 Aminosauren mit einem
Verlust der funktionellen Kinasedomane (Kortes et al. 2009). LEipPRANDT ef al. (1999) zeigten, dass
der durch eine Stoppmutation verursachte Funktionsverlust der Beta-Mannosidose, welche vom

Gen MANBA kodiert wird, die lysosomale Speicherkrankheit Beta-Mannosidosis auslost.

Aufgrund der gesundheitsschadigenden Wirkung und der damit zusammenhangenden negativen
Selektion der Stoppmutationen treten diese Varianten bei einer niedrigen Allelfrequenz auf, ins-
besondere wenn sie kausal fir eine rezessiv vererbte Erkrankung sind. Stoppmutationen kénnen
aber auch nur geringe oder moglicherweise keinerleir Konsequenzen auf einen Phanotyp haben.
Die Allelfrequenz dieser harmlosen Mutationen kann sich durch zufillige Effekte in beide
Richtungen entwickeln (YNGvADOTTIR et al. 2009). Die von diesen Varianten betroffenen Proteine
haben meist eine untergeordnete Funktion, die womoglich von anderen Proteinen tibernommen
werden kann (Gu ef al. 2003; MACARTHUR ef al. 2012). Beeinflusst eine Stoppmutation ein kom-
plexes Merkmal, konnte der Polymorphismus lediglich einen kleinen Beitrag zur Phano-
typauspragung leisten. Der Verlust einer Proteinfunktion kann jedoch auch vorteilhafte Auswir-
kungen haben, sodass das Allel durch positive Selektion fixiert wird (OrsoN 1999; MAcARTHUR
und Tyrer-Smitan 2010). Beim Menschen sind einige solcher positiv wirkenden Varianten
bekannt. Ein Beispiel ist das von einer Stoppmutation betroffene Gen CASPI2, das fir das Pro-
tein Caspasel2 kodiert. Eine Inaktivierung dieses Gens fihrt zur Resistenz des menschlichen
Organismus gegentiber Sepsis (XUE et al. 2006). Das gezielte Ausschalten von Genen, dem soge-
nannten Knockout, ist somit nicht zwangsldufig mit negativen Resultaten verbunden, sondern
kann sich auch positiv auf den Organismus auswirken und dementsprechend bei der Therapie

bestimmter Erkrankungen ntitzlich sein.
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2.2 Nutzen genomweiter Re-Sequenzierungsdaten

Fir eine optimale Nutzung der Informationen tiber genetische Defekte und QTL sowie deren
Anwendung in Zuchtprogrammen ist die Kenntnis der kausalen Variante erforderlich
(MeuwisseN und Gobpparp 2010; EicHLER ef al. 2010). Da die Markerdichte bislang nicht grof3
genug war, um kausale Regionen mit geringem Effekt identifizieren zu kénnen, war die prazise
Aufklarung quantitativer Merkmal wenig erfolgreich (SNELLING ef al. 2010; PeTERS et al. 2012).
Bisher wurde mittels hochdichter SNP-Arrays und GWAS sowie Homozygotickartierung meist
lediglich die kausale Region identifiziert (VANRADEN et al. 2011b; Pausch et al. 2011; WANG et al.
2012). Nur mit Hilfe der Information des Kopplungsungleichgewichts zwischen den Markern
und der tatsachlichen kausalen Mutation konnte die kausale Region populationsspezifisch detek-
tiert werden (Gopparp und Haves 2009b). Die Ubertragbarkeit und Uberpriifung in andere
Populationen war aufgrund unterschiedlicher LD-Strukturen und ohne Kenntnis der kausalen
Variante nicht moéglich. Die fir das Merkmal ursachlichen DNA-Varianten waren nicht notwen-
digerweise auf den bisher verfiigharen Chips enthalten und konnten nur iber aufwendige
Post-GWAS Studien identifiziert werden. Insbesondere seltene Mutationen, die bei komplexen
Merkmalen von gro8er Bedeutung sind (Bobmer und BoniLra 2008; ScHork et al. 2009), bleiben

bei der Array-Genotypisierung unbertcksichtigt.

Die Einfuhrung von Next-Generation-Sequencing (NGS)-Technologien ermoglicht die Re-Se-
quenzierung kompletter Genome und die vollstindige Aufdeckung der genomischen Variation
(Eck et al. 2009; JANSEN et al. 2013; DAETWYLER et al. 2014). Seit der Veroffentlichung des ersten
diploiden Genoms wurden bereits zahlreiche Genome und Exome re-sequenziert (NG et al. 2008;
STOTHARD et al. 2011; Qru et al. 2012). Es werden nicht nur SNP, sondern auch Insertionen, Dele-
tionen und strukturelle Varianten identifiziert (CoNraD et al. 2010; STOTHARD et al. 2011; MiLLs et
al. 2011). Der groBte Nutzen steckt zweifellos im Einschluss der kausalen Variante in den
Genomsequenzen. Bei der Identifizierung kausaler Regionen oder Varianten wird die LD-Infor-
mation zwischen Marker und kausaler Mutation nicht mehr benotigt. Es besteht nun die Mog-
lichkeit, die Varianten direkt auf Assoziation mit dem vorgegebenen Merkmal zu testen (DRUET et
al. 2014). Ein weiterer Vorteil ist die Abfrage seltener Varianten, die bisher aufgrund der popula-

tionstibergreifenden Nutzung auf SNP-Chips wenig integriert werden konnten (ZHaN et al. 2011).

Trotz der stetig sinkenden Anwendungskosten von NGS-Technologien (WETTERSTRAND 2014) 1st
eine populationsweite Genomresequenzierung aufgrund der weiterhin hohen Kosten- und

Arbeitsintensitit (Davey et al. 2011) jedoch noch nicht realisierbar. In vielen Rinderrassen fiihrt

7
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die intensive Bullenselektion einzelner Tiere in Kombination mit kiinstlicher Besamung zu einem
Absinken ihrer N, wodurch sich die genetische Diversitat dieser Populationen auf wenige soge-
nannte Schlusseltiere beschrankt (Gobparp und Haves 2009a). Die Re-Sequenzierung dieser
Schlusseltiere ist eine kosteneffiziente Losung zur Aufdeckung der genomischen Variation der
gesamten Population (JANSEN ef al. 2013; DAETWYLER et al. 2014). Falls zusatzlich fir die Nachkom-
men hochdichte Genotypinformationen eines SNP-Chips vorliegen, kann deren Sequenz anhand
der Genominformation der Griindertiere anschlieBend mittels Imputation abgeleitet werden
(PauscH et al. 2013). Diese kostengiinstig erschlossene populations- und genomweite Sequenzin-
formation fiir eine grofle Zahl von Individuen gewahrleistet die Identifikation der kausalen Muta-
tion und erspart somit die teure Sequenzierung weiterer Tiere (Howm ef al. 2011; Zeceizt 2011).
Sie kann sowohl fiir die Vorhersage genomisch geschatzter Zuchtwerte als auch fiir die Identifi-
zierung kausaler DNA-Varianten herangezogen werden. Genomisch getestete Bullen konnen
noch eflizienter und kostengtinstiger selektiert werden (ScHAEFFER 2006; BoICHARD ef al. 2012).
Des Weiteren ist eine Uberpriifung der ursichlichen Polymorphismen in anderen Rassen unab-

hangig von der populationsspezifischen LD-Struktur durchfithrbar.

Die populationsweite Imputation der sequenzbasierten Genotypen ist jedoch mit einer Fehlerrate
verbunden (DRrUET e al. 2014). Falsch-positive Ergebnisse konnen entstehen. Seltene Varianten,
deren Genotyp unzuldnglich vorhergesagt wurde, konnen eine geringe Genauigkeit aufweisen
oder moglicherweise gar nicht imputiert werden. Die Anzahl der Individuen sowie die Verwandt-
schaftsstruktur innerhalb der Individuen spielen zusitzlich eine entscheidende Rolle bei der

Imputationsgenauigkeit (HUANG ef al. 2009; DRruET ef al. 2010).

2.3 Merkmal ,,Totgeburten* beim Rind

Das komplexe Merkmal ,, Totgeburten® ist ein funktionell wichtiges Merkmal beim Rind mit
enormem Einfluss auf die Gesundheit und auf die Produktivitait eines Tieres (Lopez DE
Maturana et al. 2007). In der Vergangenheit war eine stetige Erhohung der Totgeburtenrate bei
verschiedenen Rinderpopulationen zu beobachten (MEYER et al. 2001; HANSEN et al. 2004; CoLE et
al. 2007; GHavi HOSSEIN-ZADEH et al. 2008). Insbesondere die Holsteinpopulation weist hohe Tot-
geburtenraten auf (HEINS et al. 2006). Im Vergleich zu anderen Rassen oder Kreuzungstieren sind
in dieser Population mitunter die hochsten Totgeburtenraten zu verzeichnen. Aufgrund der

hohen resultierenden Kosten, die sowohl durch das fehlende Kalb selbst als auch durch anschlie-
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Bende Behandlungen von einhergehenden Fruchtbarkeitsproblemen entstehen, steht die Verbes-

serung dieses Merkmals in hohem Interesse der Landwirte und Zuchtorganisationen.

Die Totgeburtenrate wird in der Zuchtwertschatzung als direktes binares Merkmal erhoben. In
dieses ,,Alles-oder-Nichts“ (0/1) Merkmal flieBen sowohl die Daten totgeborener Kalber ein, als
auch die Daten von Kilbern, die innerhalb von 48 Stunden nach der Geburt verenden. Zusam-
men mit dem genetisch eng korrelierten, subjektiv erhobenen Merkmal Kalbeverlauf wird die

Totgeburtenrate im Zuchtwert Kalbeverlauf berticksichtigt.

In den letzten Jahren wurden vermehrt autosomal rezessive Erbdefekte mit letalem Ausgang
beim Rind identifiziert, die ursachlich fur Totgeburten beim Rind sind (u.a. DROGEMULLER et al.
2010; Burtkamp et al. 2011; Apams 2012; CHARLIER ¢t al. 2012; SONSTEGARD et al. 2013; Fritz et al.
2013). Die identifizierten kausalen Mutationen fithren bereits perinatal zum Tod des Tieres, da
die Kalber aufgrund des Defekts nicht tiberlebensfahig sind. Jedoch konnten Studien zeigen, dass
die Totgeburten nicht allein auf diese Genorte zuriickzufithren sind (Sanana et al. 2011; CoLE et
al. 2014). Weitere Analysen berichten tiber QTL, die mit verschiedenen Kalbeverlaufsmerkmalen
assozilert sind und mit der Totgeburtenrate korrelieren (SEIDENSPINNER et al. 2009; PauscH et al.
2011; SaHANA et al. 2011; Cotk et al. 2014). Etwa 50% der Totgeburten sind Folge einer schwieri-
gen Kalbung (MEvYER ef al. 2000). Ein kausaler QTN konnte bisher noch nicht identifiziert wer-

den.

Die Heritabilitdt des Merkmals ist gering (h* ~ 0,05) (STEINBOCK ef al. 2003; SEIDENSPINNER ¢/ al.
2009). Das Merkmal Totgeburt wird sowohl von verschiedenen genetischen Faktoren - maternale
und direkte Effekte — als auch von Umweltbedingungen und Managementfaktoren beeinflusst. Es
ist eng korreliert mit dem direkten Effekt des Geburtsgewichts des Kalbes sowie wie mit dem
maternalen Einfluss der Trachtigkeitsdauer und dem Geburtsverlauf (MEyerING 1984; STEINBOCK
et al. 2003; JonansoN et al. 2011; EAGLEN et al. 2012). Da nicht alle totgeborenen Kalber aufgrund
einer Schwergeburt mit schwergewichtigen Kélbern oder gestorter Wehenfunktion verenden, ist
der schwere Geburtsverlauf nicht die einzige Ursache fiir Totgeburten (PHiLipsson 1996; HANSEN
et al. 2004). Die Inzidenz von Totgeburten liegt auch bei leichten Geburtsverlaufen, bei denen
keine externe Hilfe benotigt wird, vor. Auch die Anzahl der Kalbungen bzw. die Laktationsan-

zahl der gebarenden Kuh wirkt sich auf die Totgeburtenrate aus (BERGER e al. 1992).
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3 Tiere, Material und Methoden
3.1 Genomweite Re-Sequenzierung mit NGS
3.1.1 Identifizierung von Schliisseltieren im Deutschen Fleckvieh

Tiere, die einen GroBteil der genetischen Diversitat einer Population erkldaren, werden als Schlus-
seltiere bezeichnet. Fiir die Identifizierung von Schlisseltieren der Deutschen Fleckviehpopula-
tion (BFV) waren Pedigreeinformationen von 3645 Tieren verfugbar, die die aktuelle Fleckvieh-
population reprasentieren (Pausch e al. 2012). Die Tiere wurden zwischen 1966 und 2009 gebo-

ren. Die Schlisseltiere dieser Subpopulation wurden iterativ nach Gopparp und Haves (2009a)

mit dem Modell pm=A;1l*cm identifiziert (4 = Zahler der Verwandtschaftsmatrix von m selek-
tierten Tieren mit Pedigreeinformationen seit 1920, ¢ = Vektor der durchschnittlichen Verwandt-
schaft der selektierten Tiere zur gesamten Population, p = Vektor mit dem Anteil der genetischen

Diversitat, der von den m selektierten Tieren erfasst wird).

3.1.2 Auswahl weiterer Tiere

Neben den identifizierten Schlusseltieren des deutschen Fleckvieh wurden zehn zusatzliche BFV-
Tiere re-sequenziert. Zum Einen wurde ein TRIO (ESMERALDA VANSTEIN und VALERO)
analysiert. Die genomische Sequenz VANSTEINSs stand aus Eck ez al. (2009) zur Verfiigung (vgl.
Anhang Tabelle 9.1). Zum Anderen wurden vier BFV-Tiere zur genomweiten Re-Sequenzierung
fiur Erbfehlerstudien ausgewdhlt. Die drei iibrigen BFV-Individuen wurden aufgrund ihrer hohen
Besamungszahlen in der BFV-Population re-sequenziert. Von der Rasse Simmental (SIM) wur-
den 15 Bullen genomweit re-sequenziert. Im Rahmen weiterer Projekte in Kooperation mit dem
Deutschen Holstein Verband (DHV) und der Qualitas AG standen Blut- und Spermaproben von
50 Holstein Tieren (30 Farbrichtung schwarzbunt (HOL), 20 Farbrichtung rotbunt (RED)) und
33 Brown Swiss Bullen (BSW) fiir die genomweite Re-Sequenzierung zur Verfigung. Auflerdem
wurde DNA von lehrstuhlinternen Projekten von drei Nordic Finncattle (NFC) und einem weite-
ren BSW Tier (9741) fur die Analyse mit NGS bereitgestellt. Insgesamt wurden somit 214 Indivi-

duen aus sechs verschiedenen Rinderrassen genomweit re-sequenziert (vgl. Anhang Tabelle 9.1).
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Dartiber hinaus konnte auf die Information des dritten Runs des 1000-Bullen-Genom-Projekts
(DAETWYLER ef al. 2014) zuriickgegriffen werden. Dieser beinhaltete Daten von 16 Rinderrassen

bestehend aus 429 Tieren.

3.1.3 Quantifizierung und Qualititskontrolle der DNA-Proben

Aus vorangegangenen Arbeiten waren die DNA-Proben der Tiere bereits aufbereitet. Die
DNA-Losungen wurden spektralphotometrisch iiber die Absorption bei einer Wellenlange von
260 nm mit dem NanoDrop 1000 Spektrophotometer (ND-1000, Nanodrop Technologies, Wil-
mington, DE, USA) quantifiziert. Zur Uberpriifung auf Proteinriickstinde und zur Kontrolle auf
Verunreinigung aus der Extraktion wurden die Parameter A260/280 sowie A260/230 herange-
zogen. Die 214 Proben, die fiir die genomweite Re-Sequenzierung vorhergesehen waren, wurden

mit dem Qubit®2.0 Fluorometer (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) quantifiziert.

Die Uberpriifung der Qualitit der DNA erfolgte mittels Gelelektrophorese (0,8%iges Agarosegel;
0,001% Ethidiumbromid, 0,5x Tris-Borat-Ethylendiamintetraacetat (IBE)-Puffer, 50 V Span-
nung, 1 h Laufzeit) nach Zugabe von MassRuler DNA Loading Dye (R0621, Thermo Fisher Scienti-
fic (Fermentas), St. Leon-Rot, Deutschland). Diese wurde anschlieBend unter UV-Licht (Wellen-
lange 254 nm) betrachtet. DNA-Proben, die verunreinigt oder degradiert waren, wurden ausge-

schlossen.

3.14 Generierung der Sequenzdaten

Paired-End Bibliotheken (,,Libraries”) wurden mit dem 7rue DNA Sample Prep Kit (Illumina inc.,
San Diego, CA, USA) angefertigt und auf den Geraten GenomeAnalyzerllx (GAIlx), HuSeq2000 und
HiSeq2500 (Illumina inc., San Diego, CA, USA) re-sequenziert. Die Read-Langen betrugen 76
bis 101 bp (vgl. Anhang Tabelle 9.2) bzw. 36 bp beim zusatzlichen Bullen VANSTEIN (Eck et al.
2009). Die resultierenden Reads wurden mit der Software [llumina BaseCaller verarbeitet und in
Jastg-Dateien (Cock et al. 2010) formatiert. Das Alignment der Reads an die bovine Referenzse-
quenz UMD3.1 (University of Maryland) (ZiviN ef al. 2009) erfolgte mit den Standardeinstellun-
gen des Burrows-Wheeler Alignment Tool (BWA, version 0.6.1-r104) (Lt and Dursiv 2009). Die resul-
tierenden SAM (Sequence Alignment Map Format) - Dateien wurden fiir jedes Individuum mit
SAMtools (version 0.1.18) (L1 ef al. 2009a) in die binare Version konvertiert (BAM). PCR-Duplikate
wurden mit der Option MarkDuplicates von PICARD (http://picard.sourceforge.net) identifiziert

und markiert.
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Die genomweiten Sequenzen wurden mittels des ,ntegrative genomic  viewer (IGV)

(THORVALDSDOTTIR et al. 2013) visualisiert.

3.1.5 Identifizierung von Varianten

Innerhalb der 214 genomweit re-sequenzierten Individuen wurden Einzelnukleotidaustausche
(single nucleotide polymorphisms, SNP) sowie kurze Insertionen und Deletionen (InDels) mit dem in
SAMtools (version 0.1.18) implementierten multi-sample SNP-calling Ansatz (mpileup) und
BCFtools identifiziert (L1 ef al. 2009a). Die Genotypen der Polymorphismen wurden mit SAM{ools
(Lt et al. 2009a) abgeleitet. Zur Uberpriifung der an InDels angrenzenden SNP wurde die Option
der extended base alignment quality (BAQ) angewandt. Das X-Chromosom wurde in die rekombinante
pseudoautosomale Region (PAR) und in die nicht-pseudoautosomale Region (non PAR) unter-
teilt. Die PAR wurde bei der Entdeckung der Varianten als ein autosomales Chromosom bertick-
sichtigt (vgl. Anhang Abbildung 9.1). PCR-Duplikate und Reads mit einer Abdeckung grofer als
4576 Reads je Position (ergibt sich aus Anzahl Tiere (n=214) x 2 x durchschnittliche Genomab-
deckung (=10,69 Reads je Position)) wurden bei der Identifizierung der Polymorphismen nicht
berticksichtigt. Die Ableitung der Haplotypen sowie die Imputation fehlender Genotypen wurde

mit der Software Beagle (BrowNING und BrowNinG 2009) durchgefiihrt.

3.1.6 Evaluierung der Varianten

Fir 104 der 214 genomweit re-sequenzierten Tiere waren Genotypinformationen nach der
Genotypisierung mit dem Illumina BovineHD BeadChip (777K) (Illumina, San Diego, USA)
vorhanden. Diese array-basierten Genotypen wurden mit den abgeleiteten Genotypen der
Sequenz verglichen. Als Parameter fir die Verldsslichkeit der Genotypen wurden die von
DePristo et al. (2011) vorgeschlagenen KenngroBen Non-Reference-Sensitivity (INRS),
Non-Reference-Discrepancy (NRD) und die Ubereinstimmung der Genotypen berechnet (Abbil-
dung 3.1.1).
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Abbildung 3.1.1: Berechnung fiir Ubereinstimmung, NRS- und NRD-Rate der
Genotypen

Um die Genawigkeit der sequenz-basierten Genolypen zu ermutteln, wurden diese muit den Array-basierten
Genotypen verglichen. Die Formeln fiir die Berechnung der Ubereinstimmung, NRS- und NRD-Rate der
Genotypen entsprechen denen von DEPRIsTO et al. (2011).

3.1.7 Funktionelle Annotation NGS-basierter Varianten

Die funktionellen Effekte der ungefilterten Varianten wurden basierend auf dem UMD3.1-As-
sembly des bovinen Genoms (ZmMIN ef al. 2009) mit 20.188 Transkripten vorhergesagt. Genmo-
delle mit einem oder mehreren Stopp-Codons innerhalb des offenen Leserahmens (in-frame
Mutationen) wurden nicht berticksichtigt und begrenzten die Annotation der Varianten auf
18.900 proteinkodierende Transkripte, wobei je Gen nur ein Transkript verwendet wurde. 77 der
verwendeten Transkripte waren manuell annotiert (Kapitel 3.3.1). Die Bestimmung der Positio-
nen und die Analyse der Varianten im Promotor (1.000 bp aufwarts vom Transkriptionsstart), im
5" untranslatierten Bereich (untranslated region, UTR), in aminosaurekodierenden Regionen, an
Spleifistellen und im 3'UTR wurden mit einer in MySQL aufgesetzten Datenbank und mit in
Python erstellten Skripten durchgefiihrt. Die Effekte der nicht-synonymen Austausche auf die
Proteinsequenz wurden mit Polyphen2-2 v.2.2.2 (Apzuustt et al. 2010) und SIFT (NG und HENIKOFF
2003) vorhergesagt.

Die Varianten wurden auBBerdem auf bereits bekannte kausale Mutationen fur nach Mendel ver-

erbte Merkmale im bovinen Genom untersucht. Dazu wurden die Positionen der in dieser Arbeit
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identifizierten Varianten mit den Mutationen der OMIA-Datenbank (ONLINE MENDELIAN
InHERITANCE IN ANIMALS 2014) verglichen. Des Weiteren wurde tberpriift, ob Varianten an Posi-

tionen kausaler Mutationen komplexer Merkmale beim Rind in den Genomsequenzen segregie-

ren.
3.2 Genomweite Assoziationsstudien
3.2.1 Genotypdaten und Imputation

Von der Holstein Population wurden Genotypdaten vom lllumina BovineSNP50 BeadChip (54K)
(MarukumaLLL et al. 2009) sowie vom hochdichten Illumina BovineHD BeadChip (777K) von
Vereinigte Informationssysteme Tierhaltung w.V., Verden (vit) zur Verfligung gestellt. Fir 8340
Tiere waren 54K-Genotypen (Genotypisierungrate 95,07%) und fir 345 Individuen
777K-Daten (Genotypisierungsrate 99,26%) vorhanden. Innerhalb der 345 Tiere mit 777K-In-
formation lagen fiir 106 Tiere auch 54K-Daten vor. Zunachst wurden die Haplotypen mit Beagle
(BrRowNING und Browning 2009) abgeleitet und die Daten anschlieBend mittels Imputation mit
der Software Mimimac (Howik et al. 2012) und Standard-Qualititsanforderungen autbereitet (vgl.
Pausch et al. 2013). Fur 9013 Individuen lagen somit Genotypen an 588.145 Positionen (588K)
der Autosomen vor. Durch einen weiteren Schritt wurden die sequenzbasierten Varianten, die in
den 115 HOL- und sicben RED-Tieren des 1000-Bullen-Genom-Projekts (DAETWYLER et al. 2014)
segregieren, via der hochdichten 588K-Genotypen mit Minimac (Howik et al. 2012) imputiert. Die
Varianten setzen sich aus SNP und kurzen InDels zusammen. Somit standen fir die sequenzba-
sierten genomweiten Analysen 17.290.678 variable Positionen fiir 9013 Tiere zur Verfiigung. Auf
Basis des UMD3.1-Assemblys (ZmmiN ef al. 2009) wurden die chromosomalen Positionen der ein-

zelnen Varianten angegeben.

Fir die Qualitiatskontrolle wurde PLINK (v1.90a, https://www.cog-genomics.org/plink?2)
(PUrceLL et al. 2007; YANG et al. 2011) verwendet. Polymorphismen mit einer Frequenz des selte-
neren Allels (minor allele frequency, MAF) unter 0,5% und Varianten, die nicht in mindestens
85% der Tiere ermittelt wurden, wurden verworfen. Des Weiteren wurden variable Positionen,
die nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht lagen (P-Wert < 0,00001) nicht berticksichtigt.
AuBerdem wurden diejenigen Tiere ausgeschlossen, bei denen mehr als 5% der Genotypen fehl-

ten.
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3.2.2 Phinotyp ,,direkte Totgeburten bei Kithen*

Phanotypinformationen des Merkmals direkte Totgeburten bei Kihen (dSBc) waren in Form
konventioneller; nach der Best-Linear-Unbiased-Prediction (BLUP) Methode geschitzter Relativ-
zuchtwerte fiir 8870 Tiere von der vit, Verden vorhanden (Stand Januar 2014). Fir die 8870
Tiere wurde der pedigreebasierte Verwandtschaftskoeffzient mit dem genombasierten Verwandt-
schaftskoeflizienten der genomischen Verwandtschaftsmatrix (GRM) verglichen. Individuen mit
einer extremen Abweichung in ihren Koeffizienten wurden ohne einen Phanotyp ausgewiesen
(n=13), sodass der Phanotyp des Merkmals dirckte Totgeburten bei Kiihen fiir 8857 Tiere zur
Verfugung stand. Die Analysen der deskriptiven Statistitk wurden mit der Open-Source-Software

R (www.r-project.org) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.1 dargestellt.
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Abbildung 3.2.1: Verteilung des Merkmals direkte Totgeburten bei Kiihen

Fiir das Merkmal direkte Totgeburten ber Kiihen lagen 8857 Phéanotypen vor. Das Minimum betrigt 66,53, der

Mittelwert 100,01, der Median 100,27 und das Maximum 125,32. Die Standardabweichung der

Phanotyperteilung betragt 7,19.
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3.2.3 Durchfiihrung der genomweiten Assoziationsstudie

Die genomweite Assoziationsstudie wurde mit Hilfe des gemischten linearen Models aus
EMMAX (KaNG et al. 2010) durchgefiihrt, um den Effekt der Populationsstratifikation zu bertick-
sichtigen. Das entsprechende Modell y = Xb + u + ¢ wurde verwendet, in welchem y den Vektor
der geschitzten Zuchtwerte des jeweiligen untersuchten Merkmals, b den fixen Effekt des Poly-
morphismus und X die Design-Matrix der Polymorphismengenotypen darstellt. u ist der zufallige
polygene Effekt mit (0, 6°,G), wobei 67, die additive genetische Varianz und G die GRM darstellt,
und ¢ ist die nicht erbliche Komponente der zufalligen Variation. Die GRM wurde entsprechend
VaNRapeN (2008) fir die 9013 HOL-Tiere basierend auf den 588K-Genotypen (Kapitel 3.2.1)

aufgestellt.

Die Ergebnisse der Assoziationsstudie wurden nach Uberschreitung der genomweiten und chro-
mosomalen Bonferroni-korrigierten Signifikanzgrenze als signifikant auf genomweiter und chro-

mosomenweiter Ebene angesehen.

3.24 Abschitzung der von den Polymorphismen erklirten Varianz

Die phanotypische Varianz, die durch die genomweiten autosomalen Polymorphismen erklart
wird, wurde mit GCTA (version 1.24) (YaNG et al. 2011) bestimmt. Dazu wurden zunichst die
Dateien der Imputation mit MACH (Lt et al. 2009b) (mach.dose und mach.info) mit GCTA (Yanc
et al. 2011) zu binaren PLINR-Dateien formatiert. Fur jedes bovine Chromosom wurde auf Basis
der genomweiten sequenzbasierten Polymorphismen mit PLINK (v1.90a, https://www.cog-geno-
mics.org/plink?) (YANG et al. 2011) die genomische Verwandtschaftsmatrix erstellt. Die chromoso-
malen Verwandtschaftsmatrizen wurden mit GC7A (YANG et al. 2011) zu einer genomweiten Ver-
wandtschaftsmatrix zusammengefigt. Die Informationen der genomweiten Verwandtschaftsma-

trix diente zur Schitzung des Anteils der genetischen Varianz an der phanotypischen Varianz.

Der Anteil der Varianz, die von einem identifizierten QQTL erklart wird, zur phanotypschen Vari-
anz wurde durch 2pqo’/ 6%, erklirt, wobei p und ¢ die Frequenzen der beiden Allele des signifi-
kantesten Markers des QQTL darstellen, a beschreibt den Allelsubstitutionseffekt des signifikantes-
ten Markers, der aus der Varianz-Komponenten basierten GWAS mit FMMAX (Kanc et al. 2010)
stammt und % ist die additiv-genetische Varianz, die mit Hilfe von REML innerhalb von

EMMAX berechnet wurde. Der Allelsubstitutionseffekt einiger QTN war laut EMMAX groBer als
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die gesamte additiv-genetische Varianz. Dieser Effekt war somitt tiberschétzt. Diese QTN blieben

in weiteren Analysen unberticksichtigt.

3.2.5 Berechnung des Kopplungsungleichgewichts

Das Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD), angegeben als 7, wurde mit
PLINK (v1.90a, https://www.cog-genomics.org/plink2) (YaNG et al. 2011) bestimmt und farblich
im Manhattan-Plot dargestellt. Dabei wurde das LD zwischen dem Top-Marker eines QTL zu
seinen umgebenden Varianten bestimmt. Die Basis bildeten die fiir die GWAS verwendeten

Genotypen der Imputation.

3.3 In-silico-Analysen

3.3.1 Auswahl und Annotation der Kandidatengene

Beruhend auf den Ergebnissen der funktionellen Annotation NGS-basierter Varianten wurden
die Gene ausgewdhlt, in denen ein vorzeitiges Stopp-Codon vorhergesagt wurde. AuBlerdem wur-
den positionelle und mit dem Phénotyp funktionell zusammenhangende Kandidatengene selek-
tiert, welche aus den genomweiten Assoziationsstudien resultierten. Das UMD3.1-Assembly

(ZmN et al. 2009) diente dabei als Grundlage fiir die Position der Gene.

Die Genstruktur der ausgewdhlten Gene wurde mit der Software GENOMETHREADER
(GREMME et al. 2005) unter Verwendung von Expressed-Sequenz-Tags (ESTs) der Spezies Mensch,
Maus, Ratte, Schwein, Hund und Rind, basierend auf dem bovinen Referenzgenom UMD3.1
(ZmiN et al. 2009) und dem bovinen Genindex (Dana-Farber Cancer Institute, 12.0), vorherge-
sagt. Die mit MegaBLAST Bos taurus (http://blast.cbcb.umd.edu/megablast.html) lokalisierten
Referenzsequenzen der Genregionen wurden in diesem Prozess implementiert. Die daraus resul-
tierende .xml-Datei wurde mit dem Apollo Annotation and Curation Tool (v.6.1) (LEws et al. 2002) bear-

beitet.

3.3.2 Charakterisierung der Kandidatengene

Die Konservierung der Kandidatengene erfolgte tiber das Multiple-Sequenz-Alignment mit Hilfe
der Software ClustallV2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Larkin et al. 2007). Die

dafuir verwendeten Sequenzen verschiedener Spezies stammen aus den Datenbanken des Natio-
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nal Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.gov/) und wurden mit

der manuell annotierten Version der bovinen Sequenz (Kapitel 3.3.1) verglichen.

3.3.3 Haplotypenanalyse der Stoppmutationen

Zur Identifizierung der den Kandidatenmutationen zugrunde liegenden Haplotypen standen fiir
die Rasse BFV Genotypinformationen fiir 10.363 Tiere und 614.677 SNP (614K) zur Verfiigung,
die fiir vorangegangene Analysen mittels Imputation autbereitet wurden (vgl. PauscH et al
(2013)). Die aus der Genotypisierung mit dem Illumina BovineSNP50 BeadChip (MATUKUMALLI et
al. 2009) resultierenden Genotypen wurden mit denen des Illumina BovineHD BeadChip kombi-
niert und fehlende Informationen mit Beagle (BRowNING und BrowninG 2009) und Minimac (Howie

et al. 2012) imputiert. Die Haplotypen wurden unter Verwendung der Software Beagle abgeleitet.

3.3.4 Uberpriifung von Mapping-Fehlern

Sequenzregionen mit Mutationen, die in den Genomsequenzen mit Hilfe von SAMtools (version
0.1.18) (Lt et al. 2009a) vorhergesagt wurden, jedoch nicht uber die Sanger-Re-sequenzierung
(Kapitel 3.5) ermittelt werden konnten, wurden mit Hilfe von BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (ArrscHUL ef al. 1990) in der bovinen Refe-
renzsequenz auf eine eindeutige Zuordnung im Genom untersucht. Dabei wurde die Datenbank

. Reference genomics sequences (refseq_genomuc)* in Bos taurus (taxid: 9913) verwendet.

3.4 PCR

3.4.1 Primerdesign

Fir die Amplifikation mittels PCR wurden Primer verwendet, die mit der Software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (Rozex und SkarLeTsky 1999) auf” Basis des UMD3.1-Assem-
blys (ZmviN et al. 2009) designed wurden. Die Primer sollten eine Lange von 20 Nukleotiden und
einen GC-Gehalt von etwa 50% bei einer Schmelztemperatur zwischen 57 und 63°C (Optimum
60°C) aufweisen. Um das Risiko einer Riickfaltung der Primer oder einer Primerdimerbildung
moglichst gering zu halten, wurde auf eine geringe Komplementaritat der Primer geachtet. Die
amplifizierten Produkte sollten eine Lange zwischen 350 und 800 Basen haben. Die verwendeten

Primer sind im Anhang in Tabelle 9.7 aufgefiihrt.

18



Tiere, Material und Methoden

3.4.2 Standard-PCR

Die Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
synthetisiert. Nach der Eluierung der lyophilisierten Primer in Tris-Puffer (10 mM Tris, pH 8,0)
wurde eine Konzentration der Stammlosung der Oligonukleotide auf 100 uM erreicht. Fur die
Anwendung der Primer in der PCR wurde durch Verdiinnung der Stammlésung mit Tris-Puffer
eine Arbeitslosung (5 uM) hergestellt. Fur alle PCR-Reaktionen wurde ein 20 pl Ansatz gewahlt.
Dieser enthielt 10 ng genomische DNA, 1 x Coral Load PCR Pyffer mit 15 mM MgCl, (Qiagen,
Hilden, Deutschland), 0,2 mM dNTP-Mix (K039.1, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,25
pM des Forward- und des Reverse-Primers und 1 U Taq-Polymerase (201203, Qiagen, Hilden,
Deutschland). Unter Verwendung des 7 Professional Basic Gradient-Thermocycler (070-601, Analy-
tik Jena (Biometra), Jena, Deutschland) wurde die PCR amplifiziert. Die angewandten Tempera-
turabldufe umfassten die initiale Denaturierung bei 94°C fur 4 Minuten, die zyklische Wiederho-
lung der Schritte Denaturierung bei 95°C fiir 40s, Annealing bei 60°C fiir 1 min und Elongation
bei 72°C fir 1 min, sowie einen finalen Elongationsschritt bei 72°C fiir 4 min. In der Standard-

einstellung wurden 30 Zyklen implementiert.

Die PCR wurde mit einem 1,5%igem Agarosegel (0,001% Ethidiumbromid, 0,5x TBE-Puffer,
100 V Spannung, 30 min Laufzeit) uberprift. Der GeneRuler 100bp-DNA Ladder (SM0241,

Thermo Fisher Scientific (Fermentas), St. Leon-Rot, Deutschland) diente als Langenstandard.

3.4.3 PCR-Optimierung

Falls die Primer unter den Standard-PCR-Bedingungen nicht optimal funktionierten, wurde fur
diese Oligonukleotide die Annealingtemperatur optimiert. Dies erfolgte durch die Anwendung
eines Temperaturgradienten mit zwolf Temperaturschritten (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 und 64,0°C). AuBerdem wurde die
Zyklenzahl bei schwachen PCR-Produkten auf 35 erhoht. Zusatzlich wurde dem Mastermix
O-Lisung (finale Konzentration 1x) (Qiagen, Hilden, Deutschland) oder Dimethylsulfoxid
(DMSO) (finale Konzentration 5%) (D9170, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) hinzuge-
geben. Bei hohen GC-Gehalten in den zu amplifizierenden Fragmenten erfolgte die Amplifi-
zierung mit der AccuPrime GC-Rich DNA-Polymerase (12337016, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland).
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3.5 Sanger-Re-Sequenzierung

Die mittels PCR amplifizierten Fragmente wurden nach der Kettenabbruchmethode nach
SANGER et al. (1977) re-sequenziert. Dabei wurden die Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Rea-
genzien (4337450, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) und das ABI Prism 3130xl Genetic

Analyzer (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) verwendet.

3.5.1 Aufreinigung der PCR

Um einzelstrangige DNA-Molektile, wie z.B. iiberschussige Primer, aus dem PCR-Produkt zu
entfernen, wurde 2 U Exonuklease 1 (ENOO0581, Thermo Fisher Scientific (Fermentas), St. Leon-
Rot, Deutschland) verwendet. Nach Zugabe von 0,4 U alkaline Phosphatase FastAP (EF0654,
Thermo Fisher Scientific (Fermentas), St. Leon-Rot, Deutschland) wurde der Aufreinigungsan-
satz bet 37°C inkubiert. Die anschlieBende Deaktivierung der Enzyme erfolgte fir 15 min bei
einer Temperatur von 80°C. AnschlieBend wurde das aufgereinigte PCR-Produkt bei -20°C gela-

gert.

3.5.2 Sequenzierreaktion, Aufreinigung und Kapillargelelektrophorese

Die Re-Sequenzierung der Fragmente wurden mit dem Big Dye Terminator v1.1 Gycle Sequencing Kit
(4337450, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Der 10 pl Ansatz der
Sequenzierreaktion bestand aus 0,25 pM Primer, 1x Big Dye Terminator, 1x Big Dye Sequenzierpuffer,
1x Dilutionpuffer (5 mM MgCly, 0,2 mM Tris-HCL, pH 8,0) und dem aufgereinigtem PCR-Pro-
dukt. Es erfolgte eine initiale Denaturierung bei 95°C fiir 20 s, und eine in 25 Zyklen ablaufende
Denaturierung bei 95°C fiir 12 s, Annealing bei 51°C fiir 8 s und Elongation bei 60°C fiir 4 min.

Die Aufreinigung der Sequenzierreaktion wurde mit der Sephadex-Gelfiltrationsmethode durch-
gefihrt. Dabei wurden 25 mg Sephadex G-50 (G5050-100G, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) in MultiScreen HV Platten (MAHVN4510, Merck Millipore, Darmstadt, Deutsch-
land) vorgelegt und mit Wasser aufgefullt. Nach anschlieBender Inkubation bei Raumtemperatur
fir 2 h wurde das tiberschiissige Wasser in der Platte abzentrifugiert (960 g, 5 min). Nach der Ver-
dunnung der Sequenzierreaktion mit 0,1 mM EDTA wurde das Gemisch auf die Sephadex-

Platte pipettiert und anschlieBend mittels Zentrifugation (960g, 5 min) aufgereinigt.

Mittels Kapillargelelektrophorese und der Verwendung des Polymers 5730 POP-7 (4352759, Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland) sowie einer 36 cm 37/30xl & 3100-Kapillare (4315931,
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Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) wurden die Fragmente im ABI Prism 3130xl Genetic
Analyzer (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) aufgetrennt. Die Daten wurden mit der
Run 3130xl Data Collection Software (v.3.0) erfasst.

3.5.3 Analyse der Sanger-Re-Sequenzierung

Die AB Sequencing Analysis Software (0.5.2) wurde fir die qualitative Beurteilung, sowie fiir das
Calling der Basen verwendet. Die Entdeckung von Polymorphismen in den Sequenzen erfolgte
mit der Phred/Phrap/Polyphred/Consed-Software (NICKERSON et al. 1997; Ewing und GREEN
1998; EWING et al. 1998; GOrDON et al. 1998).
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4.1.1

Die Tiere, die fur die genomweite Re-Sequenzierung vorgesehen waren, reprasentieren 87,4%

der genomischen Variation der Deutschen Fleckviehpopulation. Jedoch war es nicht moglich fir

jedes dieser Schliisseltiere DNA zu erhalten, da einige Individuen schon vor Jahren gestorben

waren und kein DNA-fahiges Material mehr zur Verfiigung stand. Die schlieBlich zur Re-Se-

quenzierung ausgewahlten 107 BFV-Tiere tragen 78,1% zur genetischen Diversitit bei, wobel

die zwolf einflussreichsten Tiere bereits 49,2% reprasentieren (Abbildung 4.1.1).
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Abbildung 4.1.1

von 107 BFV-Tieren

Die 107 fiir die Re-Sequenzierung ausgewdhlten Tiere des Deutschen Fleckvieh (BFV) sind nach der Hohe ihres
genetischen Beitrags zur Population sortiert. In grau sind die optimal ausgewdhlten Tiere dargestellt, in blau die aktuell

selektierten Individuen. Fiir funf der insgesamt 112 re-sequenzierten Tiere lagen keine Pedigreeinformationen vor.
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Diese 107 BFV-Tiere gelten nicht alle als Schliisseltiere. Innerhalb dieser 107 BFV-Tiere existiert
das TRIO (VANSTEIN (Eck et al. 2009), ESMERALDA und VALERO), sowie zwei der insge-
samt vier Tiere aus Erbfehlerstudien (58953 und 65657), die keine Grindertiere der BFV-Popu-
lation sind (vgl. Anhang Tabelle 9.1). Aufgrund fehlender Pedigreeinformationen konnte fur die
ubrigen beiden Individuen aus Erbfehlerstudien sowie fiir drei zusatzliche Tiere der Anteil an der
genetischen Diversitat der BFV-Population nicht berechnet werden. Diese wurden fiir den Zweck
der Aufdeckung der Erbfehler als auch aufgrund ihrer hohen Besamungszahlen in der BFV-Po-
pulation (65651, 9735, 9740) fir die genomweite Re-Sequenzierung selektiert. Alles in allem wur-

den 112 BFV-Tiere genomweit re-sequenziert.

4.1.2 Allgemeine Daten der genomweiten Re-Sequenzierung

Insgesamt wurden 68,85 Mrd. paired-end Reads mit einer Lange von 36, 76, 96, 100 und 101
Basen fur die 214 Tiere auf dem GenomeAnalyzerllx (GAIIx), HiSeq2000 und HiSeq2500 (Illumina
inc., San Diego, CA, USA) generiert. 86,6 bis 98,6% (durchschnittlich 97,3%) der Reads konnten
auf die Scaffolds der 30 Chromosomen (Autosomen 1-29, X-Chromosom) der bovinen Referenz-
sequenz (ZmmiIN et al. 2009) mit einer Gesamtlinge von 2,66 Mrd. Basen kartiert werden. Nach
Ausschluss von PCR-Duplikaten in Hohe von 3,6 bis 33,8% (durchschnittlich 9,15%) konnten
netto 88,4% der generierten Reads kartiert werden (MIN: 63,7%, MAX: 94,2%).

30

M

Abbildung 4.1.2: Durchschnittliche Abdeckung der re-sequenzierten 214 Tiere
Dre durchschnittliche Abdeckung des Genoms wird in Reads je Position angegeben. Sie ergibt sich aus der Anzahl

der erfolgreich kartierten Basen im Verhdltnis zur Genomlinge des Rindes (vgl. Anhang “Tabelle 9.3). Jeder Balken
représentiert die Abdeckung des Genoms eines emnzelnen Tieres.
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Nach Berticksichtigung der Readlangen je Tier (vgl. Anhang Tabelle 9.2) lag die Abdeckung zwi-
schen 2,26 und 26,35 Reads je Position (Durchschnitt tiber alle Tiere: 10,69 Reads je Position)
(Abbildung 4.1.2 und vgl. Anhang Tabelle 9.3).

Die Genomsequenzen wurden fiir den vierten Run des 1000-Bullen-Genom-Projekts (DAETWYLER

et al. 2014) zur Verfigung gestellt.

4.1.3 Identifizierung NGS-basierter Varianten

Mit dem multi-sample calling Ansatz (L1 2011) konnten fiir jedes der 214 re-sequenzierten Tiere
Genotypen an 22.937.922 Positionen ermittelt werden, wobei fiir jede Position mindestens ein
Individuum von der UMD3.1-Referenzsequenz (ZmmiN et al. 2009) abweichen muss. An Positio-
nen mit fehlender oder unzureichender Abdeckung wurde fiir das entsprechende Tier der Geno-
typ mit der hochsten Wahrscheinlichkeit basierend auf der gegebenen Allelfrequenz an diesem

Ort bestimmt.
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Abbildung 4.1.3: Verteilung der Genotypqualitit vor und nach der Imputation mit
Beagle

Die Qualitit eines jeden Genotypen wird durch die Phred-skalierte Wahrscheinlichkeit bestimmt. Die Beagle-
Imputation erreicht einen maximalen Qualitatswert von 60. Werte in Hohe von 40 oder 50 wurden mit Beagle
nicht erreicht. Die Werte vor der Beagle-Imputation sind blau, nach der Imputation grau dargestellt.
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Das Phasing und Imputieren der Haplotypen mit Beagle (BRowNING und BrowNing 2009) erhohte
den Anteil an Genotypen mit einem Phred-skalierten Qualitatswert > 10 von 93,51% vor der

Imputation auf’ 97,47% nach der Imputation (Abbildung 4.1.3).

Der Grof3teil der Varianten wurde durch biallelische SNP (90,71%) erklart (vgl. Anhang Tabelle
9.4). Bei 8,51% der identifizierten Polymorphismen handelte es sich um Insertionen/Deletionen
(InDels) (45,52% Insertionen, 54,48% Deletionen). Die verbleibenden 0,78% waren triallelische
Polymorphismen. Die Rate von Transitionen zu Transversionen (T1/Tv) betrug 2,2 (vgl. Anhang
Tabelle 9.5). Die Anzahl biallelischer Varianten je Tier lag zwischen 5,64 Mio. und 6,06 Mio.
nach der Imputation mit Beagle, unabhangig von der Abdeckung des Genoms des Tieres (Abbil-
dung 4.1.4). Das Tier mit der geringsten Genomabdeckung wies nicht die wenigsten Varianten
auf (5,8 Mio. Varianten bei einer Abdeckung von 2,26 Reads je Position), jedoch zeigte dieser
Bulle den hochsten Wert fiir die Varianten, die nicht abgedeckt sind (5487 Positionen). Uber alle
214 Tiere betrug der Anteil biallelischer SNP ohne Abdeckung im Verhiltnis zu den entdeckten
Polymorphismen des einzelnen Tieres 0,008% (n=496) bis 0,94% (n=5487) (durchschnittlich
0,03 Prozent).
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Abbildung 4.1.4: Anzahl entdeckter Varianten in Abhingigkeit zur Genomabdeckung
Die Anzahl varabler Positionen je Indwiduum ergibt sich aus den Positionen, deren Genotyp nach der Imputation
mut Beagle (Brownine und Brownive 2009) vom homozygoten Genotyp der UMDS3. 1-Referenzsequenz  (ZIMIN
et al. 2009) abweicht.
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4.1.4 Evaluierung NGS-basierter Varianten

Zur Bestimmung der Genauigkeit der Genotypen, die aus der genomweiten Re-Sequenzierung
resultierten, wurden diese mit den array-basierten Genotypen verglichen. Fur 104 Individuen der
214 genomweit re-sequenzierten Tiere lagen Genotypen an durchschnittlich 38.761 Positionen

auf Chromosom 1 vor, welches die Ergebnisse der autosomalen Chromosomen reprasentiert

(Abbildung 4.1.5).
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Abbildung 4.1.5: Ubereinstimmung der Genotypen je Chromosom

Die Genotypen der genomweiten Re-Sequenzierung wurden mut den Genotypen fiir jedes Chromosom an den
Positionen vom HD-Chip verglichen. Die Ergebnisse werden fiir drei Individuen dargestellt. Die blauem Rauten
reprasentieren einTier mit einer mittleren Abdeckung (9623: 10,16 Reads je Position), die orangefarbenen Rauten
das Tier mit der hichsten Abdeckung (Esmeralda:26,35 Reads je Position) und die grauen Rauten das Tier mat
der miedrigsten Abdeckung des Genoms (9709: 2,26 Reads je Position).

Die berechneten Werte fir die NRS- und NRD-Rate standen mit der Abdeckung des Tierge-
noms, mit der Anwendung der Beagle-Imputation sowie mit der Zuverladssigkeit der Genotypen,
angegeben als Phred-skalierten Qualitatswert, im engen Zusammenhang (Abbildung 4.1.6). Bei
einer niedrigen Abdeckung (< 7x) war der Einfluss der Beagle-Imputation besonders stark. Das
Tier mit der geringsten Abdeckung (2,26 Reads je Position) wies vor der Imputation mit 24,98%
die insgesamt hochste NRD-Rate auf, welche nach der Imputation nur noch 0,53% betrug. Die
hochsten NRS-Werte bei vergleichbar geringen NRD-Werten wurden mit der Beagle-Imputation

und nach Vernachlassigung der Genotypen mit einem Phred-Wert < 10 festgestellt. Nach der
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Beagle-Imputation und nach Ausschluss der Genotypen mit geringer Qualitit betrug die NRD-
Rate maximal 3,82%, die Ubereinstimmung der Genotypen mindestens 97,21% und die NRS-

Rate mindestens 99,63%.
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Abbildung 4.1.6: Ubereinstimmung, NRD und NRS zwischen NGS-basierten Genotypen
und HD-Genotypen

Die Genotypen, die aus der genomweiten Re-Sequenzierung resultieren, wurden mit den Genolypen an den
Positionen vom HD-Chup verglichen. In grau sind die Werte vor der Beagle-Imputation dargestellt, in blau sind die
Daten nach der Imputation mit Beagle gekennzeichnet. Die Ergebnisse wurden in Bezug zur durchschnittlichen
Abdeckung des Genoms (in Reads je Position) jedes einzelnen Individuums aufsetragen. A Ubereinstimmung der
Genotypen B NRS-Rate der Genotypen C NRD-Rate der Genotypen

4.1.5 Funktionelle Annotation NGS-basierter Varianten

Bei der funktionellen Annotation der genombasierten, entdeckten Mutationen wurde fir jedes
Transkript eine Promotorldnge von 1000 bp festgelegt. Die Ergebnisse der Annotation wurden in

Varianten im Promotorbereich, im Bereich von Splei3stellen und in exonischer Region unterteilt.
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Die exonische Sequenz setzt sich aus dem 3'- und 5'-UTR sowie aus der kodierenden Sequenz

zusamimen.

Von den insgesamt 20.188 verfiigharen Transkripten war fir 18.900 Transkripte die kodierende
Sequenz mit einer Gesamtlange von 28.461.287 bp verfiighar. In 128 Genen konnte weder im
Promotor, noch im exonischen Bereich oder an den Spleifistellen eine Mutation 1dentifiziert wer-
den. In den verbleibenden 18.772 Transkripten wurden 358.391 Varianten annotiert. In der
nicht-kodierenden Region wurden 219.043 Varianten identifiziert, wahrend 139.348 Mutationen
der kodierenden Sequenz des Genoms zugeordnet wurden. Es konnten 72.816 synonyme (syn-
onymous, syn) (52,25%) und 66.532 nicht-synonyme (non-synonymous, non-syn) (47,75%) in der
kodierenden Sequenz identifiziert werden. Von den nicht-synonymen Austauschen wurden 1038
Varianten als ein vorzeitiges Stopp-Codon vorhergesagt und fithren damit zu einem vorzeitigem
Abbruch der Translation (s. Kapitel 4.2). AuBerdem existierten 937 Varianten, die eine Verschie-

bung des Leserahmens der Aminosauresequenz (frame shift) und damit einen vorzeitigen Trans-

lationsstopp verursachten (Abbildung 4.1.7).

N\

B Promotor

u5UTR
kodierend

B 3UTR

B SpleiBstellen

N nicht-synonym
M synonym

Abbildung 4.1.7: Funktionelle Annotation der Varianten

Dre sequenzbasierten Varianten wurden mit in Python geschriebenen Skripten und den auf Basis der UMD3. 1-
Referenzsequenz (Zmav et al. 2009) enthaltenen Transkripten funktionell annotiert.

Bei der Vorhersage der potentiellen Effekte der nicht-synonymen Austausche mit Polyphen2-2
0.2.2.2 (ApzHUBEI et al. 2010) wurden 12,66% als ,,possibly damaging®, 15,29% als ,,probably
damaging® und 61,76% als ,,benign® eingestuft. Fir die verbleibenden Varianten (10,29%)
konnte kein Effekt prognostiziert werden. SIF7 (Nc und Henkorr 2003) charakterisierte 9,08%
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der nicht-synonymen Austausche als ,,deleterious®; als ,,tolerated” wurden 66,13% eingestuft.

4,49% Aminosaureaustausche konnten nicht bewertet werden.

4.1.6 Identifizierung bekannter kausaler Varianten

Von den insgesamt 93 FEintragen der OMIA-Datenbank (ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN
AnmvaLs 2014) sind 85 Gene bekannt, in denen beim Rind eine Mutation fiir einen vererbten
Defekt oder Phanotyp als kausal postuliert wird. In den Genomsequenzen der 214 Tiere konnten
762 Mutationen im kodierenden Bereich von 71 Genen der OMIA-Datenbank identifiziert wer-
den. 315 dieser Varianten fithrten zu einem Aminosaureaustausch, wovon funf ein vorzeitiges

Stopp-Codon verursachten.

Fir die Identifizierung bereits bekannter kausaler Varianten der OMIA-Datenbank konnten die
UMD3.1-Positionen fiir 83 der in der Datenbank verfiigharen Mutationen abgeleitet werden. EIf
bereits bekannte kausale Varianten segregieren in mindestens einer der in dieser vorliegenden

Arbeit analysierten Rassen (s. Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Identifizierte OMIA-Mutationen in den Rassen

Allelfrequenz

Gen Strang OMIA Chr Position REF ALT

NFC SIM HOL BSW BFV RED
APAFT + 000001 5 63150400 (¢ T 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,025
BCO2 + 001079 15 22877552 G A 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000
KDSR - 000939 24 62138835 G A 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,000
MCIR + 001199 18 14757924 G - 0,500 0,967 0,033 0,015 0,978 0,950
MITF - 000214 22 31769189 A T 0,000 0,067 0,000 0,647 0,129 0,050

MOCS1 - 001541 23 13833868 CA - 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009 0,000

RASGRP?2 - 001003 29 43599204 T C 0,000 0,033 0,000 0,000 0,076 0,000
SHBG + 001827 19 27956790 C T 0,000 0,033 0,000 0,000 0,027 0,000
SLC3543 - 001340 3 43412427 G T 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000
SMC2 + 001824 8 95410507 T C 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000

TMEM95 + 001902 19 27689622 C A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,098 0,000
Die Spalte OMIA enthdlt die Information zur dazugehirigen Identifikationsnummer; Chr entspricht dem bovinen
Chromosom, auf dem die Mutation lokalisiert ist; REF steht fiir das Allel in der Referenzsequenz; ALT beschreibt
das alternatve Allel der Mutation. Die Rassen sind mat thren Abkiirzungen dargestellt (NFC = Nordic Finncattle,
SIM = Simmental, HOL = Holstein, Farbrichtung schwarzbunt, BSW = Brown Swiss, BFV = Fleckvieh,
RED = Holstein, Farbrichtung rotbunt).

Das Gen APAFI enthidlt eine Variante, die mit dem Haplotyp HHI vererbt wird und zum frih-
zeitigem Abort fihrt (OMIA 000001-9913; Chr5: 63.150.400) (VANRADEN et al. 2011b; Apams
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2012; Fri1z et al. 2013). Das vorzeitige Stopp-Codon wurde in der Sequenz eines einzelnen RED-
Tieres identifiziert. Der SNP im Gen BCOZ2, der den Anteil des sogenannten gelben Fettes in der
Milch beeinflusst, konnte in einem HOL-Tier (MAGNUM) heterozygot detektiert werden
(OMIA 001079-9913; Chrl5: 22.877.552; ¢.306G>A) (BErry e al. 2009). Das resultierende vor-
zeitige Stopp-Codon (p.W102X) wirkt sich auf den Gehalt des B-Karotins in der Milch aus. Die
spinale muskuldare Atrophie (SMA) beim Rind (OMIA 000939-9913; Chr24: 62.138.835) ist auf
einen nicht-synonymen Austausch im Gen ADSR (p.A59T) zurtickzufithren (MEDUGORAC et al.
2003; Kress et al. 2007; VANRADEN et al. 2011b). Aus dem vorliegenden Datensatz geht ein BSW-
Tier hervor, das Anlagetrager fur diese Mutation ist. In den anderen Rassen ist die Mutation
nicht zu beobachten. Die Basendeletion in MCI/R (OMIA 001199-9913; Chrl18: 14.757.924,
c.310delG), die die Produktion von Eumelanin und Phaomelanin und somit die Authellung der
Fellfarbe bestimmt, lag mit einer Allelfrequenz von 68,2% in den 214 Tieren vor. Das rezessive
Allel ¢ fihrt im homozygoten Zustand zur typischen roten bzw. gelben Fellfarbe beim Rind und
wird daher als Rotfaktor bezeichnet (KLUNGLAND ez al. 1995). Diese Mutation wurde in allen sechs
Rassen gefunden, wobei der homozygote Genotyp fur das alternative Allel nur bei den Populatio-
nen beobachtet wurde, in denen die rote Fellfarbe charakteristisch fur die entsprechende Rasse ist
(SIM, BFV und RED). In diesen Populationen wurde wie erwartet kein Tier mit dem homozygo-
ten Genotyp fiir das Referenzallel gesichtet. Nur in den Rassen HOL und BSW existierte der
REF-homozygote Genotyp, der fiir die dunkle Fellpigmentierung dieser Tiere verantwortlich ist.
Eine weitere, fiir die Farbvererbung relevante Mutation ist ein intronischer SNP im Gen MITF.
Er wird fir die Auspragung weiler Flecken im Fell als kausal beschrieben (OMIA 000214-9913;
Chr22: 31.769.189) (Fontanest e/ al. 2012). Die gescheckten Rassen (NFC, SIM, HOL, BFV,
RED) wiesen eine signifikant hohere Allelfrequenz fiir das Referenzallel A auf, wahrend die ein-
farbige Rasse BSW einen erhohten Anteil des alternativen T-Allel zeigt (AF = 0,647). Ein BFV-
Tier wurde mit dem ALT-homozygoten und fiinf BSW-Tiere mit dem REF-homozygoten Geno-
typ beobachtet. Die fiir die Arachnomelie verantwortliche 2bp-Deletion im Gen MOCS! konnte
in zwel der genomweit re-sequenzierten BFV-Tiere heterozygot beobachtet werden (OMIA
001541-9913; Chr23: 13.833.86; c.1224_1225delCA) (Burrkamp et al. 2011). Kein Tier einer
anderen Rasse zeigte das mutierte Allel. Da der Defekt der Spinnengliedrigkeit in anderen Ras-
sen von Mutationen in abweichenden Genen ausgelost wird (DROGEMULLER ef al. 2010; Burrkamp
et al. 2011), ist es unwahrscheinlich, dass die auf dem bovinen Chromosom 23 lokalisierte Vari-

ante in anderen Rinderpopulationen auBler der BFV- und SIM-Population beobachtet werden
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kann. Ein nicht-synonymer Aminosaureaustausch (p.L234P), der fir die Thrombopathie in SIM-
Tieren als kausal postuliert wird (OMIA 001001-9913; Chr29:43.599.204; c¢.701C>T)
(Boubreaux e al. 2007), wurde in SIM- und BFV-Tieren identifiziert. Bestatigt werden konnte
dies durch ein Tier, das im Rahmen eines Thrombopathie-Projekts am Lehrstuhl fiir Tierzucht
der Technischen Universitait Minchen genomweit resequenziert wurde und den homozygoten
Genotyp fir diese Variante tragt. Jedoch kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass diese
Variante die tatsachlich kausale Mutation fiir die Blutgerinnungsstérung ist (Junc 2013). Fritz et
al. (2013) identifizierten in der Rasse Montbéliarde einen Haplotypen (MH1), der nie im homo-
zygoten Zustand vorzufinden war und mit Fruchtbarkeitsstorungen und Embryosterblichkeit
assozilert wurde. In dem Haplotyp ist das Gen SHBG lokalisiert, das die von Fritz et al. (2013)
beschriebene kausale Variante tragt. Die Variante fithrt zu einem vorzeitigen Stopp-Codon und
somit zu einem verkirzten Protein (OMIA 001827-9913; Chrl9: 27.956.790; c.154C>T;
p-Q52X). Auf Basis der vorliegenden 214 Genomsequenzen konnte diese potentiell kausale
Mutation und somit auch MH1 in der SIM- und BFV-Population beobachtet werden. In einem
BFV-Tier MANGFALL; ID 9770) wurde der homozygote Genotyp T'T entdeckt, was der Theo-
rie des fruhzeitigen Aborts widersprechen wiirde. Die Position der Mutation in diesem Indivi-
duum war gering abgedeckt (6-fach) und wies eine sehr niedrige Genotypqualitit (5) auf. Der
NGS-basierte homozygote Genotyp in diesem Tier an dieser Position wurde mit Hilfe der Sanger-
Re-Sequenzierung widerlegt. Die populationsweite Genotypisierung an dieser Position mit einem
TagMan®-Assay identifizierte jedoch ein homozygotes Tier. Der Genotyp wurde zusatzlich mit-
tels Sanger-Re-Sequenzierung bestatigt. Aufgrund des Auftretens von mindestens einem homozy-
goten Tier ist diese Mutation nicht die kausale Variante fur die Embryosterblichkeit. Die von
Frirz et al. (2013) vorgeschlagene Theorie konnte damit in der BFV-Population widerlegt werden
(s. Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Genotypen der Stoppmutation in SHBG

Genotypen
CC CT TT
Anzahl 1724 63 1

Die Genotypen fiir die Punktmutation, die zu eitnem vorzeitigem Stopp-Codon tm Gen SHBG fiihrt, wurde muttels
TagMan® -Typisierung fiir insgesamt 1788 zufillig ausgewdihlte BFV Tiere ermuttelt.

Der Holstein Haplotyp 3 (HH3) ist ahnlich wie HH1 und HH2 mit einem frihzeitigem Abort
assoziiert (OMIA 001824-9913; Chr8: 95.410.507) (VANRADEN ef al. 2011b; Fritz et al. 2013).
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McCLure et al. (2014) identifizierten die dafir zugrunde liegende Mutation im Gen SMC2
(p-F1135S). Die kausale Variante konnte in dieser Studie ausschlieflich in der HOL-Rasse in drei
Tieren heterozygot identifiziert werden. Die fur die komplexe Verformung der Wirbelsaule bei
HOL kausale Mutation in SLC3543 (OMIA 001340-9913; Chr3: 43.412.427) (THOMSEN et al.
2006) konnte in einem in dieser Studie genomweit re-sequenzierten HOL-Tier heterozygot beob-
achtet werden. Kein Individuum einer anderen Rasse wies diese Variante auf. Eine weitere kau-
sale Mutation im Gen TMEMY9), die zur mannlichen Subfertilitit beim Rind fihrt, trugen zwet
Individuen homozygot (OMIA 001902-9913; Chrl19: 27689622; c¢.483C>A; p.C161X) (PauscH et
al. 2014). Diese Variante wurde mittels 43 genomweit re-sequenzierter BFV-Tiere, die im vorlie-

gend analysierten Datensatz der 214 Tiere enthalten sind, identifiziert.

Nicht nur Polymorphismen fiir autosomal rezessiv vererbte Defekte oder Merkmale konnten in
den vorliegenden Genomsequenzen detektiert werden, sondern auch Allelaustausche, die mit
quantitativen Merkmalen assoziiert sind (Tabelle 4.3). Von den insgesamt funf bekannten Varian-
ten beeinflussen vier die Gehalte an Inhaltsstoffen und die Menge der Milch. COHEN-ZINDER et al.
(2005) konnten im Gen ABCG2 eine A>C-Substitution identifizieren, die zu einem Aminosdure-
austausch an der 581. Position im Protein fithrt (p.Y581S). Dabei wirkt sich das C-Allel negativ
auf die Milchleistung aus. Dieser SNP segregiert innerhalb der 214 Tiere nur innerhalb der
RED-Population in einem Tier (ROCHESTER) heterozygot. Zwei gekoppelte Mutationen im
kodierenden Bereich des DGATI-Gens (c.694_695 GC>AA) bestimmen den Fettgehalt der Milch
sowlie die Milchmenge (GRIsaRT et al. 2002; WINTER et al. 2002). Tiere mit den beiden A-Allelen
tragen anstelle der Aminosiaure Alanin die Aminosaure Lysin an der 232. Position im Protein,
welches zur extremen Erhohung der Milchleistung und des Fettgehaltes in der Milch fithrt. Diese
Mutationen wurde in den Rassen SIM, HOL, BFV und RED mit einer Allelfrequenz von weni-
ger als 40% beobachtet, wobei nur in BFV, HOL und RED homozygote Tiere vorlagen. Dage-
gen segregiert der Polymorphismus in GHR, der eine ahnliche Wirkung wie die Varianten in
DGATI aufweist (BLott et al. 2003; Virtara et al. 2006), in allen der untersuchten Rassen mit einer
Allelfrequenz von mindesten 6%. Das aufgrund des T>A-Allelaustauschs entstehende Tyrosin
(p-F279Y) bewirkt einen Anstieg der Milchmenge bei gleichzeitig sinkendem Gehalt an In-
haltsstoffen. Von den 214 genomweit re-sequenzierten Tieren tragen vier Individuen aus drei
Rassen (SIM, HOL und RED) den homozygoten Genotyp. Ein weiterer nicht-synonymer Aus-

tausch im Gen PRLR steuert aulerdem die Menge an Protein und Fett in der Milch (Virrara et al.
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2006). Die gekoppelten SNP verursachen die Substitution der Aminosdauren Serin zu Asparagin
(p-S18N). Das die Protein- und Fettmenge erhohende Asparagin-Allel liegt in allen Rassen in
allen drei Genotypvariationen vor. Eine hohe Frequenz (AF > 0,8) fiir das auf den Inhaltsstoffge-
halt positiv wirkende Allel war in den Rassen NFC, HOL und RED zu erkennen.

Tabelle 4.3: Identifizierte QTN in den Rassen

Allelfrequenz
Gen Merkmal Chr Position REF ALT
NFC SIM HOL BSW BFV RED
Milchmenge und ;
ABCG2 6 38.027.010 A C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,025

-zusammensetzung
1.802.265 G A 0,000 0,100 0,400 0,000 0,067 0,400

DGATI  Fettgehalt, Milchmenge 14
1.802.266 c A 0,000 0,100 0,400 0,000 0,067 0,400

Milchmenge und

-Zusammensetzung

GHR 20 31.909.478 A T 0,167 0,200 0,150 0,103 0,063 0,175

NCAPG fetales Wachstum 6 38.777.311 T G 0,167 0,600 0,383 1,000 0,786 0,300

. Proein-und Feti- 3911534 G A 0833 0367 0883 0176 0282 0800
menge 39.115345 G A 0833 0367 0883 0,176 0,232 0,800

Die Gene mit bekannten QTN sind alphabetisch sortiert. Die Spalte Chr entspricht dem bovinen Chromosom, auf
dem die Mutation lokalisiert ist; REF steht fiir das Allel in der Referenzsequenz; ALT beschreibt das alternative
Allel der Mutation. Die Rassen sind mut thren Abkiirzungen dargestellt (NFC = Nordic Finncattle, SIM = Sim-
mental, HOL = Holstein, Farbrichtung schwarzbunt, BSW = Brown Swiss, BFV = Fleckvieh, RED = Hol-

stein, Farbrichtung rotbunt).

Der fir das fetale Wachstum kausale QTN in NCAPG (EBerLEIN ¢f al. 2009), der eine Verin-
derung von Isoleucin zu Methionin herbeifiihrt, segregiert in den re-sequenzierten 214 Tieren.
Das wachstumsfordernde Methionin-Allel liegt bei der BSW-Population ausschlieflich homozy-
got vor (AF = 1), wiahrend es bei den anderen vier Rassen mindestens als heterozygoter Genotyp
in Erscheinung tritt. Die hohe Allelfrequenz in BFV und SIM (AF > 0,6) steht den niedrigeren
Allelfrequenzen in HOL und RED gegentiber (AF = 0,3 bis 0,4).

4.2 Verifizierung vorzeitiger Stopp-Codons

Mit Hilfe der funktionellen Charakterisierung der aus der genomweiten Re-Sequenzierung vor-
liegenden Varianten konnten 1038 vorzeitige Stopp-Codons vorhergesagt werden. Nachdem
diese hinsichtlich der hochsten Variantenqualitit (QUAL=999) als Parameter fir die Zuverlassig-
keit gefiltert wurden, verblieben 642 Stoppmutationen. 424 Varianten wurden in Genen lokali-

siert, die bisher noch nicht beschrieben (z.B. ,,LOCs*) oder die dem Hauptkompatibilititskomplex
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eingegliedert wurden. Diese Mutationen wurden fiir weitere Analysen ausgenommen. Die ver-
bleibenden 215 Stopp-Codons wurden in 197 verschiedenen Genen ermittelt. Um Stopp-Co-
dons, die aufgrund von Annotationsfehlern entstanden sind, auszuschliefen, wurden diese Gene
manuell reannotiert (GENOMETHREADER und Apollo Annotation and Curation Tool (v.6.1)). 65 vor-
zeitige Stoppmutationen wurden so aufgrund einer fehlerhaften Annotation der kodierenden

Sequenz der Gene entfernt.

Die Uberpriifung der verbleibenden Mutationen erfolgte mittels Re-Sequenzierung nach Sanger.

Neun Varianten konnten aufgrund uneindeutiger Amplifikationsprodukte nicht weiter untersucht

werden.
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Abbildung 4.2.1: Multiple Varianten innerhalb eines Codons

Wird e vorzeitiges Stopp-Codon auf Basis eines emnzelnen SNP vorhergesagt, obwohl auf dem gleichen
Haplotyp emne weitere Mutation in  demselben Codon vorliegt, entsteht anstelle des Stopp-Codons ein
Aminoséureaustausch (CAG — TGG)(A). Beruht die Vorhersage eines vorzeitiges Stopp-Codons auf  der
vollstindigen Kopplung zweier SNP innerhalb emes Codons, obwohl diese nicht gekoppelt sind, entstehen anstelle
der Stopp-Codons zwer Aminosdureaustausche (GCA — TCA und GAA)(B).

Beim Auftreten mehrerer SNP innerhalb eines Codons konnen diese auf unterschiedlichen
Haplotypen lokalisiert sein oder im vollstindigen Kopplungsungleichgewicht vorliegen. Der funk-
tionelle Effekt der einzelnen SNP kann sich von dem der gekoppelten SNP unterscheiden. Alle
hoch qualitativen vorzeitigen Stopp-Codons wurden mit Hilfe der Visualisierung im IGV

(THORVALDSDOTTIR e al. 2013) auf multiple Varianten untersucht. Diese Analyse identifizierte 26
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vorhergesagte Stopp-Codons, die auf multiplen Varianten beruhen. Unter diesen 26 vorzeitigen
Stopp-Codons waren solche, die auf Basis eines einzelnen SNP vorhergesagt wurden, jedoch auf-
grund eines mittels Sanger-Re-Sequenzierung identifizierten gekoppelten SNP in demselben
Codon zu einem Aminosaureaustausch fithrten. Die Stoppmutation wurde somit aufgelost
(Abbildung 4.2.1(A)). Bei anderen vorhergesagten vorzeitigen Stopp-Codons mit multiplen Vari-
anten wurde ein vollstandiges Kopplungsungleichgewicht zwischen den umliegenden Mutationen
vorausgesetzt. Falls die Varianten auf unterschiedlichen Haplotypen lokalisiert wurden und somit
kein vollstandiges Kopplungsungleichgewicht bestand, entstanden anstelle des vorzeitigen Stopp-
Codons zwel Aminosdaureaustausche (Abbildung 4.2.1(B)). Diese falsch vorhergesagten Stoppmu-

tationen wurden verworfen.

Bei der Auswertung der Re-Sequenzierung konnten 15 Mutationen nicht detektiert werden. Mit-
tels lokaler BLAST-Suche (ArtscHuL ef al. 1990) gegen das UMD3.1-Assembly des Rindes wur-
den diese Reads mit hoherer Ubereinstimmung an anderen Stellen des Rindergenoms lokalisiert.
Die Mutationen wurden durch fehlerhaftes Alignment der Reads hervorgerufen und stellen
keinen echten SNP dar. Diese aufgrund von Alignmentfehlern entstandenen Mutationen wurden

fiir weitere Analysen nicht beruicksichtigt.

Nach Anwendung gezielter Filter verblieben von den 1038 vorzeitigen Stopp-Codons 100 hoch
qualitative Stoppmutationen in 94 verschiedenen Genen, von denen 91 Varianten auch im
1000-Bullen-Genom-Projekt identifiziert wurden (vgl. Anhang Tabelle 9.6). Die meisten Gene
beinhalteten eine Stoppmutation; sechs Gene wiesen zwel Stoppmutationen auf. Dieser Daten-
satz enthalt zuverlassige Varianten, die ein vorzeitiges Stopp-Codon einleiten und somit zu einer
Veranderung oder zu einem Verlust der Proteinfunktion fithren konnen (Loss of function = Lok).
Weitere Mutationen, die die Translation eines Gens vorzeitig abbrechen und die Funktion des
Proteins beeintrachtigen konnen, wie z.B. nicht-synonyme Austausche, wurden nicht bertcksich-
tigt. Die Analyse konzentriert sich ausschlieBlich auf Mutationen, die zum potentiellen Knockout

eines Gens fuhren konnen.

4.2.1 Potentielle Auswirkungen vorzeitiger Stopp-Codons auf die
Proteinsequenz

Um das potentielle Ausmal} der LoF-Varianten auf das Genprodukt zu bestimmen, wurde fir
jede Mutation uberpriift, ob sie bei Rind, Mensch und Maus alle Isoformen betreffen. SNP, die

nur einzelne Isoformen beeinflussen, konnten gewebsspezifische Effekte haben. Falls alle
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Isoformen beeintrachtigt sind, konnen die Punktmutationen zu einer schadlichen Veranderung
(gain of function) oder zum vollstandigen Verlust (LoF) der Proteinfunktion fithren, insbesondere
wenn das Stopp-Codon in den Transkripten einen Nonsense-vermittelten mRNA-Abbau (non-
sense-mediated mRNA decay, NMD) auslost. Dabei wird die mRNA durch Exonukleasen abge-
baut, um die Expression eines verkirzten Proteins zu verhindern (SCHWEINGRUBER ¢t al. 2013). Der
Mechanismus des NMD findet nicht statt, wenn das vorzeitige Stopp-Codon in einem Bereich
von 50 bis 55 Basenpaaren vor der nichsten Exon-Exon-Bindung lokalisiert ist (Nacy und
Maguar 1998). Eine weitere Voraussetzung fir eine Verhinderung des NMD ist, dass die
pra-mRINA nur aus einem Exon besteht und die Stoppmutation sich nicht im letzten Exon befin-

det (Nacy und Maquar 1998) (Abbildung 4.2.2).

AUG STOP
— Ext ] In1 [ Bx2 | n2 [Bx3] 13 [ Bx& |—Pre-mRNA
Splicing and
other processing

AUG STOP

Cap O—{ Ex1 | Ex2 ||§i:(a_]| Ex4 ——(A)n PolyA

Distance
> 55 nucleotides X‘SS nucleotides
Potential NMD Targets ‘ ‘ Non-NMD Targets

Ex*: Exons In*: Introns AUG: start codon STOP: termination codon

Abbildung 4.2.2: Nonsense-vermattelter mRNA-Abbau in Sdugetieren

Gene in Siugetieren werden vom Genom abgelesen und lassen eine pria-mRNA entstehen, die sowohl Exons (Ex)
als auch Introns (In) inkludiert. Durch das Spleifen werden Introns entfernt; Exon-Exon-Grenzen werden durch
Proteinkomplexe markiert. Falls das vorzeitige Stopp-Codon (STOP) > 50-55 bp in 5'-3"-Richtung vor der
ndchsten Spleifstelle des Exon-function-Komplex lokalisiert ist, inituert diese Mutation einen Nonsense-
vermuttelten mRNA-Abbau (NMD) (Nacr und Maouat 1998). Angelehnt an ({rANG et al. 2009)

Von den 100 untersuchten LoF-Varianten beeinflussen 63 alle alternativen untersuchten Tran-
skripte des Gens. Basierend auf den oben genannten Regelfallen l6sen 62 der 100 hoch qualitati-
ven LoF-Varianten keinen NMD aus. Fur die anderen 38 Stoppmutationen treffen die Vorausset-

zungen fir einen voraussichtlichen NMD zu. Von besonderem Interesse sind 30 vorzeitige

36



Ergebnisse

Stopp-Codons, die alle Isoformen des Gens bertihren und gleichzeitig die Voraussetzungen fiir
einen NMD erfiillen. Neun dieser 30 LoF-Varianten wurden weder innerhalb der 214 Individuen
noch in den Daten des 1000-Bullen-Genom-Projekts im homozygoten Zustand beobachtet. Die
Re-Sequenzierung konnte fiir drei Stoppmutationen (GIP, PNLIP und VICGNI) homozygote Indi-

viduen aufdecken.
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Abbildung 4.2.3: Anteil der Verkiirzung der kodierenden Sequenz durch vorzeitige
Stopp-Codons

Bet der Analyse der Stoppmutationen wurde je Gen die Isoform mut der lingsten, kodierten Aminosduresequenz
gewdhlt. Die Grife der verkiirzten Proteinsequenz durch das jeweilige vorzeitige Stopp-Codon wurde ins Verhdltnis
zur Gesamtlinge der Isoform gesetzt.

Bei der Analyse des Anteils der durch die vorzeitigen Stopp-Codons verkiirzten kodierenden
Sequenz wird deutlich, dass 26 der Stoppmutationen in den letzten 15% der Proteinsequenz
lokalisiert sind. Allein 15 LoF-Varianten verkiirzen die Sequenz um nur 5%. Etwa die gleiche
Anzahl an Stoppmutationen (n=12) dagegen befindet sich am Anfang der kodierenden Sequenz
und wirde somit zum Verlust von mehr als 80% der kodierenden Sequenz fithren (Abbildung

4.2.3). Im Durchschnitt lag die Verktirzung der Aminosauresequenz durch die Stoppmutationen
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bei 42,05%. Berticksichtigt man nur die LoF-Varianten, die voraussichtlich nicht zu einem NMD
und somit zu keinem vollstindigen Verlust, sondern nur zu einer Verkiirzung des Proteins fithren,

werden durchschnittlich 39,15% des Peptids abgeschnitten (MIN: 0,00%, MAX: 95,86%).

4.2.2 Allelfrequenzverteilung vorzeitiger Stopp-Codons

Mehr als 70% der hoch qualitativen SNP, die ein vorzeitiges Stopp-Codon verursachen, weisen
innerhalb der 214 re-sequenzierten Tiere eine niedrige Allelfrequenz auf (AF < 0,05) (Abbildung
4.2.4). Je hoher die Allelfrequenz, umso geringer ist der Anteil der Stoppmutationen in der ent-
sprechenden Kategorie. Die hochste erreichte Allelfrequenz betragt 0,7. Nicht-synonyme Amino-
saureaustausche, die als ,,deleterious® oder ,,probably damaging® vorhergesagt wurden (Kapitel

4.1.5), zeigen einen ahnlichen Verlauf.

= =
70 = vorzeitige Stopp-Codons
m deleterious (SIFT)
= tolerated (SIFT)
= probably damaging (POLYPHEN)
'60 possibly damaging (POLYPHEN)
'50 7
— 40
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g
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Abbildung 4.2.4: Verteilung der Allelfrequenzen vorzeitiger Stoppmutationen im
Vergleich zu nicht-synonymen Aminosdureaustauschen

Die Grundlage der Allelfrequenzen sind die 214 genomweit re-sequenzierten Tiere. Die nicht-synonymen
Austausche werden nach der vorhergesagten Auswirkung von SIFT und Polyphen differenziert.
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Der Anteil aller non-syn Austausche fiir seltene Allele betragt mehr als 50%, wovon etwa 36% als
»deleterious® bzw. etwas 18% als ,,probably damaging® eingestuft wurden. Einzelne schadliche
vorhergesagte non-syn Mutationen treten in allen Tieren homozygot auf (AF=1). In diesem

Allelfrequenzbereich existieren keine vorzeitigen Stopp-Codons.

Beim Rassevergleich innerhalb der 214 Tiere fallt auf, dass nicht jede Stoppmutation in jeder
Rasse zu erkennen ist. In NFC mit nur drei Tieren lassen sich die wenigsten Lol-Varianten
beobachten (n=23), wiahrend in BFV die meisten Stoppmutationen lokalisiert wurden (n=70)
(BSW: 53; HOL: 47; RED: 44; SIM: 43). In nur einer Rasse wurden 35 Mutationen entdeckt,
wohingegen 13 Varianten in allen sechs untersuchten Populationen erscheinen. Keines dieser 13
vorzeitigen Stopp-Codons zeigt eine Abwesenheit von homozygoten Genotypen an dieser Posi-

tion (Abbildung 4.2.5).
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Abbildung 4.2.5: Verteilung der Allelfrequenzen vorzeitiger Stoppmutationen zwischen
den Rassen

Die Allelfrequenzen beziehen sich auf die emzelnen Rassen. BFV = Deutsches Fleckvieh; SIM = Simmental;
HOL = Holstein, Farbrichtung schwarzbunt; RED = Holstein, Farbrichtung rotbunt; BSW = Brown Suisse;
NFC = Nordic Finncalttle
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Den groBten Unterschied zwischen den Allelfrequenzen der einzelnen Stoppmutationen weist
PRORRI (Chr 11: 66.998.234 bp) auf. PROKRI liegt nur in der Rasse BSW vor bei einer Allelfre-
quenz von 0,794. Von den 13 Varianten beschreibt die Mutation in LYSB den grofiten Unter-
schied in der Allelfrequenz von 0,633 (MIN: 0,167 (HOL); MAX: 0,8 (SIM)).

Die Verteilung der Allelfrequenzen in den einzelnen Rassen verlauft dhnlich wie bei der Betrach-
tung Uber alle Rassen. Jedoch zeigen Populationen, in denen wenige Tiere vertreten sind, Ab-
weichungen hinsichtlich des Verlaufs. Je kleiner die Anzahl der Individuen einer Population ist,

umso groB3er sind die Deviationen (Abbildung 4.2.5).

Innerhalb der 214 Genomsequenzen konnte fiir 38 Stoppmutationen ein homozygoter Genotyp

beobachtet werden, von denen 34 auch homozygot im 1000-Bullen-Genom-Projekt erschienen

(Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Anzahl homozygoter und nicht-homozygoter Genotypen

214 Tiere
Homozygote Keine Homozygote
1000-Bullen- Homozygote 34 15 49
Genom-Pro- Keine homozygote 3 39 42
jekt Nicht detektiert 1 8 9
38 62 100

Die 100 vorzeitigen Stopp-Codons, die in dieser Arbeit auf Basis von 214 bovinen Genomsequenzen detektiert
wurden, wurden iber die UMD3.1-Position tm 1000-Bullen-Genom-Projekt iiberpriifi. Die Stoppmutationen
wurden in den berden Datensdtzen auf die Prisenz von homozygoten Genotypen kontrolliert.

Bei der Halfte der Varianten war ein relativ haufiges Auftreten des mutierten Allels zu erkennen
(AF > 0,1) mit einer maximalen Allelfrequenz von ~70% (Abbildung 4.2.6). Dahingegen wurden
39 Stopp-Codons weder innerhalb der 214 Tiere noch im 1000-Bullen-Genom-Projekt im
homozygoten Zustand entdeckt. Fur 37 dieser Mutationen lag die Allelfrequenz unter 5%, wah-
rend ein SNP eine Allelfrequenz von mehr als 10% aufzeigte (BOSTAUVIR450). Jedes Tier tragt
im Durchschnitt 12 der 100 hoch qualitativen vorzeitigen Stoppmutationen (MIN: 4, MAX: 20),

von denen durchschnittlich zwei im homozygoten Zustand vorkommen (MIN: 0, MAX: 7).
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Abbildung 4.2.6: Verteilung der Allelfrequenzen von vorzeitigen Stoppmutationen mat
unterschiedlichen Genotypen

Die Allelfrequenzen  beziehen sich auf die 214 re-sequenzierten Tiere. Hellgriine Balken reprisentieren
Stoppmutationen, die tm homozygoten Justand erscheinen (n=36), dunkelgriine Balken stellen Stoppmutationen
day, die nicht homozygot zu beobachten waren (n=49).

4.2.3 Hinweise vorzeitiger Stopp-Codons auf den Phinotyp

Um einen moglichen Phéanotyp fir die gefilterten und bestatigten LoF-Varianten (n=100) fir das
Rind abzuleiten, wurden die Gene in den Datenbanken OMIM (McKusick-NATHANS INSTITUTE
or GeNETIC MEDECINE, Jouns Hopkins UNiversiTy (Barrivore, MD) 2014) und MGI (Brake et al.
2014) auf assoziierte Phanotypen hin tberprift. Fir 27 Gene ist ein Phanotyp aufgrund von
Knockout-Studien an Méusen beschrieben. In der OMIM-Datenbank sind acht der Gene ent-
halten, in denen sich Mutationen befinden, die beim Menschen mit Merkmalen assoziiert oder

als kausal fur vererbte Defekte beschrieben sind (Tabelle 4.5).
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Tabelle 4.5: Stoppmutationen in Genen mat bekanntem Phdnotyp

Chr Position REF ALT Gen Knockout OMIM Homo AF Rasse
myoproliferatives
~ Syndrom (MIDDLETON . SIM, BSW, BFV,
19 27333935 C T  ALOXI> et al. 2006; TAYLOR ¢t - ja  0,0400 GCO
al. 2012)
Schutz vor Thrombo-
21 62743832 C T  BDERB?  se (SHARIAT-MADAR et - ja  0,0260 NFC, BFV, BBO,
LIM, SIM
al. 2006)
erhohte Anfalligkeit
fur Sarkoisidose BSW, BFV, CHA,
23 25620856 G T BTNL2 - (VALENTONYTE eéf al. ja  0,0230 BBL, LIM, JER,
2005; Rysickr et al. RDC, SIM, AYR
2005)
. NFC, SIM, HOL
Infertilitidt (BrowN et ; ; ?
. ) . BSW, BFV, RED,
1 264831 T A CBX5  al 2010,2 'gix;Al)A et al. - ja  0,1140 BBO, LIM, JER,
ANG, RDC, AYR
Anfalligkeit ggii. Vi-
rusinfektionen (Karo SIM, HOL, BSW,
8 11434686  C T DDX58 et al. 2006), Kolitis- - ja  0,0630 BFV, BBO, CHA,
ahnlicher Phanotyp LIM, JER, ANG
(WaNG et al. 2007)
Symptome eines sys-  Systemischer Lupus
. ., temischen Lupus ery- erythematodes . g
25 2993664 G G DMASEL thematodes (NapIrer - (Yasutomo et al. 2001; ja 0,0300 BSW, BEV; PIE, SIM
et al. 2000) SHIN et al. 2004)
Arrhythmogene
rechtsventrikuldre
Kardiomyopathie
embryonale Sterb-
> . SO (PiLicHOU et al. 2006; . SIM, HOL, BFV,
24 25915403 A C DSG2  lichkeit (QF(‘;(;{Q}\)N) et al. Awap et al. 2006), di- ja  0,0420 RED, ANG
latative Kardiomy-
opathie (PoscH et al.
2008)
reduzierte Immun-
antwort ggu. Viren .
7 98612967 G A ERAPI (Yorx ef al. 2006; - nein 0,0093 BSW, JER, SIM
Firar et al. 2007)
Anomalien der Nase
mit renalen und ano-
rektalen Missbildun-
Fraser Syndrom und gen (/‘\L—GAZALI et al.
Frithtod (Smyth et al. 2002; Arazamt et al.
8 29433977 C T FREM1 o - 2009); Manitoba oku- nein 0,0070 HOL, RED
2004; Kivozuwm ¢t al. !
2012) lotrichoanales Syn-
drom (SLAVOTINEK et
al. 2011); Trigonoze-
phalie (VIssErs et al.
2011)
verminderte Fettsucht .
19 38204969 C T GIP (MivawAKI ef al. 2002) ja  0,0093 BFV
reduzierte Schmerz-
8 6857405 G A GLRA3 sensibilisierung - nein 0,0120 BSW

(HARVEY et al. 2004)
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Chr Position REF ALT Gen Knockout OMIM Homo AF Rasse
NFC, SIM, HOL,
Autismus(YocHUM et . BSW, BFV, CHA,
3 33798941 A T GSTM1 al. 2010) - ja  0,1000 LIM, ANG, RDC,
AYR
Anfeilhgkmt ggii. Koli- NFC; SIM, HOL,
tis (Azuma el al. 2010), BSW. BFV RED
16 4484297 C T IL19 eppllieiznggffl\—llzflpaelr- - ja  0,1290 BBO, CHA, LIM,
2006) JER, ANG, AYR
reduzierte Proteolyse . BFV, RED, BBO,
3 17883354 T A L (SeviLra et al. 2007) i Ja0,0070 SIM
Erhohte Insulinsekre-
13 78195467 G C KCNBI tion (JACOBSON et al. - ja  0,0120  SIM, BFV, PIE
2007)
Hypotrichose (Wasir
et al. 2011); gekrausel- BSW, BFV, BBL,
5 27490704 C T KRT74 - tes Haar (Sunmomura— ja 0,0140 LIM, ANG, RDC,
et al. 2010; WASIF et al. SIM
2011)
Immunologische An-
16 65368596 G T NPL omalien (BLAKE e/ al. - nein 0,0140 SIM, BSW, BFV
2014)
reduzierte Futterauf-
nahme (KaNarant et
6 2386214 G A NPY5SR  al 2000) ; Gewichts- - ja  0,0350 BSW, BFV, SIM
zunahme (ISHIHARA et
al. 2006)
reduzierte mannliche
Fruchtbarkeit (Sato et
] ) . HOL, RED, HER,
17 72089872 C T  PLA2G3 al QOIQ), kutane Ana- - ja  0,0190 LIM, ANG, AYR
phylaxie (TakeToMmI ef
al. 2013)
verzogerte Absorpti-
on von Nahrungsfet- . .
ten (Hucass e dl. Exokrine Pankreasin-
26 37302490 C G PNLIP . . sufhzienz (Ficareta  ja 0,0280 BFV, RED
2003); geringere Ge-
. et al. 1980)
wichtszunahme
(GiLaam et al. 2007)
erhohte Anfalligkeit
24 54170070 C G POLI fur Hautkrebs - nein  0,0070 HOL
(OHKUMO et al. 2006)
Immundefizienz (Gao
et al. 1998)); Abnor-
14 21121932 G A PRKDC  malitaten im Verdau- - nein 00,0023 SIM
ungstrakt (KurmMasa
et al. 1999)
SIM, HOL, BSW,
Polyphagie und Fett- BFV, RED, BBO,
3 117646636 C T PRLH  leibigkeit (TARAYANAGI - ja  0,1540 CHA, BBL, LIM,

et al. 2008)

PIE, GCO, JER,
ANG, RDC, AYR
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Chr Position REF ALT Gen Knockout OMIM Homo AF Rasse

Anomalien des kar-
diovaskularen Sys-
; tems (URavaMa ef al. . .
11 66998234 C A PROKRI 2008); gestorte - ja  0,1260 BSW
Schmerzempfindung

(NEGRI et al. 2006)

NFC, SIM, HOL,

Kyphose (BariBaurT ef BSW, BFV, RED,

ORFPR al 2606) - ja 0,3290 BBO, CHA, BBL,
' LIM, PIE, JER,

ANG, RDC, AYR

6 4152699 C

—

gestortes Horvermo-  Taubheit (VERPY e al.

20 55891 G A STRC Ny el 2008) 2001) Ja

0,0120  HOL, RED

bittere Geschmacks-

NFC, BSW, BBO,

4 106103710 G T  TAS2R38 - empfindung (Kviel = 0 0140 QHA, LIM, GCO,
al. 2003; WoODING et ANG
al. 2004)
NG S, oL
o ) ) . BSW, BFV, RED,
1 70697630  C I TMED?2 tumsverzogerung - ja  0,0400 BBO, BBL, LIM.
(JEROME-MAJEWSKA et ANG
al. 2010)
Embyronaler Frihtod
3 42748263 A c VCAMI  (Kwek el al. 1995b; a; - nein  0,0047 BSW
GURTNER et al. 199))
geringere Anfalligkeit
3 26175832 G T VICNI  ggii. Infektionen (Znu - ja 0,0280  SIM, BFV, PIE

et al. 2009)

Die Gene, die ein vorzeitiges Stopp-Codon inkludierten, wurden systematisch in den OMIM- und MGI-Daten -
banken analysiert. Gene, die mit etnem Phinotyp beschrieben sind, sind in der Tabelle alphabetisch sortiert aufge -
Siikrt. Chr= bovines Chromosom; bp = Position auf dem Chromosom; REF = Referenzallel; ALT = Alternatives
Allel; Homo = Detektion homozygoter Tiere; Al = Allelfrequenz des alternativen Allels in den 214 genomwett-re-
sequenzierten Tieren; Rasse = Rassen, in denen die Mutation segregiert.

Die beschriebenen Phanotypen dieser Gene variieren von der Beeinflussung des Haarkleids (z.B.
KRT74) uber die Beeintrachtigung des Stoftwechsels (z.B. GIP, KCNBI, NPY5R, PNLIP, PRLH)
und Verdanderungen bzw. Stérungen der Immunantwort (DDX58, ERAPI, VICNI) bis hin zu
Fehlbildungen und Anomalien (PREDC, PRORRI und QRFPR) sowie zum embryonalen Tod
(DSG2, TMED?Z2, VCAMI).

Die hochste Allelfrequenz liegt fiir eine Stoppmutation im Gen QRFPR vor (AF=0,3290). Die
Mutation segregiert mit Ausnahme von GCO und HER 1n allen Rassen mit einer Allelfrequenz
von mindestens sechs Prozent bei Anwesenheit von homozygoten Tieren. Diese Stoppmutation

wird in Kapitel 4.2.4.2.2 genauer analysiert.
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Bezogen auf alle untersuchten Tiere betragt die geringste Allelfrequenz einer Stoppmutation
0,0023 und es wurde kein homozygotes Tier entdeckt. Diese Variante segregiert nur in der SIM-
Population (AF=0,033), wo es in nur einem einzigen Tier heterozygot erscheint. Im 1000-Bullen-
Genom-Projekt wurde die Mutation nicht detektiert. Die LoF-Variante ist in dem Gen PREDC
lokalisiert, das fir die DNA-abhangige katalytische Untereinheit der Proteinkinase kodiert.
Mause aus Knockout-Studien, bei denen dieses Gen ausgeschaltet wurde, weisen einerseits eine
kombinierte Immundefizienz (Gao et al. 1998) und andererseits Anomalien im Verdauungstrakt
auf (Kurivasa et al. 1999). Die Mutation verandert ein Arginin zu einem Stopp-Codon
(c.3550C>T; p.R1184X) und fihrt zu einer Verkiirzung der Peptidsequenz um 2940 Amino-
sauren (71,3%). Aufgrund des extrem seltenen Auftretens dieser Mutation kann keine Aussage

uber dessen Wirkung getroffen werden.

Mutationen, die kausal fir autosomal rezessive Letalfaktoren sind, treten homozygot nicht in
Erscheinung. Tiere mit dem homozygoten Genotyp einer solchen Mutation sind nicht tberle-
bensfihig. Um mogliche rezessive letale Effekte zu identifizieren, wurden die Genotypverteilung
und die Anwesenheit von homozygoten Tieren an den hoch qualitativen Stoppmutationen mit
Phéanotypinformationen betrachtet. Basierend auf den Genomsequenzen und der Sanger-Re-Se-
quenzierung konnte fir acht LoF-Varianten, die sich in Genen mit beschriebenem Phéanotyp
befinden, kein homozygoter Genotyp detektiert werden (ERAPI, FREMI1, GLRA3, NPL, POLIL
PREDC, TAS2R38 und VCAMI) (Tabelle 4.5). Um einen potenziellen schadlichen Effekt dieser
Mutationen zu identifizieren, sollten die Allelfrequenzen der Polymorphismen berticksichtigt wer-
den. Die Allelfrequenzen dieser vorzeitigen Stopp-Codons mit fehlenden Homozygoten reichen
tiber alle Rassen gesehen von 0,23 bis maximal 1,40%. In den einzelnen Populationen waren die
Allelfrequenzen fiir diese Mutationen mit fehlenden Homozygoten so gering, dass bei gegebener
Anzahl an total re-sequenzierten Individuen kein homozygotes Tier erwartet wurde. Allein auf-
grund der Allelfrequenzen konnte somit nicht auf einen letalen Effekt geschlossen werden.
Interessanterweise losen funf dieser Stoppmutationen mit fehlenden Homozygoten moglicher-
weise einen NMD aus (ERAPI, FREMI1, GLRA3, POLI und VCAM]I). Studien konnten zeigen,
dass Mutationen in zwei dieser Gene (FREM1 und VCAMI) mit einem frithzeitigen Tod assoziiert
sind (GURTNER ef al. 1995; KweE ef al. 1995a; SmyTH et al. 2004; Kivozumi ef al. 2012). Die Stopp-
mutationen in diesen beiden Genen werden im weiteren Verlauf genauer analysiert (Kapitel

4.2.3.1 und 4.2.3.2).
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Neben den beiden Genen FREM1 und VCAMI, deren Knockout sich letal auswirken kann, 16st
der Verlust der Proteine von zwei weiteren Genen (DSG2 und TMED?2) einen vergleichbaren
Phanotyp aus. Das Ausschalten dieser Gene bei Mausen fithrt zum embryonalen Tod oder
Fruhtod (EsukiND et al. 2002; JeroME-MaJEwSKA et al. 2010). Die Vermutung ist, dass vorzeitige
Stopp-Codons in diesen Genen, insbesondere im homozygoten Zustand, beim Rind zu einem
ahnlichen Phanotyp fithren kénnen und sich letal auswirken. Es konnte jedoch nachgewiesen
werden, dass die Stoppmutationen in den Genen DSG2 und TMED?2 nicht den letalen Phanotyp
auslosen. Die Polymorphismen dieser Gene lagen im homozygoten Zustand fiir das alternative
Allel vor und bestétigen damit, dass Tiere mit einer doppelten Kopie des vorzeitigen Stopp-Co-

dons uberlebensfahig sind.

4.2.3.1 Stoppmutation in VCAMI

VCAM 1, kodierend fiir das vaskulare Adhasionsmolekiil 1, auch bekannt als CD106, ist ein trans-
membranes Glykoprotein. Als Mitglied der Immunoglobulin(Ig)-Gen-Unterfamilie ist VCAM1
an zahlreichen Entziindungsprozessen beteiligt. Wahrend einer Entztindungsreaktion haftet es an
den Integrinen, die in der Membran von Leukozyten und Thrombozyten verankert sind (OsBORrN
et al. 1989; Evices et al. 1990). AuBerdem ist VOGAMI in die Reifung von T- und B-Zellen invol-
viert. Die Expression des Gens findet in einer Vielzahl von vaskuldren Zellen statt und wird ins-
besondere durch inflammatorische Zytokine gesteigert (Carros et al. 1990; Constans und CoONRI
2006). Bei Mausen wurde VCAMI-mRNA zusatzlich in follikularen dendritischen Zellen und in
Knochenmark-Zellen entdeckt (FREEDMAN et al. 1990; MIvakE ef al. 1991).

Neben seiner Transmembrandomane besitzt VOGAMI sieben homologe Ig-ahnliche Domanen
(OsBORN et al. 1989; PoLtE et al. 1991) sowie zwei Bindestellen fiir o Integrin in der ersten und

vierten Domane der extrazelluldren Region (OsBORN ef al. 1994; VONDERHEIDE ¢t al. 1994).

Der Verlust der Funktion von VCAMLI ist bei der Maus mit dem embryonalen Frithtod assoziiert.
GURINER et al. (1995) erzeugten VCAM I-defiziente Mause, die aufgrund einer gestorten Verbin-
dung zwischen dem Embryo und der Plazenta in der mittleren Trachtigkeit starben. Weitere
Knockout-Studien bei Mausen konnten eine Beeintrichtigung der Uberlebensfahigkeit bestiiti-

gen (KWEE et al. 1995a; b). Einige dieser nicht lebensfiahigen Tiere wiesen Defekte am Herzen auf.
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Im bovinen Genom ist das Gen VCAMI auf dem negativen Strang des dritten Chromosoms loka-
lisiert (42.743.604 - 42.766.061 bp). Das ~22,4 kb groBe Gen wird in neun Exons unterteilt
(Abbildung 4.2.7), die ein 739 Aminosauren langes Transkript kodieren.

ATG TAG
ATG '
Y654X

Abbildung 4.2.7: Genstruktur von VCAM1I1

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Bereiche grau markiert. Die vorzeitige Stoppmutation
(0. Y654X) st rot gekennzeichnet.

In den vorliegenden Daten konnte eine Stoppmutation in VCAM]I identifiziert werden, die nur in
BSW-Rindern segregiert (AF(214) = 0,029; AF(1000) = 0,012). Zwei BSW-Tiere tragen die
Mutation heterozygot, ALT-homozygote Tiere wurden nicht beobachtet. Bei der geringen Allel-
frequenz und Tieranzahl (n(214) = 34; n(1000) = 43) wurde keine signifikante Abweichung vom
HWG festgestellt (P-Wert = 0,8597). Die Stoppmutation konnte basierend auf den Regeln fiir
den NMD (Kapitel 4.2.1) zu einem kompletten Verlust des Proteins fithren. Falls es nicht zum
enzymatischen Abbau der mRINA kommt, entsteht ein um 11,5% verkiirztes Protein mit einem
Verlust des letzten und einem Teil des vorletzten Exons (c.1962T>G; p.Y654X) (Abbildung
4.2.7). Diese Region ist Giber die Spezies hinweg hoch konserviert. Die Transmembrandomiane
wird moglicherweise aufgrund des vorzeitigen Stopp-Codons nicht translatiert (Abbildung 4.2.8).
Es bleibt jedoch offen, inwieweit die Stoppmutation die Funktion des Gens beeinflusst, da nicht

jede Isoform des Gens von der Variante beeintrachtigt wird.
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Abbildung 4.2.8: Transmembranstruktur von VCAM1

Basierend auf den Informationen der UniProtKB-Datenbank wurden mit Protter (Omasits et al. 2013) die
Positionen der Transmembrandomdne, der Immunoglobulin-(Ig)-Domdnen und des Signalpeptids visualisiert. Das
vorzeitige Stopp-Codon (p.Y654X) st rot gekennzeichnet.

4.2.3.2 Stoppmutation in FREM1

Eine weitere Stoppmutation, die Hinweise auf einen letalen Effekt gibt, ist im Gen FREM] loka-
lisiert. Das Gen kodiert das FRASI-verwandte extrazellulare Matrixprotein 1. Dieses Protein
wird wahrend der Embryonalentwicklung bei der Formung der Epidermiszellen exprimiert, ins-
besondere in der nasalen Region, an den Augenlidern, bei der Verbindung der Schadelplatten
sowie in der Niere (SMYTH et al. 2004; Arazamr et al. 2009). Es wird fur die Adhéasion der Basal-
membran benotigt, die fir die Stabilisierung der Epithelschicht verantwortlich ist (SmyTH ef al.

2004).

FREMLI besitzt eine C-Typ-Lektin- (AS 2061-2175) und eine Calx-beta-Domane (AS 1732-1831)
(SmyTH ef al. 2004). C-Typ-Lektin-Domanen agieren bei der Verbindung zwischen einzelnen Zel-
len, bei der Immunantwort zu Pathogenen sowie bei der Apoptose (Drickamer 1999; Camsr and
Fiepor 2009). Das Calx-beta-Motiv ist fir die Ausscheidung von Kalzium und den Austausch

mit Natrium in den Zellen zustandig (Scawarz und Bexzer 1997). Dieser Austausch ist besonders
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wichtig bei elektrisch erregbaren Zellen, wie z.B. Muskel- und Nervenzellen (DiPoro und Beauck
2006). FREM1 gehort auBBerdem zu den sogenannten 12-CSPG Proteinen, die zwolf Kollagen
bindende CSPG-repeats aufweisen (Staus ez al. 2002; SmyTH et al. 2004).

FREM1-Knockout-Studien mit Mdusen zeigten, dass diese Tiere an dem autosomal rezessiv ver-
erbten Fraser-Syndrom leiden und friher sterben (SmyTH ef al. 2004; Kivozumr et al. 2012). Beim
Menschen bewirken Mutationen im Gen FREM] einen ahnlichen Phanotyp mit Anomalien des
Kopfes, des Gesichts, der Nieren und des Enddarms (Ar-Gazadr et al. 2002; Avazawmt et al. 2009;
SLAVOTINEK e al. 2011; Vissers et al 2011). Diese Erscheinungsbilder sind bekannt als
Manitoba-okulo-tricho-anales Syndrom (OMIM 248450), die Trigonecephaly (OMIM 514485)
und die zweigeteilte Nase mit anorektalen Anomalien (OMIM 608980).

R1131X

Abbildung 4.2.9: Genstruktur von FREM1
Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Berewche grau markiert. Die vorzeitige Stoppmutation

(p.R1131X) 1st rot gekennzeichnet.

Das bovine FREM1 befindet sich auf dem positiven Strang von Chromosom 8. Die 36 Exons
erstrecken sich iiber ~152 kb (29.353.304 - 29.505.352 bp), die ein 2180 Aminosauren langes
Protein kodieren (Abbildung 4.2.9). In den Rassen HOL und RED wurde ein vorzeitiges Stopp-
Codon identifiziert. Die Mutation lag in keinem Tier homozygot vor. Bei den gegebenen Allelfre-
quenzen in den Populationen (HOL: 2,6%; RED: 7,1%) wurde kein ALT-homozygotes Tier
erwartet. Die Mutation befindet sich im 18. von insgesamt 36 Exons (Abbildung 4.2.9) und ist ein
potentieller Kandidat, um einen NMD herbeizuftihren. Falls dies nicht der Fall ist, ware die Ami-
nosauresequenz um etwa die Halfte reduziert (48,12%), wobei sich die LoF-Variante nur auf

einzelne Isoformen des Proteins von Mensch, Maus und Rind beschrankt. Mit Ausnahme des
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betroffenen Codons (c.3391C>T; p.R1131X) 1st die umgebende Region hoch konserviert. Das
vorzeitige Stopp-Codon wird die Translation der Calx-beta- und der C-Typ-Lekin-Domanen
verhindern (Abbildung 4.2.10).
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Abbildung 4.2.10: Proteinstruktur von FREM]I1

Basierend auf den Informationen der UniProtKB-Datenbank wurden mit Protter (Omasits et al. 2013) die
Positionen der Domdnen und des Signalpeptids visualisiert. Das vorzeitige Stopp-Codon (p.RI1131X) st rot
gekennzeichnet.

Vorzeitige Stopp-Codons miissen nicht notwendigerweise einen letalen Einfluss auf oder einen
selektiven Nachteil fiir das Individuum haben. Sie konnen sich ebenso schéddlich auf ein Protein
auswirken, das fiir das Uberleben eines Tieres eine untergeordnete Rolle spielt. Dabei sind STRC

und 74S52R38 phianotypisch interessante Gene (Tabelle 4.5).

4.2.3.3 Stoppmutation in STRC

Das Protein STRC gehort zur Stereozilin-Familie. Dieses extrazelluldre Protein wird haupt-
sachlich in den Sinneshaarzellen im Ohr (Stereozilien), aber auch im Hoden und in geringen
Mengen im Auge exprimiert (VERpY e/ al. 2001, 2011). Im Ohr ist Stereozilin iiber einen Glyko-
sylphosphatidylinositol-Anker (GPI) mit der Membran der sensorischen und nicht-sensorischen

Zellen verbunden (VERPY et al. 2001). SATHYANARAYANA et al. (2009) vermuten, dass Stereozilin eine
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Superhelix-Struktur besitzt, die fir die Interaktion mit extrazellularen Glykoproteinen verant-

wortlich ist.

Mutationen im Gen S7TRC werden bei Mensch und Maus mit einem autosomal rezessiv vererb-
ten Phanotyp assoziiert. STRC defiziente Mause weisen ein beeintrachtigtes Horvermogen auf
(VERPY et al. 2008) und auch beim Menschen wurden Polymorphismen im Gen S7TRC als kausal
fir die Taubheit beschrieben (OMIM 603720) (VErpy et al. 2001; AviDAN et al. 2003; ZHANG et al.
2007).
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Abbildung 4.2.11: Genstruktur von STRC

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Bereiche grau markiert. Die vorzeitige Stoppmutation
(p.R1143X) 1st rot gekennzeichnet.

I H——-HHH

Das bovine STRC konnte auf dem negativen Strang des 21. Chromosoms identifiziert werden
(55.882.606 - 55.899.996 bp). Die 28 kodierenden Exons ergeben ein 1754 Aminosauren langes
Stereozilin. In den Genomsequenzen der 214 Tiere konnte ein vorzeitiges Stopp-Codon in die-
sem Gen bestétigt werden. Die Mutation trat ausschlieBlich bet HOL- und RED-Individuen auf;,
von denen ein Tier den ALT-homozygoten Genotyp trug. Die Allelfrequenzen im 1000-Bullen-
Genom-Projekt lagen bei 0,122% (HOL) und 0,071% (RED). Die LoF-Variante befindet sich im
15. Exon im 1143. Codon (c.3427C>T; p.R1143X) (Abbildung 4.2.11). Dieser Bereich ist kon-
serviert, jedoch nicht in allen untersuchten Isoformen vorhanden. Vermutlich 16st die Mutation
keinen Abbau der mRNA aus, jedoch wiirde das Protein durch die Mutation um 35,2% verkurzt
sein. Dieser Verlust eines groBen Teils der Aminosdauresequenz konnte das Protein in seiner

Funktion stark beeintrachtigen.
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4.2.3.4 Stoppmutation in TAS2R38

Eine weitere Mutation, die beim Rind von Bedeutung sein konnte, befindet sich im Gen
TAS2R38, das fur den Bitter-Geschmack-Rezeptor TAS2R38 kodiert. Neben 25 weiteren funk-
tionellen Genen gehort es der Familie der Geschmacksrezeptoren an (ApLER e al. 2000; CONTE et
al. 2002), wobei TAS2R38 als einziger Rezeptor zur Wahrnehmung des bitteren Geschmacks gilt
(Bacamanov und Beaucaampe 2007). Der G-Protein gekoppelte Rezeptor ist ein Transmembran-
protein mit sieben Transmembrandoménen (ApLeRr ¢f al. 2000). Er befindet sich neben weiteren
Geschmacksrezeptoren in den Geschmackszellen der Zunge (ContE et al. 2002). Nicht-synonyme
Aminosaureaustausche im Gen 74S2R38 erméglichen dem Menschen den bitteren Geschmack
in Nahrungsmitteln wahrzunehmen (K et al. 2003; WoobING et al. 2004). So weisen Menschen,
die den ALT-homozygoten Genotyp tragen, die hochste Empfindlichkeit gegeniiber bitterem

Geschmack auf.
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Abbildung 4.2.12: Genstruktur von TAS2R38

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Berewhe grau markiert. Die vorzeitige Stoppmutation

(p.C112X) st rot gekennzeichnel.

TAS2R38 wurde auf dem 4. Chromosom des bovinen Genoms identifiziert. Das auf dem negati-
ven Strang lokalisierte Gen mit einer Lange von ~1kb kodiert 335 Aminosauren. Beim Rind
wurde in sieben Rassen ein vorzeitiges Stopp-Codon, bedingt durch einen SNP im einzigen
Exons des Gens identifiziert. Bei einer Frequenz von 1,4% in 214 re-sequenzierten Tieren wurde
der ALT-homozygote Genotyp in keiner Population beobachtet. Bei den beobachteten Allelfre-
quenzen in den einzelnen Rassen (MIN: 3,7%; MAX: 11,1%) und gegebener Individuenanzahl

wird in keiner Rasse ein ALT-homozygotes Rind erwartet. Zwar wird die Lol-Variante
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(c.336C>A.; p.C112X) vermutlich keinen Abbau der mRNA induzieren, jedoch verursacht sie
eine Verkurzung der Peptidsequenz um 66,56% (Abbildung 4.2.12).

Abbildung 4.2.13: Transmembranstruktur von TAS2R38

Basierend auf den Informationen der UniProtKB-Datenbank wurden mat Protter (Omusits et al. 2013) die
Positionen  der  Transmembrandomdnen  visualisiert. Das vorzeitige  Stopp-Codon  (p.C112X) ist 1ot
gekennzeichnet.

Das vorzeitige Stopp-Codon ist in der dritten Transmembrandomane lokalisiert (Abbildung
4.2.13) und wiirde zu einem Verlust der vier nachfolgenden Domanen fithren. Alle untersuchten
Isoformen in Rind, Mensch und Maus sind von dieser Mutation betroffen. Das Protein ist stark

konserviert.

4.2.4 Vorzeitige Stopp-Codons im Deutschen Fleckvieh

In den 112 genomweit re-sequenzieren Tieren der BFV-Population segregieren 70 der 100 hoch-
qualitativen Stoppmutationen. Neben der Sanger-Re-Sequenzierung wurden die Varianten zur
Validierung in der gesamten BFV-Population in einem imputierten Datensatz tiberprift. Der
Datensatz besteht aus 10.363 Tieren der Rasse BFV. Fir jedes der 10.363 Individuen stehen

Genotypinformationen fur die sequenzbasierten Mutationen aus der Genomsequenzierung der
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214 Tiere zur Verfigung (Kapitel 4.1). Die sequenzbasierten Genotypen wurden v der Geno-
typinformationen des bovinen HD-BeadChips von Illumina imputiert (nach PauscH et al. 2013).
Des Weiteren wurde die HD-Information (614K) nach moglichen Stoppmutation tragenden

Haplotypen tberprift.

Alle 70 LoF-Varianten, die in den Sequenzen der 112 BFV-Tiere identifiziert wurden, lagen im
sequenz-imputierten Datensatz vor. Neun dieser 70 Mutationen segregieren nicht im imputierten
Datensatz, da nur der REF-homozygote Genotyp detektiert wurde. Die Allelfrequenzen dieser
neun Varianten waren in den 112 genomweit re-sequenzierten BFV-Tieren relativ niedrig
(AF < 5%). Eine Ausnahme ist die Mutation im Gen BOSTAUVIR430, die eine Frequenz von
20,1% aufwies. Funf dieser neun Mutationen kamen in nur je einem BFV-Tier heterozygot vor
(AF = 0,4%). Die verbleibenden 61 Varianten wurden fiir weitere Analysen in BFV herangezo-

gen.

4.2.4.1 Vorzeitige Stopp-Codons ohne homozygote Genotypen im Deut-
schen Fleckvieh

Um in der Rasse BFV mogliche autosomal rezessiv vererbte Stoppmutationen mit letalem Effekt
aufzudecken, wurden zunachst Mutationen untersucht, die keinen homozygoten Genotyp in den
imputierten Daten aufwiesen. Fur zwolf Varianten der 61 Stoppmutationen konnte in den
10.363 BFV-Tieren kein homozygoter Genotyp gefunden werden. Jedoch wurden fiir drei dieser
LoF-Varianten homozygote Tiere in anderen Rassen der 214 Tiere oder im 1000-Bullen-
Genom-Projekt beobachtet (DSG2, SHBG und SULT0BI). Eine weitere Mutation im Gen WDRS§
konnte mit Hilfe der Sanger-Re-Sequenzierung homozygot entdeckt werden. Somit konnen diese
vier Varianten als mogliche kausale Mutationen fiir einen letalen Effekt ausgeschlossen werden.
Die verbleibenden acht Stoppmutationen wurden in keinem der vorhandenen Datensatze homo-
zygot erfasst (Tabelle 4.6). Die Allelfrequenzen dieser Mutationen mit fehlenden Homozygoten
betrugen innerhalb der 10.363 Tiere 0,006% (GYLTLIB) bis 1,25% (GPR128), wobei die Muta-
tionen mit der geringsten Allelfrequenz im imputierten Datensatz nicht die niedrigste Frequenz
bei den 112 genomweit re-sequenzierten BIV-Tieren aufwiesen. Die Stoppmutation in
GYLTLIB hatte bei der Genomsequenzierung in den 112 BFV-Rindern eine Frequenz von 0,4%,
nach der Imputation sank sie auf 0,006%. Dagegen stieg die innerhalb der 112 BFV-Rinder

niedrigste Allelfrequenz der Variante in ZNOSFI (0,4%) auf 1,15% im imputierten Datensatz an.
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Tabelle 4.6: Ubersicht der Stoppmutationen mat fehlenden Homozygoten im Deutschen Fleckvieh

Chr Position Gen AF (NGS) AF (imputiert) P-Wert (HWG) AF (Haplo)
24 42.48.577 CNDPI 0,004 0,0011 0,91386
2 95.390.113 DYIN 0,004 0,0028 0,778913
24 35.956.168 ENOSFI 0,004 0,0115 0,235 -
1 45.468.030 GPR128 0,009 0,0125 0,197671 0,01
15 76.831.914 GYLTLIB 0,009 0,00006 0,952973
3 66.286.574 IFI44 0,013 0,0057 0,559965 -
27 14.698.133 LRP2BP 0,018 0,0069 0,476325 0,0066
16 65.368.596 NPL 0,009 0,0053 0,590439 -

Dre Stoppmutationen sind alphabetisch nach den Namen der Gene sortiert. Al (NGS) = Allelfrequenz in BFV ba-
sterend auf den Genomsequenzen in 112 Tieren; AF (imputiert) = Allelfrequenz in BEV basierend auf den Geno-
typen in 10.363 Tieren; P-Wert (HWG) = Irrtumswahrscheinlichkeit, dass die Genotypverteilung in den 10.563
BFV Tieren vom HWG abweicht; AF (Haplo) = Status und Frequenz des identifizierten Haplotypen.

Fir keine dieser LoF-Varianten mit fehlenden Homozygoten konnte eine signifikante Ab-

weichung vom HWG festgestellt werden (P-Wert = 0,19 - 0,95).

Mit Hilfe von 614K-Genotypinformationen fir die 10.363 BFV-Tiere gelang es den zu Grunde
liegenden Haplotypen fiir zwei vorzeitige Stoppmutationen mit fehlenden Homozygoten zu iden-
tifizieren (GPR128 und LRP2BP). Der fiir die in GPR128 lokalisierte Stoppmutation zugrunde lie-
gende potentielle Haplotyp besteht aus 80 SNP mit einer Lange von etwa 362 kb
(Chromosom1: 45.110.815 - 45.472.868 Mb). Bei einer Haplotypenfrequenz von etwa 1% wur-
den 174 heterozygote und kein homozygoter Haplotypentrager beobachtet (P-Wert = 0,389). Der
Haplotyp, der das vorzeitige Stopp-Codon des Gens LRPZBP enthalt, weist eine Lange von
13,8 Mb mit 3384 SNP auf (Chromosom 27: 10.331.457 - 24.087.408 bp). 69 BFV-Tiere tragen
diesen Haplotypen heterozygot. Homozygote Tiere wurden bei einer Frequenz des Haplotypen
von 0,66% nicht entdeckt. Die Anzahl erwarteter homozygoter Genotypen weicht demnach
nicht signifikant von der Anzahl der beobachteten homozygoten Genotypen ab (P-Wert = 0,72).
Basierend auf der Information der zwei identifizierten Haplotypen, die jeweils eine geringe Allel-

frequenz aufwiesen (AF < 1%), wurde keine signifikante Abweichung vom HWG festgestellt.

4.2.4.2 Vorzeitige Stopp-Codons im Deutschen Fleckvieh mit Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Bei der Analyse der iibrigen 53 Stoppmutationen mit homozygotem Genotyp lag die Allelfre-

quenz zwischen 0,63% und 47,6% im imputierten Datensatz. Die Irrtumswahrscheinlichkeit, die

angibt, dass die Genotypverteilung der Stoppmutationen signifikant vom HWG abweicht,

erreichte fur die Mutation im Gen PNLIP das Minimum (0,00246). Eine weniger signifikante
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Abweichung vom HWG (P-Wert < 0,05) zeigten funf weitere Stoppmutationen (GPR75, INMT,
LYSB, QRFPR, VICNI). Die relative Haufigkeit des mutierten Allels der Varianten lag zwischen
4,54% (PNLIP) und 35,24% (LSYB und INMT).

PNLIP gehort wie QRFPR und VICGNI zu den Genen, die bereits in Knockout-Studien bei Mau-
sen genauer untersucht wurden bzw. beim Menschen mit einem Phéanotyp assoziiert sind (Tabelle

4.5). Diese drei Gene werden im Folgenden intensiver analysiert.

4.2.4.2.1 Stoppmutation in PNLIP

Das Gen PNLIP kodiert fiir die Pankreaslipase (PNLIP), die im Diinndarm fiir die Hydrolyse von
langkettigen Fettsauren zustandig ist und die Absorption von Fetten ermoglicht (Lowe et al. 1989;
Davis et al. 1991; Lowe 2002). Die Fettsauren werden anschlieBend direkt fiir den Energichaus-
halt und Lipidspeicher verwendet. Das ausschlieBlich im Pankreas exprimierte Enzym ist somit
fir die Fettverdauung unentbehrlich. Eine weitere Funktion dieser Lipase ist die Hydrolyse von
Retinylestern zu Fettsauren und Retinol, das im Stoffwechsel zu Vitamin A synthetisiert wird (van

BeNNEKUM et al. 2000).

Beim Menschen wurden Mutationen im Gen PNLIP mit einer angeborenen Pankreasdefizienz,
die auch als exokrine Pankreasinsuffizienz bekannt ist, beschrieben (OMIM 614338) (F1GARELLA et
al. 1980). Betroffene Individuen haben einen o6lartigen, hellen und schmierigen Stuhl (Fettstuhl)
und verlieren trotz erhohter Nahrungsaufnahme an Korpergewicht (SHELDON 1964; Rey e al.
1966). In Méusen, bei denen die Aktivitait der Pankreaslipase ausgeschaltet wurde, konnte eine
verzogerte Aufnahme von Nahrungsfetten festgestellt werden (Huccins et al. 2003). Thre

Gewichtszunahme war im Vergleich zu Mausen mit aktiver Pankreaslipase reduziert (GILHAM et

al. 2007).

Die Pankreaslipase kann strukturell in zwei Regionen eingeteilt werden. Im N-terminalen Bereich
besitzt PNLIP die typische Lipase-Doméane mit katalytischer Serin-Histidin-Asparagin-Triade.
Beim Menschen wird diese Domane durch eine Schleife bedeckt (Deckel-Domane), die eine Sub-
stratbindung an die Lipase verhindert (WINKLER et al 1990). Die Anwesenheit von Mizellen
bewirkt eine Bewegung dieses Deckels, sodass die katalytische Doméne fur die Substrate geofinet
wird (VAN TILBEURGH et al. 1993). Die C-terminale Region enthalt eine Polycystin-1-Lipoxygenase-
Alpha-Toxin-Domiane (PLAT), die fiir die Bindung von PNLIP an den Kofaktor Colipase aus-
schlaggebend ist (BaTEmMaN und SANDFORD 1999; CHAHINIAN ¢t al. 2000; Lowe 2002). Erst durch die
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Erstellung des Pankreas-Lipase-Colipase-Komplexes kann die Lipase ihre Funktion im Rahmen

der Hydrolyse von Fettsauren austiben.
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Abbildung 4.2.14: Genstruktur von PNLIP

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Berewhe grau markiert. Die vorzeitige Stoppmutation
(p.Y284X) 1st rot gekennzeichnet.

PNLIP befindet sich im Rindergenom auf dem 26. Autosom mit einer Lange von ~ 20,1 kb
(37.290.364 - 37.310.481 bp). Das Gen ist auf dem positiven Strang lokalisiert. Es besteht mit
einem vollstandig untranslatiertem Exon im 5'-Bereich aus insgesamt 13 Exons, die fiir 466 Ami-

nosauren kodieren.

In der BFV-Population konnte mit Hilfe der genomweiten Re-Sequenzierung ein vorzeitiges
Stopp-Codon im neunten Exon von PNLIP identifiziert werden (c.852C>G; p.Y284X) (Abbil-
dung 4.2.14). Die Frequenz des G-Allels betrug sowohl innerhalb der 112 NGS-Tiere als auch im
imputierten Datensatz etwa 5%. Bei der gegebenen Allelfrequenz sollten innerhalb der 10.363
BFV-Tiere 21 mit homozygotem Genotyp fiir die Mutation erscheinen, jedoch wurden nur acht
reinerbige Tiere entdeckt (P-Wert = 0,00246). Die LoF-Variante wurde in einem Haplotypen von
9,12 Mb Linge lokalisiert (Chromosom 26: 33.228.016 - 42.356.782 bp) mit einer Frequenz von
3,08%. Ahnlich wie bei den genombasierten Genotypen wurden bei der Betrachtung des Haplo-
typen weniger homozygote Tiere beobachtet (n=2) als erwartet (n=10) (P-Wert = 0,0102).
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Abbildung 4.2.15: Peptidstruktur von PNLIP

Basierend auf den Informationen der UniProtKB-Datenbank wurden mit Protter (Omasits et al. 2013) die
Positionen  der  Transmembrandomdnen  visualisiert. Das vorzeitige  Stopp-Codon (p.Y284X) st rot
gekennzeichnet.

Die Variante befindet sich in einer stark konservierten Region, wobei das Protein insgesamt tiber
einen hohen Konservierungsgrad verfiigt. Beim Vergleich der Isoformen ist deutlich zu erkennen,
dass jede der untersuchten Proteinsequenzen von der Stoppmutation beeintrachtigt wird. Das
vorzeitige Stopp-Codon an der 284. Aminosaure wird moglicherweise den NMD einleiten. Falls
der Abbau der mRINA nicht eintritt, kann die Stoppmutation durch die Verkiirzung der Protein-
sequenz um 38,93% einen Funktionsverlust des Proteins entstehen lassen. Die funktionelle

PLAT-Domane wird nicht translatiert (Abbildung 4.2.15).

4.2.4.2.2 Stoppmutation in QRFPR

Der Pyroglutamylierte-RFamid-Peptid-Rezeptor (orexigenischer Neuropeptid-QRFP-Rezeptor,
GPR103) wird vom Gen QRFPR kodiert. Er gehort zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPR). GPR nehmen eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion innerhalb und
zwischen einzelnen Zellen ein (PiErcE et al. 2002; KroEzE et al. 2003). Sie stellen sowohl fiir
Signale als auch fiir kleine Molekiile einen Rezeptor dar, sodass sie in nahezu allen physiolo-

gischen Prozessen im Korper involviert sind (Barsaurr ef al. 2006). Ein Ligand des GPR103 ist
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das 26 Aminosduren langes RF-Amid, das die Nahrungsaufnahme stimuliert (Jianc ez al. 2003).
OQRFP, ein 43 Aminosauren langes RF-Amid, das an GPR103 bindet, reguliert bei Ratten die
Aldosteronkonzentration im Plasma (Fukusumr et al. 2003). Der Metabolismus wird dabei gestei-
gert (T'akavasu et al. 2006). Beim Menschen wird GPR103 vorwiegend im Gehirn, insbesondere
in der GroBhirnrinde, der Hypophyse, dem Thalamus, dem Hypothalamus, im basalen Vorder-
hirn, im Mittelhirn und im Pons exprimiert (LEE ez al. 2001). Aber auch im Herzen, in der Niere,
in der Retina, im Hoden und in verschiedenen Zelllinien von Osteoblasten wurde GPR103-

mRNA entdeckt (JiaNG et al. 2003; BariBavLT et al. 2006).

Barmaurr et al. (2006) erzeugten GPRI103 defiziente Mdause, die eine geringe Knochendichte
(Osteopenie) aufwiesen. Bei den weiblichen Tieren wurde zusatzlich eine abnormale Wirbelsau-

lenkrimmung (Kyphose) registriert.
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Abbildung 4.2.16: Genstruktur von QRFPR

Kodierende Sequenzberewche sind blau, untranslatierte Bereiche grau markiert. Die vorzeitige Stoppmutation
(p.R412X) st rot gekennzeichnet.

Das bovine QRFPR ist auf dem positiven Strang des sechsten Chromosoms positioniert
(40.93.248 - 41.53.398 bp). Das Protein besteht aus 432 Aminosauren. Durch einen CG>T-Poly-
morphismus im letzten der insgesamt sechs Exons (c.1234C>T; p.R412X) entsteht ein vorzeitiges
Stopp-Codon (Abbildung 4.2.16). Die Allelfrequenz dieser Mutation innerhalb der 112 BFV-Ge-
nomsequenzen entsprach der des imputierten Datensatzes der 10.363 Individuen (AF = 29,34%).
Sowohl innerhalb der 112 BFV-Tiere, als auch im 1000-Bullen-Genom-Projekt und im imputier-
ten Datensatz lagen homozygote Genotypen fiir diese Variante vor. 847 Tiere wurden im ALT-

homozygoten Zustand beobachtet, 892 wurden nach dem HWG erwartet (P-Wert = 0,0338).
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Der Haplotyp, auf dem diese Mutation lokalisiert ist, konnte auf Basis der 614K-Informationen

nicht identifiziert werden.

intra

Abbildung 4.2.17: Transmembranstruktur von QRFPR

Basierend auf den Informationen der UniProtRB-Datenbank wurden mit Protter (Omasits et al. 2013) die
Positionen der Transmembrandomdnen visualisiert. Das vorzeitige Stopp-Codon (p.R412X) st rot gekennzeichnet.

Charakteristisch fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind ihre sieben Transmembrandomanen.
Das N-terminale Ende ist extrazellular lokalisiert, wahrend die C-terminale Region in der Zelle
endet (Abbildung 4.2.17). Durch die Veranderung der Aminosaure Arginin, die alle Isoformen
von GPR103 betrifft, wird das entstehende Protein um 4,63% verkiirzt. Ein Teil des hoch konser-
vierten intrazelluldren Bereichs geht somit verloren. Es ist zu vermuten, dass der Rezeptor auch

durch diesen nur geringen Verlust der Aminosdauresequenz in seiner Funktion gestort ist.

60



Ergebnisse

4.2.4.2.3 Stoppmutation in VTCNI1

Mitglieder der B7 kostimulatorischen Proteinfamilie haften an der Oberfliche von Antigen-pra-
sentierenden Zellen (Krvczexk e al. 2006). Dort interagieren sie mit den Liganden, die an die spe-
zifischen Rezeptoren der Zellen mit Antigenprasentation binden. Das Transmembranprotein
VTCNI (V-set domain-containing T-cell activation inhibitor 1), ein Protein der B7-Familie,
schwicht die durch T-Zellen bedingte erworbene Immunantwort (Sica et al. 2003; CarRRENO und
Corrins 2003) sowie den angeborenen Abwehrmechanismus (Sica et al. 2003; Znu et al. 2009).
AuBlerdem hat VI'CNI ohne Beeinflussung des Immunsystems einen direkten Einfluss auf die
Tumorentwicklung (QIan et al. 2013). Polymorphismen im Gen VTGN sind beim Menschen mit
rheumatoider Arthritis assoziiert (Dana ef al. 2012; ALsers et al. 2014). Bei VI'CNI-defizienten
Mausen wurden keine gesundheitlichen Nachteile festgestellt, im Gegenteil sind diese Mause

resistenter gegenuber Infektionen (Znu ef al. 2009).

In normalen Geweben und Zellen wurde VZCGNI-mRNA kaum entdeckt (Sica et al. 2003; ZANG et
al. 2003). Die Expression von VICGNI steigt mit fortschreitendem Krankheitsverlauf (Fries und
Cuex 2007) und das Gen wird vorwiegend entweder in der Membran oder im Zytoplasma von
T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und dentritischen Zellen exprimiert (Sica et al. 2003). Insbeson-

dere bei der Entwicklung verschiedenster Tumorarten steigt die Expression von VTGN (SaLcEDA

et al. 2005; QIaN et al. 2011).

Abbildung 4.2.18: Genstruktur von VICN1

Kodierende Sequenzbereiche sind blau, untranslatierte Berewhe grau markiert. Die vorzeitige Stoppmutation

(p.R172X) st rot gekennzeichnel.

Im Rindergenom konnte das Gen VICNI auf Chromosom 3 lokalisiert werden (26.126.115 -
26.186.582 bp). Mit einer Transkriptlange von ~60 kb und sechs Exons kodiert es ein Protein
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bestehend aus 282 Aminosdauren (Abbildung 4.2.18). Der beim Rind detektierte G>T-Polymor-
phismus im vierten der insgesamt fiinf” kodierenden Exons verandert die Aminosdaure Arginin zu
einem vorzeitigem Stopp-Codon (c.700C>T; p.R172X). Beim BFV betrug die Allelfrequenz die-
ser Mutation sowohl innerhalb der 112 genomweit re-sequenzierten als auch in den 10.363 Tie-
ren ~5%. Homozygote Tiere konnten nur im imputierten Datensatz identifiziert und mit Hilfe
der Sanger-Re-Sequenzierung bestitigt werden, jedoch entsprach die Anzahl der beobachteten
(n = 16) ALT-homozygoten Tiere nicht der erwarteten Anzahl (n = 26; P-Wert = 0,0367). Die
Mutation segregiert auch in den Rassen SIM und PIE.
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Abbildung 4.2.19: Transmembranstruktur von VICNI1

Basierend auf den Informationen der UniProtKB-Datenbank wurden mut Protter (Omasizs et al. 2013) die
Positionen der Transmembran- und die Immunoglobulindomdnen visualisiert. Das vorzeitige Stopp-Codon

(.R172X) st rot gekennzeichnet.

VTCNI besitzt neben seiner hydrophoben Transmembrandomane ein Signalpeptid und eine
sehr kurze interzellulare Domane (Sica et al. 2003). In der extrazellularen, C-terminalen Region
sind die Ig-Doménen lokalisiert (CHEN 2004). Das vorzeitige Stopp-Codon wiirde die Peptidse-
quenz von VI'CNI um 110 Aminosauren (39%) verkiirzen. Dabei wiirden die hoch konservier-
ten Regionen mit der zweiten Ig-Domiane (AS 153-241) und der Transmembrandomine

(AS 260-280) verloren gehen (Abbildung 4.2.19). Alle untersuchten Isoformen des Proteins sind
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von dem Stopp-Codon betroffen. Nach den Regeln des NMD wird die mRNA aufgrund der vor-
zeitigen Stoppmutation abgebaut. Falls dieser Abbau nicht initiiert wird, ist davon auszugehen,

dass diese Variante ein funktionsunfahiges Protein entstehen lasst.
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4.3 Sequenzbasierte genomweite Assoziationsstudie fiir das
Merkmal direkte Totgeburten bei Holstein-Kiihen

Nach der Anwendung von Qualititsparametern auf den imputierten Datensatz lagen fur 9013
Tiere der deutschen Holstein-Population (HOL und RED) Genotypen an 17.290.679 variablen
Positionen fiir die Anwendung in der GWAS vor. Die genomweite Signifikanzgrenze lag nach der

Bonferroni-Korrektur bei P = 2,891 x 10,
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Abbildung 4.3.1: Manhattan-Plot der Ergebnisse der sequenzbasierten GWAS bei
Holstein fiir das Merkmal direkte Totgeburten bei Kiihen

Dre Positionen der einzelnen Varianten, auf der x-Achse dargestellt, basieren auf dem UMD3. 1-Assembly (v
et al. 2009), mut Ausnahme der Geschlechtschromosomen. Auf der y-Achse ist der negativ-dekadische Logarithmus
der P-Werte aus der GWAS aujfgetragen. Chromosomwert sigmifikante Polymorphismen sind gelb markiert,
genomuweit signifikante Varianten sind in rot dargestellt (P = 2,891 x 107).

Die sequenzbasierte GWAS fiir den Relativzuchtwert der direkten Totgeburten bei Kithen (RZW

dSBc) in der Holstein-Population brachte zwei genomweit signifikante QQTL hervor (Chromosom
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5 und 18) (Abbildung 4.3.1, Tabelle 4.7). AuBlerdem konnten vier weitere QJTL identifiziert wer-
den, die das chromosomale Signifikanzniveau erreichten (Chromosom 5, 7, 17, 18 und 29). Der
Anteil der additiv genetischen Varianz an der phanotypischen Zuchtwert-Varianz des Merkmals
direkte Totgeburten bei Kuhen, der durch die in der GWAS angewandten Polymorphismen
erklart wird, betragt 74,03%.

Tabelle 4.7: Auflistung der signifikantesten Polymorphismen _fiir das Merkmal direkte “Totgeburten ber Holsteinkii-
hen

Chr Position (bp) MAF P-Wert o Anteil QTL-Varianz Kandidaten-Gen
5 57.377.229 0,0210 1,3369 x 10° 8,2043 0,0769
5 106.202.874 0,3514 5,1841x 107" -1,1548 0,0168 FGF23
7 93.244.933 0,0952 4,327 x 107 1,3045 0,0081 ARRDC3
17 73.258.826 0,1307 2,6154 x 10* 1,1959 0,0095
18 15.038.275 0,3899 9,7216 x 10” -0,9224 0,0112 VPS35
18 59.586.457 0,1206 5,0011 x 10 % 4,0957 0,0984 LOC787812
29 50.126.590 0,0556 9,8292 x 10° 16,873 0,8269 HI19

Die Polymorphismen sind nach der Position im Genom basierend auf dem UMDS3. 1-Assembly ({ivin et al.
2009) geordnet. Die P-Werte und die Allelsubstitutionseffekte o resultieren aus der GWAS mit EMMAX (Kavc
et al. 2010). Der Anteil der QTL-Varianz (2pqa’) an der additiv-genetischen Varianz o, wird mit 2pqa’/o”,
berechnet.

4.3.1.1 QTL auf Chromosom 5 (56,8 bis 57,9 Mb)

Einer der zwei identifizierten QTL auf Chromosom 5 ist im Bereich von 56 bis 58 Mb lokalisiert.
Der Top-Marker mit einem P-Wert von 1,3369 x 10® befindet sich an der Basenposition
57.377.299. In dieser QQT'L-Region zeigen zahlreiche Polymorphismen ein signifikantes Signal
(Abbildung 4.3.2). Bei einer niedrigen Allelfrequenz weisen diese hoch signifikanten Varianten
zudem einen hohen Allelsubstitutionseffekt auf. Das Kopplungsungleichgewicht dieser Mutatio-
nen zum Top-Marker (Chrd: 57.377.229) ist unterschiedlich, wobei nur wenige signifikante Vari-
anten im hohen Kopplungsungleichgewicht (LD) mit dem Top-Marker stehen (Tabelle 4.8). In
diesem Bereich sind viele Gene lokalisiert. Aufgrund des uneindeutigen Signals und der gen-

reichen Region kann kein positionelles Kandidatengen lokalisiert werden.
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Abbildung 4.3.2: Region-Plot auf Chromosom 5 fiir direkte Totgeburten bei
Holsteinkiihen (56,8-57,9Mb)

Die physikalische Position der Varianten basiert auf dem UMD3.1-Assembly (v et al. 2009). Die
Varianten sind mut einer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jeweiligen LD zum Top-Marker
(Chrd: 57.377.229). Positionen, die im kodierenden Bereich eines Gens annotiert wurden, sind mat verschiedenen
Symbolen markiert.

Tabelle 4.8: Signifikante Polymorphismen auf Chromosom 5 (56,8 bis 57,9 Mb)

Position (bp) REF ALT AF P-Wert (1] LD als r’
57.377.229* C A 0,021 1,34 x 10°® 8,20 0,95
57.236.936 A T 0,040 4,26 x 10°® 4,84 0,16
57.043.783 G A 0,037 2,21 x 107 4,40 0,05
57.414.671 T C 0,005 2,23 x 107 9,91 0,8
56.913.641 (¢ G 0,040 2,31 x 107 3,22 0,05
57.121.113 c T 0,020 3,05 x 107 2,79 0,06
57.181.577 G A 0,021 3,13x 107 2,75 0,05
57.180.690 A T 0,020 3,25 x 107 2,74 0,05
56.992.921 T G 0.015 3.50 x 107 4.23 0.05

Dre Polymorphismen sind nach threm P-Wert aus der GWAS mit EMMAX geordnel. REF = Referenzallel in
Leserichtung des Gens; ALT = Alternativallel in Leserichtung des Gens; AF = Allelfrequenz von ALT; o0 = Allel-
sublitutionseffekt; LD als ¥ gibt das Kopplungsungleichgewicht der Varianten zum Top-Marker
(Chrb: 57.377.229) an; * = Top-Marker.
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4.3.1.2 QTL auf Chromosom 5 (105,7 bis 106,8 Mb)

Der signifikanteste Marker auf Chromosom 5 (Chr: 106.202.874 bp) erreichte einen P-Wert
von 5,1841 x 10" (Abbildung 4.3.3). Es handelt sich dabei um eine intergenische Variante in der

Nahe von FGF23 und ist etwa 5 kb in 5'-Richtung vom Transkriptionsstart des Gens entfernt.
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Abbildung 4.3.3: Region-Plot auf Chromosom J fiir direkte Totgeburten bei
Holsteinkiihen (105,7-106,8Mb)

Die physikalische Position der Varianten basiert auf dem UMD3. 1-Assembly (Zmaiv et al. 2009). Die Varianten
sind mut einer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jeweiligen LD zum Top-Marker: Positionen,
die im kodierenden Bereich eines Gens annotiert wurden, sind mut verschiedenen Symbolen markiert.

Charakterisierung von FGF23

Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (fibroblast growth factor, FGF), der vom Gen FGF23
kodiert wird, gehort zu einer Gruppe von Wachstumsfaktoren, die als FGF-Familie bezeichnet
werden (ITton und Ornirz 2004; Jakos et al. 2006). FGF spielen eine wichtige Rolle beim Wachs-

tum und bei der Differenzierung von Zellen (THomas 1987), insbesondere wahrend der embryo-
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nalen Entwicklung (Conn et al. 1995). Im adulten Organismus sind diese Wachstumsfaktoren fiir
die Wundheilung und Neubildung von GefaB3en verantwortlich (OrtEGA et al. 1998). An Zellober-
flachen gehen die FGF-Proteine mit einem ihrer spezifischen Rezeptoren (FGFR) eine Bindung
ein. Dabei dient das Heparansulfat-Proteoglykan (HSP) als Co-Faktor. Zusammen bilden FGE,
FGFR und HSP den Dreifach-Komplex (ternary complex) und 16sen im Innern der Zelle eine
Signalkaskade aus (Or~r1z 2000).

FGF23 sorgt als wichtiger Regulator des Phosphat- und Vitamin-D-Haushalts fiir die Aufrechter-
haltung eines konstanten Spiegels dieser beiden Komponenten im Blut (SHimADA ef al. 2004a). Der
Wachstumsfaktor wird in Osteoblasten exprimiert (Liu e/ al. 2003, 2006) und anschlieend zur
Niere als Hauptzielort und zur Nebenschilddriise transportiert. Dort bindet FGF23 an seinen
spezifischen Rezeptorkomplex, der von Klotho und dem Rezeptor FGFRI1 aktiviert wird
(Urakawa et al. 2006; Kurosu et al. 2006). Im proximalen Tubulus der Niere hemmt FGF23 die
Expression von NPT2 (Natrium/Phosphat Transporter II) (Baum et al. 2005), einem Kotranspor-
ter, der bei niedrigem Phosphatgehalt im Blut Phosphationen aus dem Urin in die Niere reabsor-
biert und von dort aus ins Blut ausscheidet (Beck et al. 1998; Mivamoro et al. 2004). FGF23 dient
als Gegenspieler von NPT?2 und sorgt fiir eine reduzierte Wiederaufnahme von Phosphat in die
Niere, sodass mehr Phosphat mit dem Urin ausgeschieden und der Phosphatspiegel im Blut
gesenkt wird (BauMm et al. 2005). FGF23 spielt zusétzlich eine Rolle im Plexus choroideus im Gehirn
und in der Hypophyse. Seine dortige Funktion ist jedoch noch unbekannt (Liv und QQUARLES
2007).

Beim Menschen sind Mutationen im Gen FGF23 mit zwei Erbdefekten assoziiert. Drei missense
Mutationen sind als kausal fiir die autosomal dominante hypophosphatamische Rachitis (ADHR)
(OMIM 193100) beschrieben (ADHR Consortium 2000). Durch die Uberexpression von FGF23
sinkt der Phosphatspiegel im Blut und die Produktion von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D
(1,25(OH),D) wird gehemmt. Betroffene Individuen leiden neben Rachitis auch an einer Er-
weichung der Knochen. Ein weiterer nicht-synonymer Aminosdaureaustausch in FGF23 ist ver-
antwortlich fir die hyperphosphatimische tumorale Calcinose (OMIM 211900) (BENET-PAGES et
al. 2005), die sich in einem gegensitzlichen Phanotyp zur hypophosphatamischen Rachitis mani-
festiert. Der geringere FGI23-Gehalt im Blut lasst den Phosphatspiegel ansteigen und fordert die
Produktion von 1,25(OH),D. Es kommt zur Verknécherung von Weichteilen. Au3erdem wird ein
niedriger FGF23-Spiegel mit Hyperparathyreoidismus assoziiert, der durch eine vermehrte

Sekretion des in der Nebenschilddriise produzierten Parathormons charakterisiert ist (URAKAWA et
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al. 2006). Es ist noch ungewiss, ob diese gesamten Veranderungen auf den Phosphat- oder
Vitamin-D-Gehalt im Korper zuriickzufithren sind oder auch direkt vom FGF23 ausgelost wer-
den konnen. Der Funktionsverlust des FGF23 aktivierenden Proteins Klotho fiihrt bet Mausen zu

einem ahnlichen Phanotyp (Kuro-o et al. 1997).

Das bovine FGF23 ist auf dem positiven Strang des funften Chromosoms des Rindergenoms
lokalisiert und besteht aus drei Exons (Transkriptionsstart: 106.208.179; Transkriptionsende:
106.216.757). Das 245 Aminosauren lange Protein setzt sich aus einem Signalpeptid (AS 1-19),
einem N-terminalen Peptid (AS 20-175) und einem C-terminalen Peptid (AS 175-245) zusam-
men. Das N-terminale Fragment enthalt die FGF-homologe Domaine, die fir die Bindung mit
den FGFR verantwortlich ist, wihrend die C-terminale Domane fiir die Adhésion von Klotho an

FGF23 zustandig ist (Yamazaxi et al. 2008).

Tabelle 4.9: Polymorphismen im exonischen Bereich von FGF23

Position (bp) Region REF ALT AF AA SIFT Polyphen P-Wert LD als r?
106.214.730 CDS TCC TCT 0,387  S100S 0,0112 0,003
106.216.557 CDS AGC GGC 0,598  S180G  tolerated benign 2,5383x10™"! 0,372
106.216.613 CDS GCC GCT 0,206  AI198A 1,1395x10° 0,479

Die Polymorphismen sind nach threr Lokalisation im Gen FGF23 basierend auf dem UMD3. 1-Assembly (imiv
et al. 2009) sortiert. Der Effekt der Mutationen, die einen Aminosiureaustausch herbeifiihren, wurde mit SIFT
(Ne und Hentkorr 2003) und Polyphen (Apzruser et al. 2010) vorhergesagl. REF = Referenzallel in Leserich-
tung des Gens; ALT = Alternatwallel in Leserichtung des Gens; AF = Allelfrequenz von ALT; AA = betroffene
Aminoséuren; LD(r’) gibt das Kopplungsungleichgewicht der Varianten zum Top-Marker (Chrb: 106.202.874)

an.

Der signifikanteste Polymorphismus fir das Merkmal direkte Totgeburten bei Kiithen ist 5.305 bp
vom funktionellen Kandidatengen FGF23 entfernt und liegt auBBerhalb des Promotorbereichs in
einer intergenischen Region. Zahlreiche identifizierte Varianten (n=36) weisen zu diesem Top-
Marker ein starkes LD (">0,8) auf (Abbildung 4.3.3). Bei der Analyse des Kandidatengens wur-
den im flankierenden, regulatorischen und kodierenden Bereich insgesamt 26 Polymorphismen
detektiert (vgl. Anhang Tabelle 9.8), von denen drei in der kodierenden Sequenz des Gens lokali-
siert sind (Tabelle 4.9). Der signifikanteste kodierende SNP fithrt zu einem Aminosaureaustausch
in einer hoch-konservierten Region der C-terminalen Doméne (p.S180G). SIFT und Polyphen
haben diesen Austausch als ,,tolerated” und ,,benign® vorhergesagt. Mit dem Top-Marker liegt er
im mittleren LD (0,372).
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4.3.1.3 QTL auf Chromosom 7

Auf Chromosom 7 des bovinen Genoms wurde eine Region identifiziert, die mit dem Merkmal
direkte Totgeburten bei Kiihen assoziiert ist (P-Wert = 4,327 x 107). Der signifikanteste Marker
ist im kodierenden Bereich des Gens ARRDC3 lokalisiert (Abbildung 4.3.4).
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Abbildung 4.3.4: Region-Plot auf Chromosom 7 fiir direkte Totgeburten bei
Holsteinkiihen

Die physikalische Position der Varianten basiert auf dem UMDS3. 1-Assembly (Zimiv et al. 2009). Die Varianten
sind mit einer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jewetligen LD zum “Top-Marker. Positionen,
die im kodierenden Bereich eines Gens annotiert wurden, sind mut verschiedenen Symbolen markiert.

Charakterisierung ARRDC3

Das Gen ARRDCS kodiert fiir ein Arrestin domain-containing Protein 3 (ARRDCS3), das die zweil
N- und C-terminalen Arrestin-Doménen besitzt. Phylogenetisch gesehen und auch aufgrund der
niedrigen Sequenzhomologie ist ARRDC3 jedoch entfernt verwandt zu Arrestinen (AUBRY et al.

2009). Das Protein ist auch unter dem Namen Thioredoxin-bindendes Protein 2 &dhnliches
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induzierbares Membranprotein (Thioredoxin-binding protein-2-like inducible membrane pro-

tein, TLIMP) bekannt (Oxka ez al. 2006).

Beim Menschen wird ARRDCS dhnlich wie bei der Maus im subkutanen Gewebe, sowie in der
Plazenta, Skelettmuskulatur, Milz, Lunge und Leber exprimiert (Oxa et al. 2006; Parwart et al.
2011). Das resultierende Protein ARRDCS3 ist in Wachstum und Vermehrung von Zellen invol-
viert. In vitro und in vivo Studien zeigten, dass ARRDC3 im Anfangsstadium der Brust-Karzinoge-
nese runter reguliert wird und wahrend der Tumorentwicklung sinkt. Dahingegen wirkt eine
Uberexpression des Gens hemmend auf das Zellwachstum, wobei die Expression von Integrin-
beta-4 (I7GB4) beeinflusst wird (DranEM et al. 2010). Parwart ez al. (2011) zeigten, dass das Gen
ARRDC3 mit Fettleibigkeit bei Mannern assoziiert ist. AnschlieBende Studien mit Knock-
out-Méusen lieBen eine hohere perinatale Mortalitit sowie ein geringeres Korpergewicht bei
mannlichen Tieren erkennen. In einer anderen Knockout-Studie wirkte sich das fehlende
ARRDC3-Gen embryonal letal aus, sobald die Mutter kein lipidreiches Futter aufgenommen hat
(SHEA et al. 2012). In genomweiten Studien beim Rind wurde ARRDC3 mit dem Merkmal

Geburtsgewicht assoziiert (Saarchr 2013).

Im bovinen Genom konnte das Gen ARRDC3 auf dem siebten Chromosom lokalisiert werden.
Es liegt auf dem negativen Strang und ist aus acht Exons aufgebaut (Transkriptionsstart:
93.253.094; Transkriptionsende: 93.240.415). Das entstehende Protein setzt sich aus 414 Amino-
sauren zusammen. Uber die Spezies hinweg ist der Konservierungsgrad des ARRDC3-Proteins
sehr hoch. An den Aminosaurenpositionen 9 bis 165 des Proteins befindet sich die Arrestin-N-
Domaine. Die Arrestin-C-Domane ist an den Aminosduren 187 bis 314 positioniert. Der C-ter-
minale Schwanz hinter der C-Domiane enthdlt zwei PPX1Y Motive (PPXY1: AS 341-355;
PPXY?2: AS 384-399) (Q1 et al. 2014).

Basierend auf den Polymorphismen der GWAS wurden 68 Varianten im ARRDC3-Gen annotiert
(vgl. Anhang Tabelle 9.9), von denen drei Polymorphismen im exonischen Bereich lokalisiert sind
(Tabelle 4.10). Der Top-Marker fithrt zu einem nicht-synonymen Austausch eines Tyrosins zu
Cystein (p.Y182C) zwischen der Arrestin-N- und Arrestin-C-Domaéne. SIFT beschreibt die Aus-
wirkung dieses Austausches als ,,tolerated, wahrend Polyphen die A>G-Mutation als ,,possibly
damaging® einstuft. Vier der insgesamt sieben Mutationen, die im hohen LD zum Top-Marker

stehen (>0,8), sind chromosomenweit signifikant.
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Tabelle 4.10: Polymorphismen im exonischen Bereich von ARRDCS3
Position (bp) Region REF ALT AF Effekt SIFT Polyphen P-Wert LD als #*
93.253.064 5'UTR G A 0,035 0,535 0,003

d possibly dama-
ging
93.243.389 CDS GGG GGA 0,802  G377G 2,8948x107 0,458
Die Polymorphismen sind nach thre Lokalisation im Gen ARRDCS basierend auf dem UMDS3. 1-Assembly
(Lmmin et al. 2009) sortiert. Der Effekt der Mutationen, die einen Aminosdureaustausch herbeifiihren, wurde mat
SIFT (Nc und Henikorr 2003) und Polyphen (Apzuuser et al. 2010) vorhergesaglt. REF = Referenzallel in
Leserichtung des Gens; ALT = Alternativallel in Leserichtung des Gens; AF = Allelfrequenz von ALT; AA = be-
troffene  Aminosiuren; LD(r’) gibt das Kopplungsungleichgewicht der Varianten zum Top-Marker (Chr7:
93.244.933) an; * Top-Marker:

93.244.933* CDS TAT TGT 0,905 Y182C tolerate 4,327x10” 0,996

4.3.1.4 QTL auf Chromosom 17

Die Assoziationsstudie fur das Merkmal direkte Totgeburten bei Holsteinkithen brachte einen
QTL auf Chromosom 17 hervor. Der Polymorphismus mit der hochsten Signifikanz
(P-Wert = 2,6154 x 10®) ist im Gen SLC2411 lokalisiert, wobei weitere hoch signifikante Varian-
ten mit einem hohen LD zum Top-Marker (r* > 0,8) in der genreichen Region lokalisiert sind

(Abbildung 4.3.5).

In diesem assoziierten Bereich (73,1 bis 73,3 Mb) sind zwolf Gene lokalisiert, von denen vier bis-
her noch unbekannt bzw. nicht charakterisiert sind (LOC100298791, LOCI100296711,
LOC789355, LOC506093) (Abbildung 4.3.5). Das Zinkfingerprotein 70 (ZNF70) kodierende Gen
ZZNF70 1st in Publikationen kaum beschrieben. Moglicherweise ist es wie die meisten ZNF-Prote-
ine in der Lage, an spezifische DNA-Sequenzen zu binden und dort regulatorisch auf die Expres-

sion bestimmter Gene zu wirken (Kruc 1999).

Uber die Funktion des VPREB3-Gen-Produkts ist bisher ebenfalls wenig bekannt. Die Expression
von VPREB3 findet im Knochenmark und in sekundaren lymphatischen Organen statt
(SHIRASAWA et al. 1993; RopIG et al. 2010). Vermutlich ist es an der Bildung und beim Transport
von B-Lymphozyten im Immunsystem beteiligt (RosNET et al. 2004). Insbesondere bei Tumoren
der Lymphknoten wird VPREB3 stark exprimiert (RobiG ¢t al. 2010). Das Gen CHCHD10 kodiert
das Protein, das eine Coiled-Coil-Helix-Coiled-Coil-Helix-Domane enthalt. Es ist in Mitochon-
drien lokalisiert und wird in der quergestreiften Muskulatur, wie z.B. im Herzen, Zunge und Ske-
lettmuskulatur, exprimiert (MARTHERUS et al. 2010; BANNwARTH ef al. 2014). Das Protein wird fur

die Erzeugung von Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) bei der oxidativen
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Phosphorylierung in der Atmungskette benotigt (VAN KUILENBURG et al. 1992; MARTHERUS et al.
2010). Missense Mutationen in diesem Gen sind verantwortlich fiir eine autosomal dominante
mitochondriale Myopathie (Ajroun-Driss et al. 2012). AuBerdem wird CHCHDI0 mit Erkrankun-

gen des Nervensystems assoziiert (BANNWARTH et al. 2014).
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Abbildung 4.3.5: Region-Plot auf Chromosom 17 fiir direkte Totgeburten bei
Holsteinkiihen

Die physikalische Position der Varianten basiert auf dem UMD3. 1-Assembly (iviv et al. 2009). Die Varianten
sind mut emer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jeweiligem LD zum Top-Marker. Positionen,
die im kodierenden Bereiwch eines Gens annotiert wurden, sind mut verschiedenen Symbolen markiert.

Die von MMPI1 kodierte Matrix Metalloproteinase 11 (MMP11, Stromelysin-3) wird in vielen
Karzinomen beim Menschen entdeckt. In Tumor umgebenden, normalen Geweben wird sie sel-
ten exprimiert (Kossakowska et al. 1996; Teru ef al. 1998). AuBerdem gibt es Hinweise, dass
MMP11 in der Embryonalentwicklung involviert ist (Damjanovski e al. 2001; Wer und Snr 2005).
Savaris et al. (2008) berichteten tiber eine Hochregulierung von MMPI11 in der Gebarmutter
wihrend der Schwangerschaft. Ahnlich wie MMPI 1 sind Mutationen im Gen SMARCBI mit ver-

schiedenen Tumorarten assoziiert (EatoN ef al. 2011; Kim und Roserts 2014). Untersuchungen
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zeigten, dass SMARCBI1 (SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of
chromatin subfamily B member 1) als Tumorsupressor wirkt. Beim Menschen ist eine grofle
Deletion auf Chromosom 22, einschlieflich des Gens SMARCBI, mit einem erhéhten Risiko des
schon im (Klein-) Kindesalter auftretenden rhabdoiden Tumors assoziiert (Jackson et al. 2007).
Das Transmembranprotein Derlin 3, vom Gen DERLS3 kodiert, ist am Mechanismus der mit dem
Endoplasmatischen Retikulum assoziierten Degradation beteiligt (Opa et al. 2006; BELMONT et al.
2010). Dieser Abbauweg verhindert das Austreten von fehlgefalteten oder unvollendet zusam-
mengebauten Polypeptiden aus dem Endoplasmatischen Retikulum und vermindert somit die
Gefahr der Proteotoxitat und Beeintrachtigung der Zellfunktion. Durch Hypermethylierung bei
verschiedenen Tumorarten wird DERL3 inaktiviert (LopEz-SErRrA et al. 2014). Das inaktivierte
DERLS3 fiihrt zu einer Uberexpression von SLC241, welches durch die Glykolyse fiir die Energie-
versorgung zustandig ist. Wahrend der Trachtigkeit und dem fetalem Wachstum ist die Energie-
versorgung durch SLC2A1 von besonderer Bedeutung (YamacucHr et al. 1996). Eine vergleich-
bare Rolle nimmt das Gen SLC2A411 ein, welches in der assoziierten genreichen Region auf
BTADS lokalisiert ist. Der vom SLC2411-Gen kodierte Glukosetransporter GLUT11 ist als Trans-
membranprotein fiir den Austausch von Glukose und Fruktose durch die Zellmembran zustandig
(Sasakt et al. 2001; Dokcke et al. 2001; ScHEEPERS et al. 2003). GaSTER et al. (2004) zeigten, dass
GLUTI1! in den langsam kontrahierenden, auf Dauerleistung ausgelegten Muskelzellen lokali-
siert ist. Im Gegensatz zu anderen Glukosetransportern bleibt die Expression von SLC2411 vom
physiologischen Befinden des Organismus unbeeinflusst. Wahrend der Trachtigkeit ist der Gluko-
semetabolismus besonders wichtig fir die Einnistung der Eizelle sowie fiir die Versorgung und
Entwicklung des Embryos (voN Worrr ef al. 2003; Kimv und Morey 2009). Als Bestandteil des
angeborenen Immunsystems wirkt der vom Gen MIF verschliisselte Makrophagen-Migrations-
hemmende Faktor (CaLanpra und Rocer 2003). Polymorphismen im MIF-Gen sind mit einem
erhohten Risiko fiir das Auftreten der am haufigsten entziindlichen Gelenkserkrankung rheuma-
toide Arthritis assoziiert (DonN et al. 2001). SiNGH et al. (2012) vermuten, dass unterschiedliche

MIF-Level in der Plazenta einen negativen Effekt auf die Geburt haben.

Die zehn signifikantesten Polymorphismen in der assoziierten QQTL-Region weisen zueinander
ein hohes Kopplungsungleichgewicht zueinander auf (r* > 0,98) (Tabelle 4.11). Die Allelsubstitu-
tionseffekte dieser Varianten befinden sich auf einem etwa gleich hohen Level im Bereich von

1,04 bis 1,35.
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Tabelle 4.11: Signifikante Polymorphismen auf Chromosom 17 (72,7 bis 75,8 Mb)

Position (bp) REF ALT AF P-Wert (1] LD als r2
73.258.826%* A G 0,13 2,62x10* 1,19 1
73.189.624 A C 0,15 2,71x10*® 1,13 0,97
73.186.754 T c 0,12 3,43x10*° 1,35 0,97
73.186.764 T C 0,12 3,43x10° 1,35 0,97
73.280.318 G A 0,15 3,53x10*° 1,04 0,8
73.183.467 A G 0,13 4,65x10° 1,11 0,98
73.181.967 T c 0,13 4,68x10° 1,11 0,98
73.183.818 T (¢ 0,13 4,77x10°* 1,13 0,98
73.183.949 A (¢ 0,13 4,77x10°* 1,13 0,98
73.182.642 A G 0.13 4.86x10*° 1.11 0.98

Die Polymorphismen sind nach threm P-Wert aus der GWAS mit EMMAX geordnet. REF = Referenzallel in
Leserichtung des Gens; ALT = Alternativallel in Leserichtung des Gens; AF = Allelfrequenz von ALT; o = Allel-
subtitutionseffekt; LD als v gibt das Kopplungsungleichgewicht der Varianten zum Top-Marker (Chrl7:
753.258.826) an; * = Top-Marker.
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4.3.1.5 QTL auf Chromosom 18 (14,5 bis 15,6 Mb)

Auf dem 18. bovinen Chromosom konnten zwei QQTL fir das Merkmal direkte Totgeburten bei
Kiihen lokalisiert werden. Der chromosomenweit signifikante QTL ist auf den Bereich von 14,5
bis 15,6 Mb beschrankt (15.038.275 bp; P-Wert = 9,7216 x 107). Diese Variante ist im Gen
VPS35 annotiert (Abbildung 4.3.6).
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Abbildung 4.3.6: Region-Plot auf Chromosom 18 fiir direkte Totgeburten bei
Holsteinkiihen (14,5-15,6Mb)

Die physikalische Position der Varanten basiert auf dem UMDS.1-Assembly ({maiv et al. 2009). Die
Varianten sind mit einer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jeweiligen LD zum Top-Marker.
Positionen, die im kodierenden Berewch eines Gens annotiert wurden, sind mut verschiedenen Symbolen markiert.

Charakterisierung von VPS35

VPS35 kodiert fur ein vakuolares Protein sorting 35 (vacuolar protein sorting-associated protein
35, VPS3)5), ein Mitglied der VPS-Gene (Epcar und Porak 2000). Beim Menschen wird VPS3) in
zahlreichen Geweben exprimiert, insbesondere in Gehirn, Herz, Hoden, Ovarium, Diinndarm,

Milz, Skelettmuskulatur und Plazenta (ZHANG ef al. 2000). VPS35 ist Bestandteil eines
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Proteinkomplexes, der die Riickgewinnung und den Transport von Membranproteinen aus den
Endosomen zum Trans-Golgi-Netzwerk bewirkt (Shr et al. 2006; McGoucH und Curren 2011).
Mit zwei weiteren VPS-Proteinen (VPS26 und VPS29) bildet es den Teil des Mechanismus, in
dem die zu transportierenden Molekiile erkannt werden. Die N-terminale Domane von VPS35
ist mit VPS26 assoziiert, wiahrend die C-terminale Region mit VPS29 verbunden wird. Die bei-
den VPS35-Dominen tibernehmen die zentrale Rolle der Bindung des Retromers mit Endoso-
men (RestrEPO ¢f al. 2007). Diese Bindung wird durch den Dimer Nexin als Teil des Komplexes
zusatzlich verstarkt (Hart et al. 2000; DENG et al. 2013). Dieser gesamte Retromerkomplex tiber-
nimmt essentielle Aufgaben in der Embryonalentwicklung und weiteren zellularen Aktivitaten,

wie z.B. dem programmierten Zelltod (GrirrIN et al. 2005; CHEN et al. 2010).

Mutationen in VPS3)5 sind mit neurodegenerativen Erkrankungen wie die Parkinson- (OMIM
614203) und Alzheimer-Krankheit assoziiert (SmaLL et al. 2005; ViLARINO-GUELL et al. 2011;
ZivprICH et al. 20115 WEN et al. 2011).

Tabelle 4.12: Polymorphismen im exonischen Bereich von VPS35

Position (bp) Region REF ALT AF Effekt SIFT Polyphen P-Wert LD als #*
15.057.327 5'UTR C T 0,715 0,022 0,234
15.057.312 5UTR T C 0,761 0,001 0,187
15.057.304 5'UTR C A 0,023 0,266 0,017
15.049.386 CDS CTC cTT 0,728  L383L 0,005 0,26
15.042.152 CDS GCG GCA 0,070  A610A 0,085 0,062
15.039.709* CDS AGT AAT 0,390  S760N tolerated benign 9,8498x10° 1
15.039.449 3UTR G A 0,057 0,470 0,042

Die Polymorphismen sind nach ihre Lokalisation im Gen VPS35 basierend auf dem UMDS3. 1-Assembly (imiv
et al. 2009) sortiert. Der Effekt der Mutationen, die einen Aminosiureaustausch herbefiihren, wurde mit SIFT
(Ne und Hentkorr 2003) und Polyphen (Apzruset et al. 2010) vorhergesaglt. REF = Referenzallel in Leserich-
tung des Gens; ALT = Alternatwallel in Leserichtung des Gens; AF = Allelfrequenz von ALT; AA = betroffene
Aminosiuren; LD(r’) gibt das Kopplungsungleichgewicht der Varianten zum Top-Marker (Chr18: 15.039.709)
an; * Top-Marker:

VPS35 konnte im bovinen Genom auf dem 18. Chromosom lokalisiert werden. Es erstreckt sich
tiber ~18,5 kb auf dem negativen Strang zwischen 15.038.816 bp bis 15.057.329 bp. Das aus 17
Exons bestehende Transkript mit einem vorgelagertem, untranslatierten Exon kodiert eine 796
Aminosaure lange Proteinsequenz. Das Protein ist beim Vergleich mit verschiedenen Spezies sehr

hoch konserviert.
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Insgesamt wurden 213 Mutationen in der Genregion von VPS35 annotiert und in der GWAS
analysiert. Im Promotor wurden 30, im 5'UTR drei, im 3'UTR eine und in der kodierenden
Sequenz drei Varianten identifiziert. Unter den kodierenden Mutationen befindet sich der signifi-
kanteste Marker dieses QTL fiir das Merkmal direkte Totgeburten bei Holsteinktihen auf Chro-
mosom 18 (15.039.709 bp; P-Wert = 9,8498 x 10™). Dieser Allelaustausch wandelt in der C-ter-
minalen Doméane die Aminosaure Serin zu Asparagin um (p.S760N). SIFT und Polyphen stufen
diese Veranderung in der Proteinsequenz als harmlos ein (Tabelle 4.12). Keiner der genischen
Varianten in VPS3) liegt im hohen LD mit dem Top-Marker (MAX: 0,641; vgl. Anhang Tabelle
9.10).
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4.3.1.6 QTL auf Chromosom 18 (59 bis 60,1 Mb)

Auf Chromosom 18 wurde der genomweit signifikanteste Polymorphismus fiir das Merkmal
direkte Totgeburten bei Kithen lokalisiert (59.586.457 bp). Der P-Wert dieses Markers betrug
5,0011 x 10, Dieser Bereich auf dem bovinen Chromosom 18 enthilt zahlreiche unbekannte
Gene (,LOC*, Abbildung 4.3.7). Als positionelles Kandidatengen, dessen Transkriptionsstart
31 kb vom Top-Marker entfernt ist, konnte das Gen LOC787812 identifiziert werden.
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Abbildung 4.3.7: Region-Plot auf Chromosom 18 fiir direkte Totgeburten bei
Holsteinkiihen (59-60,1Mb)

Die physikalische Position der Varanten basiert auf dem UMD3. 1-Assembly (v et al. 2009). Die
Varianten sind mut einer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jeweiligem LD zum Top-Marker.
Positionen, die im kodierenden Bereich eines Gens annotiert wurden, sind mut verschiedenen Symbolen markiert.

Charakterisierung von LOC787812

Das bisher nicht charakterisierte bovine Gen LOC787812 liegt auf dem negativen Strang des 18.
Chromosoms und erstreckt sich tber eine Lange von ~22 kb, aufgeteilt in sechs Exons

(Transkriptionsstart: 59.555.387; Transkritpionsende: 59.533.349). Mittels BLAST-Suche wurde
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die 760 Aminosaure lange Sequenz des bovinen LO(787812 (XP_002695345.3) mit allen Prote-
insequenzen der RefSeq-Protein-Datenbank (Prurrr et al. 2014) abgeglichen, um basierend auf
moglichen Sequenzhomologien ein geeignetes, bei einer andere Spezies bekanntes Protein zu
identifizieren. Alle 760 vorgegebenen Aminosauren stimmen liickenlos und vollstaindig mit dem
bovinen Zinkfingerprotein 845 (ZNF845; XP_001255074.5) uberein (vgl. Anhang Abbildung
9.2). Die Lage der beiden Gene ist nicht identisch. Das fir ZNF835-Protein kodierende Gen
befindet sich im Gegensatz zu LOC787812 auf dem positiven Strang und ist ~280 kb von
LOC787812 entfernt (Chr18: 59.195.319 - 59.253.774).

Das von LOC787812 kodierte Protein ist ahnlich wie zahlreiche Zinkfingerproteine (ZFP) durch
eine N-terminale Kruppel-assoziierte Box (KRAB) charakterisiert (HUNTLEY ef al. 2006), die eine
typische Domane fur Transkriptionsfaktoren darstellt. Die KRAB-Domaiane besteht aus einer
A-Box und in einigen Féllen auch aus einer B-Box. Insbesondere die A-Box dient als Repressor
der Transkription von Genen und verhindert somit die Entstehung des vom Gen kodierenden
Proteins (WrrzcaLL et al. 1994). Dabel interagiert sie mit anderen Korepressoren (VISSING et al.
1995). Am C-terminalen Ende von Zinkfingerproteinen befindet sich die charakteristische Zink-
Finger-Doppel-Domane, die je nach Protein durch eine variierende Anzahl an Zink-Finger-Moti-
ven (CyoHy) definiert ist. Bei Proteinen mit einer KRAB-Doméne ist sie fiir die Bindung der DNA

zustandig (Looman ez al. 2002).

Zinkfingerproteine mit einer KRAB-Domane stellen eine der groBten tetrapoden spezifischen
Zinkfingerprotein-Familien dar und sind zusatzlich die grofite Gruppe der Transkriptionsfakto-
ren in Saugetieren (LooMaN e al. 2002). Sie sind meist in Gruppen lokalisiert, da sie wahrschein-
lich durch Tandem-Duplikation entstanden sind (CoLLINS ¢f al. 2001). Fur viele der Zinkfinger-
protein-KRAB Gene ist die genaue Funktion noch ungeklart. HunTLEY e/ al. (2006) vermuten
jedoch, dass viele in einer Region konzentrierte Zinkfinerprotein-KRAB-Paraloge an unter-
schiedlichen Prozessen beteiligt sind. Studien zeigten, dass Zinkfinger-KRAB-Proteine eine wich-
tige Rolle bei der Zelldifferenzierung und bei der Entwicklung von Organen, wie auch bei der
Apoptose iibernehmen (KatoH et al. 1998; JHEON et al. 2001; Yanc 2003). Des Weiteren wurden
sie mit Entwicklungsstorungen, neoplastischen Schiden und Schizophrenie assoziiert (TomMMERUP

und VissING 1995; Takaske et al. 2001).

Die KRAB-A-Box wird beim LOC787812-kodierten Protein von den Aminosauren 8 bis 46 fest-
gelegt. Die Zinkfinger-Domane erstreckt sich von den Aminosauren 266 bis 688, wobei sich die

CyH,-Motive im Bereich von 568 bis 593 befinden.
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Tabelle 4.13: Polymorphismen im exonischen Bereich von LOC787812
Position (bp) Region REF ALT AF Effekt SIFT Polyphen P-Wert LD als #?
59.555.382 5'UTR G A 0,050 4,5202x10” 0,007

TTTCTTT TTTCTT

59.555.340  SUTR  Grrrera  tora 0007 0,335 0

59.535.738 CDS CCT  GCT 0282 PI94A tolerated benign 2,8x10" 0,05

59.535.519 CDS CCA GCA 0,073 P267A deleterions POSIPY d- 0,357 0,01
maging

59.534.816 CDS TAT TGT 0,113 Y501C possibly da- 0,161 0,019
maging

59.534.257 CDS CCG  CCA 0286 P634P 2.3x10" 0.05

Die Polymorphismen sind nach ihre Lokalisation im Gen LOC787812 basierend auf dem UMDS3. 1-Assembly
(v et al. 2009) sortiert. Der Effekt der Mutationen, die einen Aminosdureaustausch herbeifiihren, wurde mat
SIFT (Nc und Henikorr 2003) und Polyphen (Apzuuser et al. 2010) vorhergesaglt. REF = Referenzallel in
Leserichtung des Gens; ALT = Alternativallel in Leserichtung des Gens; AF = Allelfrequenz von ALT; AA = be-
troffene Aminoséiuren; LD als r° gibt das Kopplungsungleichgewicht der Varianten zum Top-Marker (Chrl8:
59.586.457) an.

Im Gen LOC787812 wurden insgesamt 69 Polymorphismen bei Holstein identifiziert (vgl.
Anhang Tabelle 9.11), von denen sechs im exonischen Bereich lokalisiert sind (Tabelle 4.13). Eine
einzige Variante (59.555.382 bp) weist einen signifikanten P-Wert auf (P-Wert = 4,5202 x 107 ),
jedoch steht sie, wie auch alle anderen genischen Varianten, in keinem oder einem nur sehr nied-
rigen Kopplungsungleichgewicht mit dem Top-Marker an Position 59.586.457. Somit konnen die
genischen Polymorphismen in LOC787812 als Kandidatenmutation ausgeschlossen werden. Ver-

mutlich spielen regulatorische Varianten eine Rolle.
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4.3.1.7 QTL auf Chromosom 29

Der QTL auf dem bovinen Chromosom 29 enthalt zwei Polymorphismen, die die chromoso-
menweite Signifikanzgrenze von P = 1,23827 x 107 iiberschreiten. Der bei 50.126.590 bp lokali-
sierte Top-Marker erreicht einen P-Wert von 9,8292 x 10®. Der Transkriptionsstart des funktio-

nellen Kandidatengens /79 ist ~2 kb entfernt (Abbildung 4.3.8).
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Abbildung 4.3.8: Region-Plot auf Chromosom 29 fiir direkte Totgeburten bei
Holsteinkiihen

Die physikalische Position der Varianten basiert auf dem UMDS3. 1-Assembly (v et al. 2009). Die Varianten
sind mut emer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jeweiligen LD zum Top-Marker: Positionen,
die im kodierenden Bereiwch eines Gens annotiert wurden, sind mut verschiedenen Symbolen markuert.

Charakterisierung von HI19

Das Gen H19 wird in ein RNA-Produkt transkribiert, welches nicht translatiert wird. Beim Men-
schen liegt H79-mRNA wahrend der Embryonalentwicklung in der Plazenta und in verschiede-
nen Geweben des Embryos vor (GOsHEN et al. 1993). Eine Expression von H79 ist mit einer

Unterdrickung des Wachstums assoziiert. Wahrend der frithen Trachtigkeit werden noch beide
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parentale Allele (maternal und paternal) des H79-Gens exprimiert (ARIMA ¢t al. 1997). Im spate-
ren Verlauf der Trachtigkeit wird nur noch das maternale Allel exprimiert; das vom Vater ist
durch Methylierung inaktiviert (BRANNAN et al. 1990; ZHANG et al. 2004). H19 ist somit ein imprin-
tetes Gen. Direkt nach der Geburt wird die Expression von 79 mit Ausnahme der Skelettmus-
kulatur in allen Geweben herunter reguliert (BrRuxkow und Tiecaman 1991). Postnatal wird H79

wahrend der Pubertit und der Schwangerschaft in der Brustdriise transkribiert (ADRIAENSSENS et

al. 1999).

LeigHTON et al. (1993) zeigten, dass /119 die Expression vom ~80 kb entfernten paternal expri-
mierten Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktor 2 (IGF2) beeinflusst. Das Ausschalten des materna-
len Allels von H19 fuhrt zu einer erhohten Funktion von IGF2. Die Nachkommen, denen das
maternale Allel von 79 fehlte, wiesen ein hoheres Korpergewicht auf. Beit Méausen bewirkt das
Ausschalten von /79 dhnlich wie beim Menschen ein tbermafBliges Wachstum (LEIGHTON et al.
1995; GaBory et al. 2009), wihrend sich eine Uberexpression von H19 letal auswirkt (Bruxkow

and TieHMAN 1991).

Tabelle 4.14: Polymorphismen im exonischen Bereich von H19

Position (bp) Region REF ALT AF P-Wert LD als r’
50.150.909 EXONI1 G c 0,012 0,761 1
50.151.145 EXONI1 G A 0,100 0,907 1
50.151.244 EXONI1 G A 0,182 0,483 0,245
50.151.479 EXONI1 G A 0,871 0,962 1
50.151.678 EXONI1 c T 0,011 0,022 1
50.151.957  INTRONI CCTCTCTCTCTCT CCTCTCTCTCT 0,008 0,008 1
50.152.361 INTRONS3 c A 0,007 0,436 1
50.152.638 EXON5 G A 0,183 0,485 0,24
50.152.969 EXON5 A G 0,049 0,194 1

Die Polymorphismen sind nach ihrer Lokalisation tm Gen H19 basierend auf dem UMD3. 1-Assembly ({iviv et
al. 2009) sortiert. REF = Referenzallel in Leserichtung des Gens; ALT = Alternativallel in Leserichtung des
Gens; AF = Allelfrequenz von ALT; LD(r*) gibt das Kopplungsungleichgewicht der Varianten zum Top-Marker
(Chr29: 50.148.761) an.

Beim Menschen wird das Gen mit dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom (OMIM 130650), dem
Silver-Russel-Syndrom (OMIM 180860) und dem Wilms Tumor 2 (OMIM 194071) assoziiert.
Das Beckwith-Wiedemann-Syndrom ist gekennzeichnet durch teilweise asymmetrischen Grol3-
wuchs verbunden mit bereits im Kindesalter vorhandenen Fehlbildungen und Tumoren

(WEKSBERG ef al. 2009). Dazu gehoren embryonal auftretende bosartige Auswiichse, wie der in
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der Niere erscheinende Wilms-Tumor. Das Silver-Russel-Syndrom ist eine Form des intrauteri-
nen Kleinwuchses, einhergehend mit Fehlentwicklungen des Schadels und des Gesichts sowie

einem niedrigeren Drang zur Nahrungsaufnahme (MARTINEZ NOGUEIRAS ef al. 2001).

H19 befindet sich im bovinen Genom auf dem positiven Strang des 29. Chromosoms im Bereich
von 50.150.775 bp bis 50.153.147 bp. Das aus funf Exons bestehende Transkript hat eine
Gesamtlange von ~2,3 kb. Im //79-Gen sind 13 Varianten lokalisiert, die in der GWAS verwen-
det wurden (Tabelle 4.14), von denen sich neun Polymorphismen im vollstandigen Kopplungsun-
gleichgewicht mit dem Top-Marker befinden. Die gesamte Region um den Top-Marker weist ein
sehr hohes LD auf (Abbildung 4.3.8). Mit Ausnahme einer Variante im Promotor von H19
(50.149.817 bp; P-Wert = 1,72 x 10”) sind die genischen Polymorphismen dieses Gens gering

signifikant.
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5 Diskussion

Die Einfuhrung von NGS-Technologien ermoglicht die Re-Sequenzierung kompletter Genome.
Aufgrund stetig sinkender Kosten dieser Methode kann die komplette genomische Variation ein-
zelner Individuen preiswert analysiert werden und maligeblich zur Aufdeckung kausaler Mutatio-

nen beitragen (EicHLER e al. 2010).

In dieser Arbeit wurden genomweite Re-Sequenzierungsdaten beim Rind basierend auf 214
Genomen analysiert, um potentiell kausale DNA-Varianten zu identifizieren. Dazu wurden vor-
zeitige Stopp-Codons systematisch identifiziert und analysiert sowie eine sequenzbasierte GWAS

fir das Merkmal Totgeburten in der Rasse Holstein durchgefiihrt.

5.1 Sichtung der genomischen Variation

Die genomweite Re-Sequenzierung von 214 Individuen aus sechs unterschiedlichen Rinderras-
sen brachte mehr als 22 Mio. variable Positionen hervor. Aufgrund der niedrigen und immer wei-
ter sinkenden N. in Rinderpopulationen (NoMURA et al. 2001; Haves et al. 2003; THE BoviNe
HarMapr Consorrium 2009) ist die hohe Variation zundchst erstaunlich, denn Populationen mit
geringer N, weisen ein hohes LD und somit eine geringere genetische Variation auf. Das Ausmaf3
der identifizierten Polymorphismen ist durch die unterschiedlichen LD-Strukturen in den ver-
schiedenen Populationen zu erklaren (T'He Bovine HapMap Consortium 2009). Trotz der sinken-
den N. in den einzelnen Populationen ist die genetische Diversitit beim Rind und somit auch
innerhalb der sechs analysierten Rassen hoch. Des Weiteren ist die Einbeziehung von Schlissel-
tieren, die Bestandteil der N, sind und einen groBen genetischen Anteil an der aktuellen Popula-
tion haben, von entscheidender Bedeutung fiir den Umfang detektierter Polymorphismen

(Gopbparp und Haves 2009a).

In vorangegangenen Studien beim Rind, in denen einzelne Tiere genomweit analysiert wurden,
lag die Anzahl detektierter Polymorphismen bei etwa drei Mio. Positionen (Eck et al. 2009;
STOTHARD et al. 2011). Im vorliegenden Datensatz konnten unabhdngig von der genomischen
Abdeckung und Rassezugehorigkeit des einzelnen Tieres etwa sechs Mio. variable biallelische
Polymorphismen in jedem Individuum detektiert werden, vergleichbar mit Cnor et al. (2014). Die

Anwendung der multi-sample calling Methode (Li 2011) und die anschlieBende
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Beagle-Imputation (BRowNING und BrowNING 2009) erkldaren die hohere Anzahl an Polymorphis-
men je Tier. Auch Tiere ohne Abdeckung erhalten einen Genotyp fiir eine im Datensatz identifi-
zierte variable Position. Sobald Individuen mit einem hoch abgedeckten Genom in die Analyse
einbezogen sind, konnen unabhangig von der Abdeckung fiir alle Proben zuverlassige Genotypen
ermittelt werden (DePristo ef al. 2011). Neben der in dieser Arbeit angewandten multi-sample
calling Methode und der Imputation mit Beagle erschwert die Verwendung unterschiedlicher Pro-

gramme und Filter den Vergleich zwischen den einzelnen Studien.

Die 214 re-sequenzierten Individuen weisen durchschnittlich eine ~7-fache Abdeckung des
Genoms auf. Studien belegen, dass diese Genomabdeckung ausreichend ist, um eine umfangrei-
che und zuverldssige Identifizierung der Varianten und ihrer Genotypen zu gewdhrleisten
(KawaHARA-MIKI ef al. 2011; STOTHARD et al. 2011; JANSEN ef al. 2013). Basierend auf diesen Ergeb-
nissen kann davon ausgegangen werden, dass die genomische Variation in Form von SNP und
kurzen InDels in jedem vorliegend untersuchten Tier mit einer hohen Sensitivitat und Spezifizi-
tit abgefragt wurde, was durch die hohe Ubereinstimmung der Genotypen, die hohe NRS- und
die geringe NRD-Rate bestitigt wird. Eine Vielzahl dieser beiden Mutationsformen liegt dank
verschiedener Studien in 6ffentlichen Datenbanken vor (Eck et al. 2009; THE BovINE GENOME
SEQUENCING AND AnNarysis ConsorTiom et al. 2009; Tue Bovine HapMar Consortiom 2009;
STOTHARD et al. 2011; DAETWYLER et al. 2014). Jedoch ist der Katalog der genetischen Variation bis
dato noch nicht vollstandig. Strukturelle Varianten, die vor allem aufgrund ihrer Komplexitat bis-
her wenig Berticksichtigung fiir die genetische Aufklarung eines Phanotyps fanden, sind in offent-
lichen Datenbanken wenig prasent. Dies bedeutet jedoch nicht, dass sie nicht im Rindergenom
auftreten und bei der Aufdeckung von Erbdefekten keine Bedeutung haben. Beim Rind sind
bereits gro3e Deletionen bekannt, die kausal fur genetisch bedingte Fehler sind, wie z.B. Brachy-
spina (CHARLIER ef al. 2012) sowie Aborte und Totgeburten (Frisikowski ef al. 2010). Daher sollte
zur Vervollstandigung der gesamten genomischen Variation die Entdeckung komplexer Mutatio-
nen in zukiinftigen Studien angestrebt werden. Dazu existieren bereits verschiedenste Methoden,
deren Anwendung in NGS-Daten die Detektion von strukturellen Varianten vereinfachen kon-

nen (Norb et al. 2011; Asyzov et al. 2011).
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5.2 Identifizierung kausaler Mutationen

Die Ergebnisse der funktionellen Annotation der identifizierten Varianten zeigen, dass sich die
Verteilung der Varianten zwischen genischen und intergenischen Bereichen bzw. zwischen kodie-
render und nicht-kodierender Region enorm unterscheidet, was vor allem durch den geringen
Anteil der kodierenden Region am Gesamtgenom zu erklaren ist. Besonders niedrig ist der Anteil
an nicht-synonymen Polymorphismen. Da nicht-synonyme Austausche im Vergleich zu synony-
men und nicht-kodierenden Polymorphismen seltener auftreten (YamacucHi-Kasara et al. 2008),
ist von einem schwerwiegendem Effekt auszugehen (Li et al. 2010a). Es ist wahrscheinlich, dass
Varianten mit funktioneller Auswirkung den grofiten Effekt auf ein Merkmal haben. Nicht-syn-
onyme Austausche stehen aufgrund ihrer moglichen schadlichen verandernden Wirkung auf das
Protein oft unter dem negativen Selektionsdruck (CarciLL et al. 1999; Bovko et al. 2008). In der
vorliegenden Arbeit wurde nur ein geringer Anteil der nicht-synonymen Austausche als schadlich
eingestuft. SUNYAEV et al. (2001) konnten beispielsweise zeigen, dass nicht alle nicht-synonymen
Aminosaureaustausche einen negativen Effekt auf das resultierende Peptid haben. Da die Effekte
der Aminosaureaustausche auf Vorhersage-Programme beruhen, sollten die Ergebnisse in weite-

ren Studien genauer analysiert werden.

Neben den nicht-synonymen Austauschen kommen inshesondere vorzeitige Stopp-Codons selten
im Genom vor. Auch wenn die Auswirkungen von Stoppmutationen stark von ihrer Position im
Protein sowie vom betroffenen Gen abhangen (THEIN e/ al. 1990; INoUE et al. 2004; Savas et al.
2006), lasst deren geringe Frequenz im Vergleich zu Aminosdaureaustauschen einen schadlicheren
Effekt vermuten (YamacucHI-Kasata et al. 2008; BALASUBRAMANIAN ¢f al. 2011; MACARTHUR et al.

2019).

Die Gesamtheit der genomischen Variation ist ein wichtiger Bestandteil bei der Identifizierung
und dem Management von Mutationen, die fiir quantitative Leistungsmerkmale, Erbfehler oder
sonstige spezielle Phanotypen kausal sind. Liegen Genomsequenzen vor, konnen bereits bekannte
Varianten, z.B. aus der OMIA-Datenbank (ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN ANmMALs 2014),
direkt abgefragt werden, auch wenn kein Tier mit dem dazugehérigem Phanotyp im Datensatz
enthalten ist. Die Uberpriifung erfolgt nur iiber Genotypinformationen, wobei die Prisenz von
Anlagetragern einer Mutation ausreicht, um die Segregation dieser Variante in der Population zu
beurteilen. Mit Hilfe der Re-Sequenzierung von Schliisseltieren kann der Ursprung des De-
fektallels ermittelt werden. Bullenlinien, die von einem Trdgertier abstammen, sollten genauer

beobachtet und tiberpriift werden. Die Kenntnis iiber den Tragerstatus eines Defekts kann durch
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die Vermeidung von Risikoanpaarungen direkt im Zuchtprogrammen genutzt werden und auf
diese Weise einen wichtigen Beitrag zur Verbesserung der Leistung und des Gesundheitszustan-

des von Rinderpopulationen leisten.

Die postulierte Kausalitit von Mutationen kann durch die Verfigbarkeit von Genomsequenzen
und durch deren direkte Abfrage ebenso in Frage gestellt oder sogar widerlegt werden. Der fir
die Thrombopathie in Simmental ursachliche Aminosaureaustausch (Boupreaux et al. 2007) ist
womoglich nicht die einzige Mutation, die kausal fiir den Phanotyp ist. Basierend auf der Infor-
mation von Genomsequenzen vermutet Junc (2013) eine weitere kausale Variante fiir die Blutge-
rinnungsstorung beim Rind. Des Weiteren konnte das als embryonal letal bezeichnete vorzeitige
Stopp-Codon im Gen SHBG (Fritz et al. 2013) in der vorliegenden Datenanalyse widerlegt wer-
den. Die mittels NGS identifizierte Segregation der Mutation in BFV veranlasste eine popula-
tionsweite Genotypisierung an dieser Position. Durch das Auffinden homozygoter Tiere konnte

nachgewiesen werden, dass ein embryonal letaler Effekt des SNP nicht zutrifft.

5.2.1 Vorzeitiger Abbruch der Translation

Mutationen, die den Leserahmen des Gens unterbrechen, wurden haufig als potentielle Kandi-
daten fiir die Kausalitat von Erbkrankheiten thematisiert. Basierend auf den 214 Rindergeno-
men konnten 100 vorzeitige Stopp-Codons in 94 verschiedenen Genen zuverlassig identifiziert
und bestatigt werden. Ein GroBteil der vorhergesagten Stoppmutationen ist jedoch aufgrund
falscher Genannotation, Mapping- oder Sequenzierfehler verworfen worden (MACARTHUR et al.
2012). Ahnlich wie in anderen Studien weisen einzelne Gene mehrere Stoppmutationen auf
(MACARTHUR et al. 20125 ArsarLem et al. 2013). Vermutlich handelt es sich hierbei um Pseudogene

ohne essentielle Funktion (MACARTHUR et al. 2012).

Die detektierten Varianten wurden mit Hilfe der Sanger-Re-Sequenzierung tberpriift. Von den 39
Stoppmutationen mit fehlenden Homozygoten konnten so fiir zwolf Varianten ALT-homozygote
Tiere detektiert werden. Diese Uberpriifung sowie die Anwendung weiterer Filter kénnten die
geringere Anzahl an vorzeitigen Stopp-Codons beim Rind im Vergleich zu anderen Untersu-
chungen beim Menschen (MACARTHUR et al. 2012) sowohl innerhalb des Panels als auch je Indivi-
duum erklaren. AuBlerdem zeigen die Ergebnisse die enorme Bedeutung der anschlieBenden

Validierung.
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Fir 30 Gene, in denen eine hoch qualitative Stoppmutation identifiziert wurde, liegen Phino-
typen bei Mensch und Maus vor. Fiir acht dieser Varianten, deren Gene im Immunsystem rele-
vant sind, wurde nur der heterozygote Genotyp beobachtet. Das Fehlen von Homozygoten an
diesen Positionen mit Phanotypinformation lasst auf ein potentiell schadliches rezessives Allel
schlieBen, insbesondere bei einer mittleren Allelfrequenz (VANRADEN ef al. 2011b). Jedoch kénnen
homozygote Genotypen auch durchaus aufgrund der geringen Allelfrequenz dieser Polymorphis-

men nicht beobachtet worden sein (Savas et al. 2006).

Jedes der 214 untersuchten Tiere tragt durchschnittlich zwolf” Stoppmutationen. Kein Tier ist im
Besitz aller vollstandig funktionellen Gene (BaLasuBraMaANIAN ef al. 2011). Eine Proteinverkirzung
oder ein Proteinverlust scheint demnach kompatibel und in keinem hohen Mal3e beeintrachti-
gend fiir ausgewachsene Rinder zu sein. Auch im humanen Genom sind sowohl heterozygote als
auch homozygote vorzeitige Stopp-Codons nicht auBBergewohnlich, selbst in gesunden Individuen
(NG et al. 2008; YNGVADOTTIR et al. 2009; MacArTHUR und TYLER-SmrTH 2010; MACARTHUR et al.
2012). Dabei sollten Stoppmutationen in gesunden Organismen jedoch funktionell kategorisiert
werden, denn auch hier konnen kausale Allele schwerwiegender Krankheiten vorliegen. Als
heterozygoter Anlagetrager einer solchen Mutation, die verantwortlich fiir rezessive Erkrankun-

gen 1st, sind die Individuen jedoch nicht gefahrdet.

Basierend auf den Regelfallen in Saugetieren (Nacy und Maguar 1998) wird durch 30 verifizierte
Stopp-Codons moglicherweise ein NMD inititert, u.a. in VCAMI und FREMI. Der NMD dient
als Schutzmechanismus, um die Entstechung verkiirzter, verdnderter Proteine zu verhindern
(FriscuMEYER und Dietz 1999; ScHELL et al. 2002). Wird der Abbau der mRINA durch ein vorzeiti-
ges Stopp-Codon veranlasst und sind gleichzeitig alle Isoformen von der Stoppmutation betrof-
fen, kann es zu einem vollstandigen Verlust der Proteinfunktion kommen (Martsupa et al. 2008).
Ausnahmen von dieser NMD-Regel (FriscumeyER und Dierz 1999; Isken und Maguar 2007) zei-
gen, dass vorzeitige Stopp-Codons nicht zwangslaufig zu einem vollstandigen Verlust der Protein-
funktion fithren muss. Andere Stoppmutationen verkiirzen das Protein und kénnen einen noch
schwerwiegenderen Effekt ausiiben, insbesondere wenn eine strukturelle oder funktionelle
Domaine betroffen ist (ScHELL et al. 2002; Savas et al. 2006; BALASUBRAMANIAN ef al. 2011), ahnlich
wie bei der Variante in TAS2R38. Die Stoppmutation in 7AS2R38 wird vermutlich den Verlust
der letzten beiden Transmembrandomanen hervorrufen. Das Fehlen dieser Domanen, die fiir die
Signaltransduktion der G-Proteine im intrazellularen Raum zustandig sind (Vampenr et al. 2002;

Froriano et al. 2006), konnte die Funktion des Proteins extrem beeintrachtigen. Auch die Pankre-
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aslipase, deren Gen PNLIP von einer Stoppmutation betroffen ist, wird moglicherweise ihre hoch-
funktionelle PLAT-Domane verlieren. Demzufolge konnte die Lipase nicht mehr an den Kofak-
tor Kolipase binden (BaremaN und Sanprorp 1999; CHaHINIAN ef al. 2000; Lowe 2002) und ihre
Funktion bei der Hydrolyse von Triglyceriden austiben (Lowe ef al. 1989; Davis et al. 1991; Lowe
2002). Ein gestorter Fettstoffwechsel wirkt sich gegebenenfalls auf die Qualitat der Milch und des
Fleisches aus (KempsTER 1981; NickErsoN 1995; Woob et al. 2004). Tanomura ef al. (2011) konn-

ten bereits Mutationen im Gen PNLIP mit der Fleischmarmorierung assoziieren.

Das verifizierte vorzeitige Stopp-Codon in FREM 1, das die Proteinfunktion aufgrund des Verlusts
der C-Typ-Lektin-Doméne durch einen NMD oder durch die Proteinverkiirzung stéren kann,
kann analog zu Studien bei Maus und Mensch (AL-Gazalr et al. 2002; Avazawmr et al. 2009;
SLAVOTINEK et al. 2011) einen vergleichbaren Defekt beim Rind auslosen. Diese Schadigung der
Proteinfunktion auBlert sich in Syndaktylie, renalen und anorektalen Missbildungen sowie Defor-

mationen des Auges (VARNUM und Fox 1981; SmytH et al. 2004).

Durchschnittlich gehen ~42% der Aminosduresequenz durch die Stoppmutation verloren. Es
existieren zahlreiche Varianten, die am Anfang als auch am Ende der Sequenz lokalisiert sind.
Gegebenenfalls sind die Proteinfunktionen der kodierenden Gene, bei denen die Stoppmutation
am 3'-Ende des Transkripts lokalisiert ist und die Wirksamkeit des kodierten Proteins dement-
sprechend in geringem Ausmal} beeintrachtigt wird, toleranter gegentiber der Entstehung eines
vorzeitigen Stopp-Codons und noch voll funktionsfahig (vgl. ORFPR) (Savas et al. 2006;
MACARTHUR et al. 2012). Andererseits kann auch bei der Lokalisation des Stopp-Codons nahe des
5'-Endes die Funktion der Proteine erhalten bleiben, falls sich hinter dem vorzeitigen Stopp-Co-
don ein alternatives Start-Codon befindet (Ozisik et al. 2003; Howarp et al. 2004; MACARTHUR et
al. 2012).

Die Allelfrequenzverteilung der Stoppmutationen ist vergleichbar mit der Allelfrequenzverteilung
der als schadlich vorhergesagten nicht-synonymen Austausche, sowohl tiber alle Rassen hinweg
als auch bei der Unterscheidung zwischen den einzelnen Rassen. Varianten, die ein vorzeitiges
Stopp-Codon entstehen lassen, sind im niedrigen Allelfrequenzbereich vorzufinden. Auch beim
Menschen ist eine Anreicherung von gering frequenten Stoppmutationen erkennbar
(BALASUBRAMANIAN ef al. 2011; MACARTHUR et al. 2012; Kiezun et al. 2013). Ein GrofBteil identifizier-
ter vorzeitiger Stopp-Codons im Humangenom wird als kausal fiir autosomal-rezessive Erb-
krankheiten beschrieben (FriscHMEYER und Dierz 1999; Fay und Wu 2003; Morr et al. 2008), was
auch beim Rind denkbar wire (z.B. Stoppmutation in FREM]I). Die Anhaufung der LolF-Varian-
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ten fir seltene Allele deutet auf deren schadlichen Wirkung und demzufolge auf eine negative
Selektion gegen diese Allele hin (Fay und Wu 2003; BALASUBRAMANIAN ¢f al. 2011). Die niedrige
Allelfrequenz der Stoppmutation in VCGAMI in Verbindung mit dem letalen Phanotyp, der durch
den Funktionsverlust des vaskularen Adhésionsmolekiils herbeigefiihrt wird (GURTNER ef al. 1995;
KweE et al. 1995a), lasst auf einen vergleichbaren, letalen Effekt beim Rind schlieBen. Moglich ist
auch, dass die Variante eine Bedeutung bei arteriosklerotischen und pro-inflammatorischen

Erkrankungen hat (CyBuLsky ef al. 2001; Dansky et al. 2001).

Gene, die in der Geruchs- und Geschmackswahrnehmung involviert sind, werden oft von vorzei-
tigen Stopp-Codons affektiert (ALsaLem ef al. 2013). Je nach Umgebung und Erndhrungspraferen-
zen stchen Mutationen in diesen Genen unter einem Selektionsdruck. Die Stoppmutation im Bit-
tergeschmacksrezeptorgen 7AS2R38 (HooN et al. 1999; Abrer et al. 2000; K et al. 2003;
WoobING et al. 2004) konnte beim Rind das Geschmacksvermogen fiir bittere Stoffe in ahnlicher
Weise wie beim Menschen beeinflussen. Die geringe Allelfrequenz und die fehlenden ALT-homo-
zygoten Genotypen deuten auf eine negative Selektion hin. Man kann vermuten, dass Tiere mit
einem funktionerenden Rezeptor einen ausgepragten bitteren Geschmackssinn haben und somit
die Aufnahme von bitteren, oft auch giftigen Pflanzen verhindert werden konnte (MEYERHOF

2005).

In den 214 Tieren wurden neben den gering frequenten Stoppmutationen auch solche mit hoher
Allelfrequenz und der Anwesenheit von homozygoten Tieren fiir beide Genotypen detektiert.
Die Existenz homozygoter Genotypen bedeutet jedoch nicht, dass die beeintrachtigte Proteinei-
genschaft des homozygot inaktivierten Gens keinen Einfluss auf einen Phanotyp hat. Das Protein
kann durch die Einfuhrung des vorzeitigen Stopp-Codons womoglich stark geschddigt sein und
einen bestimmten Phdnotyp verandern. Der Phéanotyp unterliegt jedoch keinem natiirlichen
Selektionsdruck, sodass das Uberleben des Individuums davon unbeeinflusst bleibt (Savas et al.
2006). Diese Mutationen zeigen demzufolge keine Evidenz fiir einen Effekt auf die Uberlebensfa-
higkeit und Fitness der Tiere (Savas et al. 2006; YNGVADOTTIR et al. 2009). Tiere mit homozygotem

Genotyp werden nicht natirlich ausselektiert.

Die Stoppmutation im Gen PNLIP deutet auf einen stark schiadigenden Effekt auf das Protein
hin. Die vermutlich resultierende Storung des Fettmetabolismus und der Absorption von Fetten
scheint die betroffenen Individuen jedoch nicht so stark zu benachteiligen, dass sie nicht iiberle-

bensfahig sind. Individuen mit einer verkiirzten Pankreaslipase konnten jedoch unerwtinschte
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Qualitatsmerkmale der Milch und des Fleisches aufweisen. Die geringere Anzahl an ALT-homo-

zygoten Tieren konnte durch kiinstliche Selektion begriindet sein.

Das vorzeitige Stopp-Codon im Gen STRC wird die Funktionalitit des kodierten Proteins im
Rind sehr wahrscheinlich beeintrachtigen und kénnte ahnlich wie bei Mensch und Maus eine
Storung des Horvermogens verursachen (VERpY ef al. 2001, 2008; Avipan et al. 2003; ZHANG et al.
2007). Rinder, die akustische Reize nicht wahrnehmen koénnen, sind keiner negativen Selektion
ausgesetzt, was durch die Anwesenheit von ALT-homozygoten Tieren bestétigt werden kann. Fur
den Tierhalter kann sich ein beeintrachtigtes Horvermogen seiner Tiere positiv auswirken, da sie
moglicherweise stressfreier sind und der Umgang mit ihnen leichter ist (GRanxpIN 1998). Daher

kann die Allelfrequenz der Variante ansteigen.

Hoch frequente Varianten konnen auf einen positiven Einfluss hindeuten und entsprechen somit
der ,,less is more“-Hypothese (Orson 1999; MacArrHUR und TyLER-SmiTH 2010). Bei einer positi-
ven Selektion besteht die Moglichkeit einer Fixierung der Allelfrequenz in der Population (XUE et
al. 2006; MACARTHUR et al. 2007). Ein vorzeitiges Stopp-Codon in einem Gen kann die Funktion
eines Proteins beeintrachtigen ohne Nachteile fiir ein spezifisches Merkmal zu haben. Das Aus-
schalten der Proteinfunktion kann sich dartiber hinaus positiv auf die Gesundheit des Organis-
mus auswirken. Homozygote Trager einer solchen Mutation haben Vorteile gegentiber anderen
Individuen. Beim Menschen sind einige dieser Mutationen bekannt, wie z.B. das Gen CASPI2,
das bei einem Knockout eine Resistenz gegentiber Sepsis hervorruft (XUE et al. 2006). Mutationen
mit einem ahnlichen Effekt kommen auch im Rindergenom in Betracht. In einem augenschein-
lich gesundem Tier unter den 214 re-sequenzierten Individuen sind sieben Stoppmutationen im
homozygoten Zustand vorzufinden. Es ist nicht auszuschlieBen, dass mindestens eine Variante
vorteilhaft ist und dem positiven Selektionsdruck ausgesetzt ist. Die Stoppmutation im Gen
VICNI stellt trotz ihrer niedrigen Allelfrequenz eine méglicherweise positiv auswirkende Kandi-
datenmutation dar. Bei Mausen wirkt sich ein ausgeschaltetes VZCNI in Form einer Resistenz
gegenuiber Infektionen vorteilhaft aus (Znu et al. 2009). Beim Rind konnte das vorzeitige Stopp-

Codon dhnliche positive Effekte bewirken.

Einige Stoppmutationen haben nur einen geringen Effekt auf einen Phanotyp, wie moglicher-
weise das vorzeitige Stopp-Codon im Gen QRFPR. Die Allelfrequenz des mutierten Allels liegt im
mittleren bis hohen Bereich. Individuen, die Trager solcher Mutationen sind, weisen keine Ver-
anderung in einem Merkmal gegeniiber Nicht-Tragertieren auf, trotz einer potentiell starken

Schadigung der Funktion des betroffenen Proteins (YNGVADOTTIR ¢t al. 2009). Dieses Phinomen
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kann unterschiedlichste Grinde haben. Die Funktionen von Proteinen werden, falls sie einer Pro-
teinfamilie angehoren, gegebenenfalls von anderen Mitgliedern dieser Gruppe oder auch von
anderen Genen mit ahnlicher Funktion ibernommen (Gu et al. 2003; MACARTHUR et al. 2012).
TAS2R38 konnte entsprechend wie beim Menschen nicht den einzigen Rezeptor fiir bitteren
Geschmack darstellen (CHANDRASHEKAR e al. 2000, 2006; BRockHOFF ¢t al. 2011). Zahlreiche wei-
tere Rezeptoren befihigen einem Lebewesen zu einem bitteren Geschmacksempfinden. Das Aus-
schalten dieses Rezeptors muss somit nicht notwendigerweise den bitteren Geschmackssinn beim
Rind beeintrachtigen. Moglich ist auch, dass es sich bei den betroffenen Genen bereits um Pseu-
dogene handelt, die keine Funktion ausiiben (YamacucH-Kasata et al. 2008). Aulerdem konnen
alternative Isoformen des betroffenen Gens, die nicht von der Stoppmutation betroffen sind, wei-
terhin die volle Funktion des Proteins ausiben (u.a. VCAMI) (Takepa et al. 2006;
BALASUBRAMANIAN ¢ al. 2011; MACARTHUR ef al. 2012). Daraus resultierend kann die Allelfrequenz
einzelner vorzeitiger Stopp-Codons in nicht essentiellen Genen bei Anwesenheit von homozygo-
ten Tieren ansteigen und sich moglicherweise fixieren (YNGVADOTTIR ef al. 2009; MacARTHUR und
TyLer-SmitH 2010; MACARTHUR ef al. 2012). Sind nur einzelne Transkripte eines Gens betroffen,
kann die Stoppmutation jedoch auch gewebsspezifische Auswirkungen haben (Fraser und Xie
2009) und entsprechend ursachlich fir Mendelsche Erbkrankheiten oder fiir komplexe Merkmale
sein (Uzumcu et al. 2006).

Die identifizierten Varianten segregieren nicht immer in allen Rassen, wie z.B. die Stoppmuta-
tion in VCAM 1, die ausschlieBlich bei BSW detektiert wurde, oder das in HOL und RED identifi-
zierte Stopp-Codon in FREMI. Bei einzelnen Mutationen kommt es zwischen den Rassen zu
Abweichungen der Allelfrequenz. Diese unterschiedlichen Allelfrequenzen konnten aufgrund ras-
sespezifischer Zuchtziele entstanden sein (LIEN ef al. 1999; Qansart et al. 2014). Des Weiteren sind
Tiere aus unterschiedlichen Rassen oder Populationen je nach Umweltbedingung und Zuchtziel
verschiedenen Selektionsdriicken ausgesetzt, sodass Unterschiede in der Haufigkeit der Allele zu
beobachten sind (MACARTHUR e al. 2007; BALASUBRAMANIAN ¢f al. 2011). Die Variante im Gen fur
den bitteren Geschmacksrezeptor TAS2R38 segregiert ausschlieBlich in Rassen, die iiberwiegend
auf der Weide gehalten werden. Eben diese Populationen sind darauf angewiesen, bitter
schmeckende und dementsprechend auch giftige Pflanzen meiden zu kénnen (Morrox und

CawmpgeLL 1997).
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5.2.1.1 Validierung der Auswirkungen der Stoppmutationen

Eine hohe Allelfrequenz allein ist kein guter Indikator fiir den vorteilhaften Effekt einer Stopp-
mutation. Die Frequenz eines Polymorphismus kann in dahnlicher Weise ansteigen, wenn dieser
z.B. aufgrund der Pseudogenisierung kaum einen Effekt hat. Zur Unterscheidung zwischen Pseu-
dogen und positivem Effekt miissen weitere Parameter herangezogen werden. Auch niedrige
Allelfrequenzen konnen nicht als einziger Hinweis auf einen schadlichen Effekt dienen. Zur
funktionellen Aufklarung der Stoppmutationen ist die Untersuchung betroffener Individuen, ins-
besondere derer mit ALT-homozygotem Genotyp, unerlésslich. Hilfreich ist vor allem ein phéano-
typischer Vergleich von Tragertieren mit Nicht-Tragertieren. Ergebnisse aus Knockout-Studien
bei Mausen oder bereits beschriebene Erkrankungen und Phanotypen beim Menschen (Tabelle

4.5) konnen Hinweise auf das mogliche Erscheinungsbild beim Rind geben.

Um die Kausalitat der Stoppmutation in S7RC fir die Taubheit beim Rind zu analysieren, sind
indirekte Indikatoren, wie z.B. leichter Umgang, geringe Reizbarkeit und Stressfreiheit, fir die
Uberpriifung eines gestorten Horvermogens niitzlich. Das vorzeitige Stopp-Codon in PNLIP
konnte sich auf Unterschiede in der Fleisch- und Milchqualitit beziiglich der Marmorierung und
des Milchfettgehalts auswirken. Zur Validierung der Vermutung, dass der SNP in 7AS2R358 den
bitteren Geschmackssinn beeintrachtigt, konnten Fitterungsversuche an Individuen mit unter-

schiedlichem Genotyp durchgefithrt werden.

Da die untersuchten Varianten teilweise rassespezifisch segregieren, sollten die Genome zusatz-
licher Tiere und insbesondere auch Phanotypdaten der Rassen analysiert werden, um den Kata-
log der Stoppmutationen beim Rind zu vervollstindigen und bei der Aufklarung rassetypischer
Unterschiede im Phanotyp Fortschritte zu erzielen. Informationen tber Selektionssignaturen

konnen auB3erdem bei der Detektion von rassecharakteristischen Varianten hilfreich sein.

Polymorphismen, die aufgrund einer Kombination an Indizien auf einen letalen Effekt hindeu-
ten, wie z.B. geringe Allelfrequenz, fehlende Homozygote und eine letale Wirkung bei anderen
Spezies, sollten populationsweit typisiert werden (VANRADEN e al. 2011b). Die Anzahl der zu ana-
lysierenden Tiere in einer Population hingt von der populationsspezifischen Allelfrequenz des
mutierten Allels ab (Abbildung 5.2.1). Die Genotypisierung ist ein einfaches Mittel zur Uberprii-
fung, ob die fehlenden Homozygoten aufgrund der geringen Allelfrequenz oder aufgrund eines

letalen Effekts der Mutation nicht detektiert wurden.
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Abbildung 5.2.1: Benétigte Tieranzahl zur Uberpriifung der Stoppmutationen

Zur Uberpriifung eines letalen Effekts einer Stoppmutation miissen in Abhingigkeit von der populationsspezifischen
Allelfrequenz der Variante eine bestimmte Anzahl an Individuen in der Population genotypisiert werden (P=0,01).

Zur Uberpriifung, welche Transkripte in welcher Weise von den Mutationen betroffen sind, sollte
in zukinftigen Studien eine gewebsspezifische quantitative PCR fiir jede einzelne Mutation
durchgefiihrt werden. Die Inklusion von RNA-Sequenzierungsdaten aus verschiedenen Geweben
mehrerer Tiere ermoglicht eine Abschitzung des Effekts auf die Genexpression, der von den
Stoppmutationen ausgeht (MACARTHUR et al. 2012). Insbesondere der von den Stoppmutationen
potentiell induzierte Abbau der mRNA kann durch das Fehlen der mRNA einen zusitzlichen
Hinweis fir den NMD liefern (PiskoL et al. 2013).

Der vorliegende Katalog der tatsachlichen LoF-Varianten im Rindergenom wird nicht vollstan-
dig sein, da in dieser Analyse z.B. Frameshift-Mutationen und Polymorphismen an Splei3stellen
nicht bertcksichtigt wurden (MAcARTHUR ef al. 2012). Auch diese Varianten konnen zu einem
vorzeitigen Abbruch der Translation fithren und einen Verlust oder eine Veranderung der Pro-
teinfunktion verursachen. Dennoch stellt die Liste mit hoch qualitativen vorzeitigen Stopp-Co-
dons eine umfassende Einschatzung zu den Stoppmutationen im Rindergenom dar, auch wenn

zahlreiche potentiell schadliche Varianten durch angewandte Filter ausgeschlossen wurden.

Zusatzlich zu den sieben ausfiihrlich diskutierten Stoppmutationen existieren noch weitere Gene,

deren Inaktivierung phanotypische Konsequenzen beim Rind haben koénnte (Tabelle 4.5).
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Dartiber hinaus liegen Daten von vorzeitigen Stopp-Codons vor, bei denen bisher noch keine
Aussage uber einen moglichen Effekt getroffen werden konnte. In zukiinftigen Studien sollten
diese Varianten weiter untersucht werden, um deren funktionelle Auswirkungen und eine mog-

liche Kausalitat fur Erbkrankheiten zu klaren.

5.2.2 Kausalitit der identifizierten QTL fiir das Merkmal direkte Totge-
burten bei Kiihen

Fir das Merkmal direkte Totgeburten bei Kithen wurde eine genomweite Assoziationsstudie auf

Basis von 9013 HOL- und RED-Tieren an ~17 Mio. genomweiten polymorphen Positionen

durchgefiihrt. Dabei wurden sieben QTL auf funf verschiedenen bovinen Autosomen identifi-

ziert. Fur vier der identifizierten QQTL sind Mutationen in den analysierten Kandidatengenen als

kausale Varianten fiir das Merkmal direkte Totgeburten bei Kithen sehr wahrscheinlich.

Das fur den Fibroblasten-Wachstumsfaktor kodierende Gen FGF23, das im ersten QTL auf
Chromosom 5 lokalisiert ist, reguliert den Phosphat- und Vitamin-D-Gehalt im Blut (SHiMADA et
al. 2004b). Ein funktionell geschadigter Wachstumsfaktor konnte den Phosphat- und Vitamin-D-
Metabolismus erheblich beeintrachtigen und sich auf die Totgeburtenrate auswirken. Vitamin-D
nimmt eine Schlisselrolle im Kalziummetabolismus und somit auch bei der Entwicklung und
beim Aufbau der Knochensubstanz ein (ADHR Consortium 2000; BeNeT-Pacis et al. 200)5).
Daher kann sich eine Vitamin-D-Defizienz in einer kongenitalen Rachitis, in einer Knochener-
weichung des Schiadels sowie in einer Osteopenie des Neugeborenen manifestieren (ORBAaK et al.
2007). Ein Vitamin-D-Mangel wahrend der Schwangerschaft steht beim Menschen im Verdacht
die Praklampsie zu verursachen. Eine erhohte maternale und neonatale Sterblichkeit sind die
Folge dieser hypertensiven Erkrankung (MacKay et al. 2001; SeeLy 2007). AuBerdem beeinflusst
die Vitamin-D-Versorgung der Mutter die GeburtsgroB3e ihres Nachkommens (Sasour et al.
2006), die einen erheblichen Einfluss auf die Totgeburtenrate hat. Es gibt Hinweise, dass eine
Vitamin-D-Defizienz fiir Geburtsfehler verantwortlich ist, die aufgrund einer gestorten Zelldif-
ferenzierung und -reifung im Herzen und Gehirn entstehen (Brown et al. 2003; NIBBELINK e/ al.
2007). Kenprick ef al. (2011) konnten den gleichen, direkten Einfluss von FGF23-Konzentratio-
nen im Blut auf kardiovaskulare Erkrankungen und eine erhohte Sterblichkeit feststellen. Der in
dieser GWAS signifikanteste Polymorphismus, der vor dem Gen FGF23 lokalisiert ist, konnte des-
sen Regulation steuern. Moglicherweise beeintrachtigt auch der nicht-synonyme Austausch in

dem hoch konservierten Bereich dieses Gens (p.S180G) die Funktionalitiat des Wachstumsfaktors.
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Der auf dem siebten Chromosom positionierte QTL ist durch einen nicht-synonymen Austausch
im Kandidatengen ARRDC3 charakterisiert (p.Y182C). Parwari et al. (2011) zeigten, dass das
kodierte Protein als Mitglied der Arrestinfamilie die Fettleibigkeit be1 Mensch und Maus beein-
flusst. Ein nicht-funktionelles ARRDC3 beeinflusst nicht nur das Korpergewicht, sondern erhoht
auch die perinatale Mortalitat (Parwartr ef al. 2011; Suga ef al. 2012). Der Aminosdaureaustausch in
ARRDCS ist ein Polymorphismus, der kausal fiir die Totgeburtenrate sein konnte, sowohl direkt

als auch indirekt aufgrund des potentiell hoheren Geburtsgewichtes.

Ein signifikanter Polymorphismus auf Chromosom 18 bewirkt einen nicht-synonymen Austausch
im Gen VPS$35. GriFFIN ef al. (2005) konnten zeigen, dass ein gestorter Retromerkomplex, dessen
Herzstiick von VPS35 gebildet wird, den Frithtod von Embryonen hervorruft. Die Expression
dieses Gens findet hauptsachlich in Osteoklasten und Osteoblasten statt (Xia et al. 2013). Das
kodierte vakuoldre Protein VPS35 ist vermutlich fiir die Bildung und Formung von Knochen, ins-
besondere bei der neonatalen Entwicklung, zustindig. Trotz des vorhergesagten harmlosen
Effekts des Aminosaureaustausches (p.S760N) konnte die Proteinfunktion und vor allem die Bin-
dung der C-terminalen Region von VPS35 an den Kofaktor VPS26 beeintrachtigt sein und die

Knochenbildung beeinflussen.

Auf Chromosom 29 konnte im ~2kb entfernten Bereich vom Gen H79 ein QTL fir das Merk-
mal direkte Totgeburten bei Kiithen identifiziert werden. Das resultierende Transkript, das nicht
in ein Protein translatiert wird, hat insbesondere durch die Regulation der Expression von IGF2
wihrend der Embryonalentwicklung einen bedeutenden Einfluss auf’ das Wachstum des Organis-
mus (LEiGHTON ef al. 1995). Beim Menschen werden verschiedene Mutationen in 479 mit Wachs-
tumsstorungen assoziiert (MarTINEZ NOGUEIRAS ef al. 2001; WEKSBERG ef al. 2009). Aufgrund der
hohen Korrelation der Geburtsgrofe mit einem schweren Geburtsverlauf und Totgeburten
(JoHnansoN et al. 2011) reprasentiert die signifikante Variante eine potentiell kausale Mutation fur
das Merkmal Totgeburten. Moglicherweise wirkt sie aufgrund ihrer Position zu 79 regulatorisch
auf die Transkription. BRuxkow und TiLgaman (1991) konnten zeigen, dass eine Veranderung der
Regulation von 479 in Form einer Hochregulierung sich in einer pranatalen Letalitit manifes-

terte.

Fir die verbleibenden QTL auf den Chromosomen 5, 17 und 18 konnte kein eindeutiges Kandi-

datengen lokalisiert werden. Diese Regionen sollten in weiteren Studien genauer analysiert wer-

den, insbesondere der QTL auf Chromosom 18 (59,0 bis 60,1 Mb). Dieser bringt ein sehr klares
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Signal hervor, der aus dem assoziierten Polymorphismus mit dem niedrigsten P-Wert der durch-

gefiihrten GWAS resultiert.

5.2.3 Vergleich der identifizierten QTL mit anderen Studien

Zahlreiche Studien der Vergangenheit haben sich mit der genetischen Aufklarung und den Be-
zichungen der unterschiedlichen Kalbemerkmale untereinander, wie dem Kalbeverlauf, der Tot-

geburten und dem Geburtsgewicht, beschaftigt.

Die in dieser Arbeit identifizierten QTL auf Chromosom 5 sowie auf Chromosom 17 sind bisher
in keiner Studie im direkten Zusammenhang mit Totgeburten identifiziert worden. Auf Chromo-
som 5 konnten andere Studien jedoch Regionen identifizieren, die mit dem direkten als auch
maternalen Kalbeverlauf assoziiert sind. SCHROOTEN et al. (2000) beschreiben in der niederldan-
dischen Holsteinpopulation im Bereich von 110 Mb einen QTL fir Korpergroen-abhangige
Merkmale, die den Geburtsverlauf und demnach auch die Totgeburten beeinflussen konnten. Im
Bereich von 106 Mb konnten SaarcHi ef al. (2014) eine kausale Region fir das Geburtsgewicht bei
Hereford identifizieren. Sie vermuteten einen nicht-synonymen Aminosiaureaustausch (p.V94A)
im von FGF23 benachbarten Gen TIGAR als kausale Variante. Das Gen wurde bereits mit dem
Glukosemetabolismus und mit der Apoptose in Verbindung gebracht (BENsaaD et al. 2006; Kivara
et al. 2010). Dieser postulierte Polymorphismus konnte im vorliegenden Datensatz nicht bestatigt
werden. Es ist denkbar, dass Saarchi et al. (2014) aufgrund der geringen Markerdichte die Vari-
ante in FGF23 nicht identifizieren konnten und ein Signal an einer anderen Position erhielten.
Bei den Rassen Angus und Brangus brachte die Analyse von SaarcHr et al. (2014) auBBerdem eine
signifikante Region bei ~50 Mb fiir die Merkmale Geburtsgewicht und Kalbeverlauf hervor,
ahnlich wie in dieser Studie fiir Totgeburten. McCLURE ef al. (2010) berichteten iiber einen ver-
gleichbaren QTL fiir den Kalbeverlauf. Neben dem QTL auf Chromosom 5 wurden auf Chro-
mosom 17 Regionen fir den Kalbeverlauf beim Gelbvieh (~55 Mb) und bei Limousin (~66 Mb)
ermittelt (McCLURE ef al. 2010; Saarcht ef al. 2014). Jedoch wurden fiir das Merkmal Totgeburten

bisher noch keine QTL auf diesem bovinen Autosom berichtet.

In Ubereinstimmung mit dieser Studie erhielten Kunn ef al. (2003) und TroMmASEN ef al. (2008) bei
threr Analyse fur das Merkmal direkte Totgeburten bei HOL-Tieren Hinweise fiir einen QTL in
der gleichen Region auf Chromosom 7. Andere Studien assoziierten diesen Locus aulerdem mit
Geburtsverlauf und Geburtsgewicht (McCLURE et al. 2010; SAHANA et al. 2011; SaarcHi et al. 2014).
SaarcHl et al. (2014) postulierten ARRDC3 bereits als Kandidatengen, was die Ergebnisse dieser
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Analyse bekriftigt. Auf’ Basis der vorliegenden Daten konnte ein Aminosdureaustausch im Gen
ARRDC3 vermutlich als kausale Variante identifiziert werden, der bisher noch nicht beschrieben

wurde. Dieses Ergebnis verdeutlicht die Effizienz der genomweiten Re-Sequenzierung.

Auf dem 18. Chromosom konnten zwei Regionen identifiziert werden, die mit den direkten Tot-
geburten bei Kiithen assoziiert sind. Darunter befand sich der aus dieser GWAS hervorgehende
signifikanteste QTL am distalen Ende dieses Autosoms. Auch zahlreiche Studien konnten die
Umgebung dieser signifikanten Region mit dem Merkmal Totgeburten sowie mit weiteren Kalbe-
merkmalen assoziieren (u.a. KUnN e/ al. 2003; SEIDENSPINNER et al. 2009; BRAND e al. 2010; SAHANA
et al. 2011). Moglicherweise weichen die Bereiche aufgrund der nicht durchgefiihrten Feinkartie-
rung und der geringeren Markerdichte in vorangegangenen Studien von dem QTL ab. Die
Ergebnisse gelten entsprechend auch fiir den weniger signifikanten Bereich zu Beginn des
18. Chromosoms (ScHULMAN et al. 2008; Sanana et al. 2011), sowie fiir den QTL auf Chromosom
29, der neben dem Merkmal Totgeburten auch mit dem Kalbeverlauf und der GréBe des Kalbes

assozilert wurde (MAGEE et al. 2010; SAHANA et al. 2011; SaarcHi et al. 2014).

Die meisten QTL mit groBem Effekt, die bereits in anderen Studien beschrieben wurden, konn-
ten in dieser Arbeit identifiziert werden. Mit Hilfe der Genomsequenzinformationen gelang die
genauere Eingrenzung sowie die verbesserte Feinkartierung der kausalen Bereiche, teilweise bis
hin zur potentiell kausalen Mutation. Neben den in dieser GWAS detektierten Loci fir Totgebur-
ten existieren aus den Ergebnissen anderer Studien weitere QTL fiir das untersuchte Merkmal
(u.a. SCHULMAN et al. 2008; PauscH et al. 2011; SaHANA et al. 2011). Der von PauscH et al. (2011) auf
Chromosom 14 lokalisierte QTL (~24 Mb) erreichte in der vorliegenden Analyse weder das
genomweite, noch das chromosomenweite Signifikanzniveau. Es sind jedoch leicht niedrigere
P-Werte in diesem Bereich zu erkennen (Abbildung 5.2.2), was auf einen potentiellen QTL hin-
deuten konnten. Eine nachfolgende Untersuchung mit einer groBeren Tieranzahl konnte zur
Aufklarung dieser Region beitragen. Denkbar ist auch, dass der von PauscH ef al. (2011) erkannte
QTL eine fiir die BFV populationsspezifische Variante darstellt und nicht in HOL segregiert.
Ahnliches gilt fiir die von ScHurMAN ef al. (2008) erfassten Regionen bei Finnish Ayrshire Tieren

auf Chromosom 4 und 15.
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Abbildung 5.2.2: Manhattan-Plot der Ergebnisse der sequenzbasierten GWAS bei
Holstein fiir das Merkmal direkte Totgeburten bei Kiihen auf Chromosom 14

Die Positionen der emzelnen Varianten, auf der x-Achse dargestellt, basieren auf dem UMDS3. 1-Assembly
(Lmaiv et al. 2009). Auf der y-Achse ist der negativ dekadische Logarithmus der P-Werte aus der GWAS
aufgetragen. feder SNP st mut einem grauen Punkt dargestellt. Mt einem roten Dreeck st die Variante mut dem
niedrigsten P-Wert des Chromosoms visualisiert.

Viele der Bereiche, die in dieser Arbeit mit Totgeburten assoziiert sind, weisen in anderen Stu-
dien Assoziationen zu weiteren, mit der Kalbung in Verbindung stehenden Merkmalen auf.
Begriindet wird dies durch die hohen genetischen Korrelationen zwischen Kalbeverlaufsmerkma-
len und der Totgeburt (StemNsock ef al. 2003). Insbesondere die Korpergroe des Kalbes als
direktes Merkmal scheint eine Rolle zu spielen. Drei der assoziierten Kandidatengene (ARRDC3,
FGF23 und H19) scheinen die GroB3e des Kalbes zu beeinflussen. Einerseits kann die GroBe des
Kalbes positiv beeinflusst werden. Jedoch kénnen zu groBle Kalber eine Schwergeburt nach sich
zichen und somit die Wahrscheinlichkeit fiir eine Totgeburt erhohen. Andererseits konnen Muta-
tionen in den drei Genen das Gegenteil bewirken und kleinwtichsige Kalber entstehen lassen.
Eine Unterentwicklung dieser Kalber ist denkbar. Moglicherweise verenden diese Tiere bereits

im Mutterleib oder sind nach der Geburt nicht tberlebensfahig. Symptome einer schweren
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Kalbung miissen dabei nicht notwendigerweise vorliegen. Unabhangig von der Korpergroe des
Kalbes und vom Kalbeverlauf konnen jedoch auch andere Ursachen vorliegen (BERGLUND et al.
2003). Pleiotrope Effekte von Mutationen, die beide Merkmale unabhangig voneinander beein-

flussen, konnen dafuir zustandig sein (SaarcHi ef al. 2014).
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Abbildung 5.2.3: Manhattan-Plot der Ergebnisse der sequenzbasierten GWAS bei
Holstein fiir das Merkmal direkte Totgeburten bei Firsen

Die Positionen der emnzelnen Varianten, auf der x-Achse dargestellt, basieren auf dem UMD3.1-Assembly
(Lmv et al. 2009), mut Ausnahme der Geschlechtschromosomen. Auf der y-Achse ist der negatw dekadische
Logarithmus der P-Werte der GWAS aufgetragen. Chromosomenwert signifikante Polymorphismen sind gelb,
markuert, genomweit signifikante Varianten sind in rot dargstellt.

Die Anzahl an signifikanten QTL fir das Merkmal direkte Totgeburten zwischen Erstlaktieren-
den (direct Stillbirth heifer, dSBh) und Kuhen in spaterer Laktation (dSBc) ist in der vorliegenden
Arbeit ahnlich (Abbildung 4.3.1 und Abbildung 5.2.3). Die hohen genetischen Korrelationen der

mit der Kalbung assoziierten Merkmale zwischen Farsen und Kihen in Hohe von 0,4 bis 0,7
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(Luo et al. 2002; StEmsock et al. 2003) unterstreichen dieses Resultat. In der Literatur wird
zwischen Farsen und Kithen beztiglich der Totgeburten ein enormer Unterschied beschrieben.
Andere Studien beschreiben mehr QTL fur Farsen, da die mit dem Kalbeverlauf assoziierten
Merkmale, wie auch Totgeburten, bei erstlaktierenden Kiihen eine hohere Heritabilitat aufwei-
sen als bei Kiithen in hoheren Laktationen (STeINBoOCK et al. 2003; ERIKSSON ef al. 2004). Die einzel-
nen kausalen Regionen bei Farsen konnten im Vergleich zu den wenigen QTL bei Kithen jedoch
einen kleineren Effekt auf das Merkmal ausiiben, was das geringere Signifikanzniveau in der vor-
liegenden Assoziationsstudie bei Farsen rechtfertigen wiirde. In ihrer Summe erklaren die vielen
QTL bei Farsen jedoch einen groBBeren Anteil der phanotypischen Varianz als bei Kiithen, sodass
bei Erstlaktierenden eine hohere Heritabilitit erreicht wird. Des Weiteren sind vermutlich auf-
grund des niedrigeren Effekts je QTL einzelne, in anderen Studien identifizierte Regionen in die-
ser Analyse nicht entdeckt worden. Diese Ergebnisse widersprechen den Resultaten von SaHAaNA
et al. (2011). Ihre Analyse brachte bei Kithen weniger QTL hervor als bei Farsen, was sie mit der

geringeren Heritabilitdt in spateren Laktationen begriinden.

Um den genauen Effekt und die Anzahl der kausalen Regionen der Laktation auf die Totgebur-
ten bzw. auf die Kalbemerkmale zu analysieren, sollten genomweite Assoziationsstudien mit Pha-

notypen zu jeder einzelnen Laktation auf Basis der gleichen Tieranzahl durchgefithrt werden.

5.3 Herausforderungen bei der Identifizierung kausaler Varian-
ten

5.3.1 Dichte der Markerkarte

Die Anzahl an Polymorphismen und deren Verteilung tiber das Genom bestimmen die von den
vorhandenen Markern erkldarte Heritabilitit. Beim Milchvieh konnen je nach Merkmal 5 bis
88% der genetischen Varianz durch den 54K SNP-Chip erklart werden (JENSEN ef al. 2012; HaILE-
Mariam et al. 2013). Die benotigte Dichte der Markerkarten hangt erheblich vom Ausmal des
LD ab, bedingt durch die N. einer Population. Populationen mit kleiner N, wie z.B. Holstein
(KHATKAR et al. 2008; Qansart ef al. 2010), benotigen im Gegensatz zu anderen Populationen, wie
Bayrisch Fleckvieh, weniger Polymorphismen, um die unabhangigen Chromosomensegmente
abgreifen zu konnen (DAETWYLER et al. 2010). Die auf’ den SNP-Chips vorhandenen Polymorphis-
men wurden aufgrund ihrer mittleren Allelfrequenz ausgewahlt, sodass seltene kausale Varianten,

mit moglicherweise geringem Kopplungsungleichgewicht zu den Chip-basierten Markern nicht
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in Erwagung gezogen werden. Die kausalen Regionen kénnen zwar bereits mit geringeren Mar-
kerdichten lokalisiert werden (Abbildung 9.3), jedoch sind bis zur Identifizierung der kausalen
Mutation noch viele aufwendige Schritte notwendig. Die Verfiigbarkeit der gesamten geno-
mischen Variation und die Kenntnis tiber deren Wirkung auf” das Merkmal ist die Voraussetzung,
um die genetische Varianz vollstandig zu erfassen. Die in dieser Studie durchgefithrte Analyse
mit der genomischen Variation aus genomweiter Re-Sequenzierung benotigt nicht mehr das
Kopplungsungleichgewicht zwischen Marker und kausaler Variante, da die ursachliche Mutation
direkt im Datensatz enthalten ist. Man kann so direkt zur kausalen Variante gelangen. Die Poly-
morphismen-basierte Heritabilitait wird die nahezu identischen Werte fir die Erblichkeit des
Merkmals erreichen konnen. Die sequenzbasierten Varianten aus der genomweiten Assoziations-
studie fir direkte Totgeburten bei Kiihen erklaren laut Analyseprogrammen etwa 75% der
Zuchtwert-Varianz. Es scheinen aber noch weitere kausale Mutationen im Genom des Rindes
vorhanden zu sein, die in dieser Analyse nicht eingeschlossen sind und die verbleibende geneti-
sche Varianz auffillen wiirden. Vermutlich sind bereits wahrend der Imputation sowie beim Fil-

tern sehr seltener Varianten (MAF < 0,005) kausale Polymorphismen entfernt worden.

Das Erzielen einer hoheren Markerdichte erhoht die Chance, eine echte Assoziation zu erhalten.
Trotz dieser kosteneflizienten Methode zur Vorhersage der gesamten genomischen Variation
werden Polymorphismen mit einer geringen Allelfrequenz von dieser Methodik benachteiligt. In
dieser Studie lagen einige Stoppmutation bei der Uberpriifung im imputierten Datensatz mono-
morph fur das Referenzallel vor. Sie sind nicht mehr informativ fur weitere Analysen. Zur erfolg-
reichen Vorhersage dieser seltenen Mutationen sollten im Optimalfall alle Tiere genomweit re-se-
quenziert oder alternativ die Tieranzahl im Referenzdatensatz der Imputation erhoht werden,
um somit die Allelfrequenz ansteigen zu lassen (L1 ez al. 2011; DRrUET ef al. 2014). AuBBerdem kon-
nen Polymorphismen mit geringer Allelfrequenz, die eigentlich kausal fiir ein Merkmal sind,
,»synthetische® Assoziationen entstehen lassen (DicksoN et al. 2010). Die zahlreichen ursachlichen,
seltenen Varianten in einer Region konnen das Top-Signal auf eine haufigere Variante tbertra-
gen und eine falsch-positive Assoziation in einem anderen, nahegelegenen Bereich entstehen las-
sen. Moglicherweise entstehen so Top-Signale im regulatorischen Bereich, obwohl die kausale
Mutationen im kodierenden Bereich lokalisiert ist. Dennoch sollten niedrig frequente, regulatori-
sche Varianten als potentielle kausale Mutationen fiir komplexe Merkmale nicht ausgeschlossen
und der Fokus nicht nur auf Mutationen im kodierenden Bereich gelegt werden (CiruLL und

GovpsteIN 2010; Kourariors et al. 2014). Sowohl Polymorphismen im UTR als auch im Intron
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scheinen Phanotypen in Saugern zu beeinflussen (SeiLianaxis et al. 2005; Wu et al. 2012). Diese
Varianten beeinflussen die Expression eines Gens, die als kausale Variante jedoch schwieriger zu
identifizieren sind (MEyER e/ al. 2008), insbesondere da die Problematik in der Festlegung des
regulatorischen Bereichs liegt (Li und Montcomery 2013). Fiir die Uberpriifung der Kausalitit
regulatorischer Varianten, wie z.B. der Mutation kurz vor dem Gen FGF23, sind Expressionsstu-

dien erforderlich, die im Rahmen dieser Studie nicht durchgefiithrt werden konnten.
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Abbildung 5.3.1: Region-Plot auf Chromosom ) fiir den direkten Kalbeverlauf bei
Kiihen

Die physikalische Position der Varianten basiert auf dem UMD3. 1-Assembly (i et al. 2009). Die Varianten
sind mit einer Raute dargestellt. Die Farbe der Raute entspricht dem jeweiligem LD zum Top-Marker. Positionen,
die im kodierenden Bereich eines Gens annotiert wurden, sind mut verschiedenen Symbolen markiert.

Der in dieser Arbeit fur Totgeburten lokalisierte QTN auf Chromosom 5 liegt in einer Region, in
der SaarcHr et al. (2014) einen SNP als kausal fir den Kalbeverlauf postuliert haben. Wahrend
der fiir Totgeburten potentiell kausale Polymorphismus im Gen FGF23 liegt, beschreiben Saarchi
et al. (2014) das benachbarte Gen 7IGAR als Kandidatengen. Als Vermutung liegt nahe, dass die

Feinkartierung des Merkmals Kalbeverlauf aufgrund der geringen Markerdichte nicht umsetzbar
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war. Die sequenzbasierte GWAS fiir Totgeburten und Kalbeverlauf liefern den identischen Top-
Marker (Abbildung 5.3.1). Die hohen genetischen Korrelationen zwischen Kalbeverlauf und Tot-
geburten (StTEINBOCK ef al. 2003) lassen auf die Kausalitit des gleichen Polymorphismus mit pleio-
troper Wirkung schlieBen, was durch die sequenzbasierte GWAS fiir den Kalbeverlauf erhértet

wird.

Genomsequenz-basierte Studien haben einen Vorteil gegeniiber SNP-Chip basierten Analysen,
da die kausale Mutation in den Daten vorliegen sollte. Fiir einige Regionen, die ein extrem hohes
Kopplungsungleichgewicht aufweisen, bringt die Verfiigbarkeit der gesamten genomischen Varia-
tion jedoch keinen zusatzlichen Nutzen fur die Detektion der ursachlichen Variante. Alle Varian-
ten dieses Haplotypen kommen als kausale Mutation in Frage, wie beim QTL auf Chrl7 ersicht-
lich (UDLER et al. 2010; FaYE et al. 2013; DRUET et al. 2014). Um zwischen kausalen und gekoppel-
ten Polymorphismen zu unterscheiden sind Informationen tiber den Konservierungsgrad oder
die Transkriptionsfaktorbindestellen hilfreich. Eine populationsweite Genotypisierung der Kandi-

daten-SNP i1st dennoch unerlasslich.

5.3.2 Qualitit der Phinotypinformationen

Um kausale Varianten erfolgreich kartieren zu konnen, insbesondere fiir Merkmale mit geringer
Heritabilitat wie die Totgeburtenrate (STEINBOCK et al. 2003; SEIDENSPINNER ef al. 2009), ist es wich-
tig, moglichst zuverlassige und genaue Phanotypdaten in der genomweiten Assoziationsstudie
anzuwenden (PauscH et al. 2011). Zuchtwerte aus Nachkommenpriifung eignen sich aufgrund der
wiederholten Leistungen gut fur die Aufklarung komplexer, niedrig heritabler Merkmale
(GEORGES et al. 1995; PauscH et al. 2011), jedoch enthalten die Zuchtwerte nur Informationen tiber
additiv-genetische Effekte (FaLcoNer und Mackay 1996). Wie diese Studie andeuteten, konnen
vermutlich auch Imprinting-Effekte wie auf Chromosom 29 auf Basis von Zuchtwerten erfasst
werden, jedoch gestaltet sich das Abschatzen der EffektgroBe schwierig. Die durch Epistasie und
Dominanz erklarte genetische Varianz bleibt auBerdem unbeachtet, sodass Zuchtwertinformatio-
nen nicht zur vollstaindigen Aufklarung der genetischen Architektur komplexer Merkmale beitra-

gen konnen.

Des Weiteren ist fir die detaillierte Analyse der Ursache fir Totgeburten eine genauere Defini-
tion der Phanotypen notwendig. Nur so kann unterschieden werden, ob der letale Effekt durch
einen schweren Geburtsverlauf bedingt ist, oder ob das Kalb bereits pranatal in der Gebarmutter

verstorben ist (BERGLUND et al. 2003). Auch um den Einfluss der Laktationsanzahl auf die
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Totgeburtenrate bzw. die unterschiedlichen kausalen Varianten in den einzelnen Laktationen
bestimmen zu konnen, sollten die Phanotypdaten nicht nur fiir die Farsen und Kiihen aus allen

Laktationen unterteilt, sondern nach der jeweiligen Laktationsanzahl differenziert werden.

Um schlieBlich die Kausalitit der potentiellen ursachlichen Polymorphismen zu tuberprifen und
zu bestatigen, ist die Implementierung direkter Phianotypen, wie z.B. die Expression des Gens
bzw. die Menge eines bestimmten Proteins, notwendig. Nur so kann neben der Verwendung von

Vorhersagetools die Auswirkung einer Mutation bestimmt werden.

5.3.3 Effekt der Polymorphismen

Drei der sieben identifizierten QTL konnen als maligeblich fir das Merkmal Totgeburtenrate
bestimmt werden, da sie einen Grofiteil der additiv-genetischen Varianz erklaren (> 7%). Diese
genetische Architektur ist charakteristisch fur komplexe Merkmale. Laut Gobparp und Haves
(2009b) existieren im Genom neben zahlreichen Loci mit kleinem Effekt auf ein komplexes
Merkmal auch vereinzelte Genorte mit groBem Effekt. Dennoch liegt wenig Evidenz fir Allele
mit einem so immensen Einfluss vor, wie es bei dem QTL auf Chromosom 5 und 29 der Fall ist
(Manrer 2008). Der Top-Marker des identifizierten QTL auf Chromosom 29 erklart mehr als
80% der additiv-genetischen Varianz des Merkmals direkte Totgeburten bei Holsteinkiithen
(Tabelle 4.7). Moglicherweise ist die Schatzung dieses hohen Anteils der erklarten Varianz auf-
grund eines Stichprobenfehlers entstanden (Haves ef al. 2010). In der Analyse von Mackay ef al.
(2012) erklarten von mehr als einer Million vorgegebener SNP je nach Merkmal nur wenige
mehr als 50%. Eine Kreuzvalidierung unter Verwendung aller SNP stellte schlieBlich nur 6% fest

(OBER et al. 2012).

Bei komplexen Merkmalen liegen wenige QT'L vor, die einen so groBen Anteil an der Varianz
haben (Maner 2008), wobei DGATI ein Beleg fiir solche Loci darstellt (WINTER et al. 2002;
THALLER ef al. 2003). Der Effekt einiger Allele kann sehr hoch sein, jedoch ist die Frequenz dieser
Varianten meist sehr niedrig, sodass sie nur einen kleinen Beitrag zur Varianz leisten und vermut-
lich nicht in GWAS entdeckt werden kénnen (Haves et al. 2010). Nach Eyre-Warker (2010)
konnte ein groBer Effekt eines Allels vorliegen, falls die Allele aus einer natiirlichen Selektion her-
vorgegangen sind. Haves e al. (2010) erklaren sich den groBen Anteil eines QTL an der Varianz
aullerdem durch das Auffangen des Effekts eines anderen, nahegelegenen QTL. Ausgepragte
LD-Blécke beim Rind aufgrund einer geringen N. bedeuten mehr Varianz je wirkendem Locus

(Haves et al. 2010), was auch auf den QTL auf Chromosom 29 zutreffen kénnte. Eine Erhéhung
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der Stichprobengrofe kann die Genauigkeit der Schatzung des Effekts erh6hen, jedoch kann die-
ser selbst bei gering heritablen Merkmalen wahrscheinlich keine Verbesserung herbeiftihren

(Wray et al. 2013).

SchlieBlich  kénnen  zusdtzliche  Mechanismen, wie  Genotyp-Umwelt-Interaktionen
(BHATTACHARJEE ef al. 2010) und Epistasie, von Bedeutung sein und zur Uberschitzung des QTL
auf Chromosom 29 fithren (Mackay 2001; Corva und Meprano 2001). Insbesondere auch die
Imprinting-Effekte (Mot et al. 2014), wie bei IGF2 und H19, durfen bei dieser Region nicht ver-
nachlassigt werden. Unter Einbeziehung von Methylierungsdaten konnten die Effekte der Poly-
morphismen in dieser Region abgeschatzt werden. Um den tatsachlichen Effekt der Variante zu

schatzen, sollten diese in der Population und in zusatzlichen Tieren validiert werden.

5.3.4 Qualitit der Imputation

Da die populationsweite Re-Sequenzierung noch mit hohen Kosten verbunden ist, wird die geno-
mische Variation von Schlusseltieren auf deren Nachkommen mit Hilfe niedrig- und mitteldich-
ter Markerkarten hochgerechnet (JaANsEN ef al. 2013; DAETWYLER et al. 2014). Die Imputation von
mitteldichten Genotypen auf hochdichte, sequenzbasierte Genotypen (Li ¢t al. 2009b; PauscH et
al. 2013; vax BINSBERGEN ef al. 2014) ist ein effizientes und kostengtinstiges Verfahren, um die
populationsweite Sequenzinformation zu erhalten. Jedoch bringt die imputierte Sequenzinforma-
tion keinen zusdtzlichen Nutzen, falls die Qualitat der Imputation ungeniigend ist. Die Imputa-
tionsgenauigkeit kann von zahlreichen Faktoren erhoht werden, z.B. durch den Anstieg der Mar-
kerdichte bei geringer werdendem Abstand zwischen den Markern, durch die Zunahme des
Kopplungsungleichgewichts, durch eine Erh6hung der MAF oder durch eine erhohte Verwandt-
schaftsstruktur zwischen den Tieren im Referenz- und im imputierten Datensatz (u.a. Iwara und
Jannink 2010; Druet et al. 2010; VANRADEN et al. 2011a; HAYES et al. 2012; Hickey et al. 2012). Ins-
besondere die Imputationsgenauigkeit von SNP mit geringer Allelfrequenz werden von diesen

Parametern beeinflusst (L1 ez al. 2011).

In dieser Studie wurden innerhalb der HOL-Population zunachst die niedrigdichten auf die
hochdichten Genotypen imputiert und anschlieBend auf Basis von 122 HOL- und RED-Ge-
nomsequenzen des 1000-Bullen-Genom-Projekts die Sequenzinformation vorhergesagt. Fur die
Sequenzimputation ist die stufenweise Imputation vom 50K tber den 777K auf die Genomse-
quenz die zuverlassigste Methode, vor allem wenn zwischen den Referenz- und den imputierten

Tieren eine hoher Verwandtschaftsgrad besteht (vaN BINSBERGEN ef al. 2014). Die 122 genomweit
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sequenzierten Tiere werden als Schliisseltiere der HOL-Population beschrieben und weisen eine
geringe Verwandtschaft zueinander auf, um auf diese Weise die verschiedenen Chromosomen-
segmente abzugreifen. Die Verwendung dieser Tiere als Referenzpopulation wiirde eine hohe
Imputationsgenauigkeit bei der Ableitung der Genotypen ithrer Nachkommen oder ihrer nahen
Verwandten vermuten lassen. Jedoch erklaren die 122 HOL- und RED-Tiere je nach landesspe-
zifischer HOL-Populationen einen unterschiedlichen Anteil der genetischen Varianz in den ein-
zelnen Populationen (Australien: ~72,3%; Frankreich: ~43,3%; Danemark: ~55,3%) (DAETWYLER

et al. 2014).

Trotz der hohen Ahnlichkeit innerhalb der internationalen HOL-Populationen (Abbildung
5.3.2), die auf einen engen Verwandtschaftsgrad bei niedriger N. zurtickzufiihren ist, werden die
einzelnen Populationen von verschiedenen Griindertieren beeinflusst. Die 122 HOL- und RED-
Genomsequenzen sind fiir die in dieser Analyse durchgefithrten Sequenzimputation nicht opti-
mal ausgewahlt, da sie vermutlich in der deutschen HOL- und RED-Population einen vergleich-

bar niedrigen Anteil der genetischen Diversitat wie in Frankreich und Danemark reprasentieren.

Des Weiteren gestaltet sich die Imputation seltener Varianten schwierig (AsmiuT und ZEGGINI
2012). Lt et al. (2011) zeigten, dass fiir eine erfolgreiche Imputation von Polymorphismen mit
einer MAF kleiner als 0,005 eine Referenzpopulation von mehr als 1200 Individuen benoétiget
wird, was in dieser Analyse durch die Verwendung der Tiere aus dem 1000-Bullen-Genom-Pro-
jekt nicht erfullt werden konnte. Da die 122 HOL- und RED-Tiere Schlusseltiere darstellen, wer-
den seltene Varianten hochstwahrscheinlich nicht erfasst. Auch wenn auf Basis der 54K- und
777K-Daten Polymorphismen mit einer geringen Allelfrequenz erscheinen, konnen diese nicht

imputiert werden, wenn sie nicht innerhalb der 122 Genomsequenzen segregieren.
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1. Prinzipalkomponente

Abbildung 5.3.2: Ergebnisse der Prinzipalkomponentenanalyse innerhalb der
Holsteintiere

Fiir die Prinzipalkomponentenanalyse wurde die genomische Verwandtschafismatrix mit PLINK v1.9 (PURCELL et
al. 2007) aufgestellt. Anschliefend wurden die Prinzipalkomponenten mit GCTA (version 1.24) (Yanc et al.
2011) geschaitzt. Die Siffer in den Klammern hinter den Léinderkiirzeln gibt die Anzahl der analysierten Tiere je
Land an. DEU = Deutschland; AUS = Australien; AUT = Osterreich; BEL = Belgien; CAN = Kanada;
CHE = Schweiz; CJE = TIschechien; DNK = Dinemark; ESP = Spanien; FIN = Finnland; FRA =
Frankreich; GBR = Grofbritannien; IRL = Irland; ITA = Italien; LUX = Luxemburg; NLD = Niederlande;
SWE = Schweden; USA = Vereinigte Staaten von Amerika

Die Zuverlassigkeit der imputierten Varianten, insbesondere der seltenen Mutationen, ist schein-
bar beeintrachtigt. Die Verwendung anderer Imputationsprogramme, wie z.B. MaCH (L1 et al.
2010b) oder IMPUTE (MarcHINI et al. 2007), konnten zu einer hoheren Genauigkeit fithren, vor
allem bei der Verfiigbarkeit einer kleinen Referenzpopulation (BRowNiNG 2008; NOTHNAGEL et al.
2009). Allerdings ist der Rechenaufwand bei diesen beiden Programmen im Vergleich zu Beagle
hoher, was sich nachteilig auf die Analyse groerer Datensatze auswirkt (NOTHNAGEL et al. 2009;
Pausch et al. 2013). Eine Erhohung der Referenzpopulation fiir die Imputation der mitteldichten
sowie fiir die Sequenzimputation konnte sich aulerdem vorteilhaft auswirken (PauscH ez al. 2013),

sodass auch Polymorphismen mit niedriger MAF moglichst genau abgeleitet werden konnen.
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Insbesondere diese Mutationen machen in ithrer Summe einen GroBteil der Varianz bei komple-

xen Merkmalen aus (Gopbarp und Haves 2009b).

5.3.5 Falsch-positive Varianten

Durch multiples Testen (Hoccarr et al. 2008) konnen zahlreiche falsch-positive Ergebnisse in
GWAS entstechen. Um diese Fehler zu minimieren und zuverlassigere Resultate zu erhalten,

wurde bei der durchgefithrten GWAS die Signifikanzgrenze nach Bonferroni korrigiert.

Auch aufgrund der engen Verwandtschaftsstrukturen in Nutztierpopulationen (NorTer 1999),
wie auch bet HOL, konnen in GWAS falsch-positive Assoziationen auftreten (MARCHINI ¢t al.
2004; Rosexserg und NorpsorG 2006). Zur Berticksichtigung dieser Verwandtschaftseffekte
wurde die Studie mittels Varianzkomponenten-basiertem Ansatz auf Populationsstratifikation
korrigiert. Die Verwandtschaftsbeziehungen wurden mit Hilfe einer Verwandtschaftsmatrix nach

VANRADEN et al. (2011a) in die Analyse eingeschlossen.

Trotz der stetigen Weiterentwicklung der NGS-Technologien sind diese nicht frei von falsch-posi-
tiven Sequenzinformationen (DurBIN et al. 2010; DePristo et al. 2011; Kiezun et al. 2012). Zur
Abschatzung der Sensitivitat und Genauigkeit der Genotypen wurden in dieser Analyse die
NRD- und NRS-Rate sowie die Ubereinstimmung der Genotypen nach DePristo ef al. (2011)
verwendet. Jedoch liegen noch keine geeigneten Methoden vor, falsch-positive Varianten zu fil-
tern, ohne dabei echte Polymorphismen zu eliminieren. Daher wurden in dieser Studie alle rele-
vanten Polymorphismen mittels Sanger-Re-Sequenzierung uiberprift, um die bet NGS-Technolo-
gien auftretenden Sequenzierartefakte (Rurraro ef al. 2011) auszuschlieBen. Insbesondere bei der
Analyse der Stoppmutationen war diese Anwendung sinnvoll. Andernfalls wire die Anzahl der

vorzeitigen Stopp-Codons extrem tiberschatzt und moglicherweise falsch interpretiert worden.

5.3.6 Qualitit des UMD3.1-Assemblys

Bei der Vertfizierung der vorzeitigen Stopp-Codons sind 65 Varianten aufgrund fehlerhafter
Annotation, sowie 15 weitere Mutationen wegen Mapping-Fehlern aus nachfolgenden Analysen
ausgeschlossen worden. Diese Ergebnisse spiegeln die unzureichende Qualitat der Referenzse-

quenz und ihrer Genannotation wieder.

Trotz der Verbesserung des Rindergenoms auf UMD3.1 (ZimIN ef al. 2009) weist das Assembly

noch Licken und Fehler auf (Bonmanova et al. 2010; Partieico et al. 2011). Einzelne
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Polymorphismen werden an falsche Positionen kartiert. Vermutlich entsprechen die Positionen
der Marker aus einer problematischen Region nicht ihrer physikalisches Position, was zu falsch-
positiven Ergebnissen fiihren wird. Trotz der Verwendung von paired-end Reads, vorwiegend mit
einer Lange von 100 bp je Read, die im Vergleich zu single-end Reads vorteilhafter beim
Alignment sind (Wang et al. 2010), konnen Sequenzen falschen Bereichen zugeordnet werden.
Hinweise dafiir ergeben sich aus einer unterdurchschnittlichen Abdeckung der Region sowie
niedrige Genotypqualititen der identifizierten Varianten in diesem Bereich. Die verschiedenen
Alignmentprogramme bieten unterschiedliche Parameter zur Erhohung der Genauigkeit und
geben mehrere Werte fiir die Qualitat des Alignments an (L1 und Dursix 2009; Frith ez al. 2010).
Das Filtern von gering qualitativen Sequenzfragmenten konnte jedoch neben einem Anstieg der
Genauigkeit auch zu einem Verlust von richtig kartierten Reads fiihren und den Informationsge-
halt mindern. Daher wurden in dieser Analyse nur PCR-Duplikate markiert, um mit hoher

Sicherheit eine Reduktion inkorrekter Information zu bewirken.

Ein weiterer Nachteil des Rinder-Assemblys ist die Genannotation. Bisher konzentrierte sich die
Genannotation vor allem auf Protein-kodierende Gene, wobei insbesondere die Annotation von
Pseudogenen ignoriert wurde (BaLasuBraMaNIAN ef al. 2011). Ein Problem liegt vor, falls laut
Genannotation ein Transkript als Pseudogen beschrieben wird. Identifizierte Stoppmutationen in
diesen Genen werden vermutlich fiir weitere Analysen nicht weiter berticksichtigt. Als Beispiel ist
das Gen ACTN3 zu nennen, das in der Ensembl Datenbank als polymorphes Pseudogen bezeich-
net wird (ENSG00000248746.1). Tatsachlich segregiert im humanen Genom eine Stoppmutation
in diesem Gen, die durch einen vollstandigen Proteinverlust zu einer verbesserten Muskelfunktion
fuhrt (MAacARTHUR ef al. 2007). AuBerdem wire eine Beachtung der unterschiedlichen Isoformen
im Assembly sinnvoll. Alternatives Spleien von Genen kann dazu fithren, dass ein detektierter
Polymorphismus nicht den kodierenden Bereich aller Transkripte betrifft (Kapitel 5.2.1). Die
Funktion des Proteins kann durch andere, nicht betroffene Isoformen weiterhin ausgefithrt wer-
den. Diese Mutationen scheiden als kausale Kandidaten aus. In dieser Untersuchung wurde die
Genstruktur jedes Kandidatengens manuell reannotiert, um falsch-positive Mutationen aufzude-
cken und aus nachfolgenden Analysen auszuschlieBen. Aufgrund der Genomprojekte beim Rind
(w.a. Eck et al. 2009; STOTHARD et al. 2011; JANSEN ef al. 2013; DAETWYLER ef al. 2014) ist in naher
Zukunft von einer Erneuerung und Verbesserung des Assemblys auszugehen. Die Implementie-
rung der Ergebnisse aus Projekten der Transkriptom-Sequenzierung im Assembly wird zudem

hochstwahrscheinlich eine Verbesserung der Annotation hervorrufen.
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5.4 Anwendung in genomischer Selektion

Die genomisch geschatzten Zuchtwerte zur frihestmoglichen Selektion der besten Tiere basieren
zur Zeit auf 54K-SNP Chip-Daten. Die Schatzung der Effekte je SNP erfolgt mit Hilfe der Infor-
mationen des LD zwischen kausaler Mutation und Marker (Hasier ef al. 2007). Bei Populationen
mit geringer N. nimmt die Genauigkeit der Zuchtwertschiatzung aufgrund von Rekombina-
tionsereignissen, die die LD-Blocke aufbrechen, tiber Generationen hinweg ab. Mit einer geno-
mischen Zuchtwertschatzung auf Basis von Genomsequenzen kann dieses Problem bewaltigt
werden, da die kausale Variante eingeschlossen ist und das Kopplungsungleichgewicht nicht
mehr als Informationsquelle benotigt wird (MEeuwisseN und Gobparp 2010). Bei Populationen, in
denen sich die ursiachliche Variante mit anderen Markern im vollstandigem Kopplungsungleich-
gewicht liegt, kann sich jedoch der groBe Effekt der kausalen Mutation in viele kleine Effekte auf

die gekoppelten Varianten verteilen (ErBE ef al. 2012).

Falls die kausale Variante fir ein Merkmal bekannt ist, kann diese Information direkt in die
Zuchtprogramme implementiert werden. Die Gro3e der Effekte der zur ursachlichen Mutation
gekoppelten Marker wird nicht mehr benétigt. Ein weiterer Vorteil ist die Anwendung des Wis-
sens Uber eine kausale Mutation in anderen Rassen, falls diese auch dort segregiert. Dement-
sprechend ware eine Zuchtwertschatzung iiber Rassen hinweg moglich, was bisher nicht umzu-

setzen war (DAETWYLER et al. 2012; ERBE et al. 2012; OrsoN et al. 2012; HAvEs et al. 2013).

Die Genauigkeit der genomischen Zuchtwertschatzung hangt davon ab, wie gro3 der Anteil der
genetischen Varianz ist, der durch die SNP erklart werden kann (JENSEN ef al. 2012; HarLE-Mariam
et al. 2013). Ein GroBteil der genetischen Varianz komplexer Merkmale wird durch zahlreiche sel-
tene Varianten erklart, die nicht auf SNP-Chips implementiert sind. Mit Hilfe der Mutationen
mit geringer Allelfrequenz, die aus der Genomsequenz resultieren, kann eine hohere Genauigkeit

genomisch geschatzten Zuchtwerte erreicht werden (HAYES et al. 2013; DRUET et al. 2014).

Dariiber hinaus kann in den Rinderpopulationen genauer auf bestimmte Merkmale selektiert
und ein hoherer Zuchterfolg erreicht werden, wenn die kausale Variante bekannt ist. Bisher wur-
den womoglich zwei QJT'N unterschiedlicher Merkmale aufgrund des hohen Kopplungsungleich-
gewichts zueinander durch einen SNP auf dem SNP-Chip abgefragt. THoMASEN e/ al. (2008) 1den-
tifizierten auf BTA7 einen QTL, der vermutlich nur aufgrund von Kopplung das Merkmal Tot-
geburten und auch die GroBe des Kalbes beeinflusst. So wiirde eine Selektion auf eine reduzierte

Totgeburtenrate direkt auch ein Verringerung der Grofle des Kalbes bedeuten. Der Effekt des
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QTL auf die jeweiligen Merkmale war womoglich fehlgeschatzt, falls nicht der gleiche QTN mit
pleiotroper Wirkung zu Grunde liegt. Bei negativ korrelierten Merkmalen dieser beiden QTN
wiurde bet der Selektion auf das eine Merkmal das andere automatisch in Mitleidenschaft gezo-
gen. Sind die exakten Positionen und Effekte der QTN bekannt, ist es moglich, nur rekombi-
nante Haplotypen mit dem jeweiligen gewiinschten positiven Effekt zu selektieren. Somit kann
die Totgeburtenrate gesenkt werden ohne andere Merkmale negativ zu beeinflussen. Jedoch kon-
nen sich die QTN auch pleiotrop auswirken, sodass mehrere Phanotypen durch eine Variante

beeinflusst werden (SaarcHhr ef al. 2014).
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6 Zusammenfassung

Die Aufklarung der genetischen Architektur komplexer Merkmale und spezieller Phanotypen
kann einen enormen Beitrag zur Steigerung des Zuchtfortschritts und zur Verhinderung der Aus-
breitung von Erbfehlern in Rinderpopulationen leisten. Die mit NGS-Technologien erfassten
Informationen iiber die vollstandige genomische Variation erméglichen eine Beschleunigung des

Prozesses der Identifizierung kausaler Varianten.

In dieser Studie wurden auf Basis von Genomsequenzen mit mittlerer Abdeckung (~7-fach) von
214 Individuen sechs verschiedener Rinderrassen etwa 23 Mio. variable Positionen in Form von
SNP und InDels identifiziert. Beim Vergleich der sequenzbasierten Genotypen mit den Geno-
typen, die aus der Typisierung mit dem IlluminaHD BeachChip resultierten, konnte iiber alle
Tiere hinweg eine hohe Sensitivitit von mindestens 99,63% und eine groBe Ubereinstimmung
der Genotypen von mindestens 97,21% unabhangig von der jeweiligen Genomabdeckung des
Tieres verzeichnet werden. Die funktionelle Annotation der Varianten deckte 66.532 nicht-syn-
onyme Basenaustausche sowie 1038 Mutationen, die zu einer vorzeitigen Beendigung der Gen-
translation fithren, auf. Bei der Uberpriifung nach bereits bekannten kausalen Mutationen beim
Rind konnten elf OMIA-Varianten und fiinf fiir quantitative Merkmale kausale Nukleotide

(QTN) identifiziert werden, fiir die mindestens eines der 214 Tiere das mutierte Allel tragt.

Die Analyse der vorzeitigen Stopp-Codons verifizierte 100 hoch qualitative Varianten, von denen
jedes Tier etwa zwolf Polymorphismen tragt. Ein GroBteil dieser Varianten erscheint bei einer
geringen Allelfrequenz, was auf ihren schadlichen Effekt hindeutet, insbesondere wenn keine
homozygoten Tiere entdeckt werden konnten (z.B. bei FREMI und VCAM]I). Diese Positionen
sollten populationsweit genotypisiert werden, um zu kldaren, ob der Polymorphismus einen letalen
Effekt hat oder ob die homozygoten Tiere aufgrund der geringen Allelfrequenz bisher unent-
deckt blieben. Neben diesen fiir rezessiv vererbte Krankheiten potentiell kausalen Mutationen
scheinen im Genom des Rindes Stoppmutationen zu existieren, bei denen das betroffene Protein
tolerant gegentiber eine durch die Stoppmutation verursachte Veranderung oder einen Verlust
der Proteinfunktion steht (vgl. QRFPR). Moglicherweise wirkt sich die Stoppmutation sogar vor-
teilhaft aus, wie z.B. beim Gen VTCNI. Mit Hilfe von Informationen aus Knockout-Studien bei
Mausen oder Genanalysen beim Menschen kann ein potentieller Phanotyp der vorzeitigen

Stopp-Codons beim Rind vorhergesagt werden. Die Identifizierung von Tragertieren solcher
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Stoppmutationen und deren systematische Phédnotypisierung, insbesondere von homozygoten
Individuen, kann einen wertvollen Einblick in die Funktionalitat vieler Gene bringen und zur

Aufklarung genetischer Defekte beitragen.

Bei Holstein konnten mit einer sequenzbasierten GWAS fiir das Merkmal Totgeburten insgesamt
siecben QTL detektiert werden. Als positionelle und funktionelle Kandidatengene wurden FGF23,
ARRDCS, VPS35, LOC787812 und H19 identifiziert. Fir die QTL auf Chromosom 5 und 17
konnte aufgrund der genreichen Region kein eindeutiges Gen bestimmt werden. Die Funktionali-
tat der Gene wurde in der Literatur bereits direkt mit dem Merkmal Totgeburten oder auch mit
den hoch korrelierten Kalbeverlaufsmerkmalen in Verbindung gebracht. Auf Chromosom 5
konnte ein potentieller QTN im regulatorischen Bereich des fiir einen Wachstumsfaktor kodie-
renden Gens FGF23 festgestellt werden (P-Wert = 5,184 x 10"). Der QTL auf Chromosom 7 lie-
fert einen nicht-synonymen Austausch (p.Y182C) im ARRDC3-Gen als signifikantesten Polymor-
phismus (P-Wert = 4,327 x 107). Ein weiterer Aminosdureaustausch im Gen VPS35
(p-S760N) 1st moglicherweise ursdchlich fiir den QTL auf Chromosom 18 (P-Wert = 9,849 x

109).

Die GWAS basierend auf Genomsequenzen ermoglicht die direkte Assoziation der kausalen
Varianten. Es besteht keine Notwendigkeit mehr ein bestehendes Kopplungsungleichgewicht zwi-
schen Marker und kausaler Variante zu haben. Die in dieser Arbeit identifizierten, potentiell
ursachlichen Polymorphismen fur das Merkmal Totgeburten konnen umgehend in die genomi-
sche Selektion der Rinderzuchtprogramme implementiert werden. Im Ubrigen profitieren auch
andere, insbesondere kleine Populationen von dieser Information, bei denen die genomische
Selektion aufgrund der kleinen Referenzpopulation nicht durchgefiihrt werden kann. Mit der
Berticksichtigung dieser QTN in der genomischen Selektion kann eine Reduzierung der Anzahl

totgeborener Kalber bei Rindern erzielt werden.
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7 Summary

The elucidation of the genetic architecture of complex traits and of special phenotypes can con-
siderably contribute to an increase of breeding success and may prevent the expansion of genetic
defects. The availability of the total genomic variation based on NGS-technology enables the

rapid identification of causal variants.

In this study nearly 23 million variable positions were identified, in terms of SNPs and InDels
based on whole genome sequence data (7-fold average coverage) of 214 individuals originating
from six different breeds. The comparison of sequence-based genotypes with data resulting from
genotyping with IlluminaHD BeadChip among all analysed animals revealed a high sensitivity of
at least 99.63% and a great genotype concordance not less than 97.21%, independent of the
average genome coverage of an individual. The functional annotation of the variants yielded
66,532 non-synonymous exchanges and 1038 mutations predicted to cause a premature stop
codon. The examination for known causal mutations in the bovine genome detected eleven
OMIA-variants and five nucleotides underlying a quantitative trait (QTN). At least one of the

214 re-sequenced animals carries the mutated allele for these known causal mutations.

The analysis of premature stop codons resulted in 100 high quality variants. Every animal carries
on average twelve of these variants. Stop mutations are particularly overrepresented among rare
alleles indicating their deleterious effect, especially if homozygous animals are absent, e.g.
FREM1 and VCAMI. Population-wide genotyping of the positions with missing homozygotes is
required for elucidating whether the mutations are deleterious or homozygous animals are
unidentified based on rare alleles. Along with these mutations representing potentially causal
variants for recessive inherited traits, the bovine genome comprises additional stop mutations
affecting proteins which are putatively tolerant to the modification or loss of protein function
such as QRFPR. Stop mutations may even have an advantageous effect (e.g. VICN1). Considering
information from knockout studies in mice or gene analyses in humans facilitates the prediction
of a feasible phenotype caused by the premature stop codon in cattle. The identification and
detailed inspection of animals carrying such mutations, particularly homozygous individuals,
may give an insight to the functionality of affected genes and will contribute to the clarification of

genetic defects.
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The GWAS in Holstein revealed seven QJTL associated with stillbirth in total. The postulated
positional and functional candidate genes were FGF23, ARRDC3, VPS35, LOC787812 and H1I9.
Due to the gene density, no gene could be explicitly determined for the QTL on chromosome 5
and 17. The functionality of the postulated candidate genes has already been directly associated
with stillbirth or with the highly correlated calving traits. On chromosome 5 a putative QTN was
identified in the regulatory region of FGF23 gene, encoding a growth factor (P value = 5.184 x
10™). The most significant polymorphism of the QTL in chromosome 7 was a non-synonymous
mutation (p.Y182C) in gene ARRDC3 (P value = 4.327 x 107). An additional amino acid
exchange in the gene VPS35 (p.S760N) represents a putative causal mutation for the QTL on
chromosome 18 (P value = 9.849 x 107).

The GWAS based on whole genome sequence data allows for the direct association of causal
trait variants. The LD between marker and causal mutation is not required anymore. The putat-
ive causal polymorphism for stillbirth identified in this study can be implemented in genomic
selection of breeding programmes in cattle. Particularly small cattle populations which are not
able to perform reliable genomic selection due to their small reference population size can benefit
from this information. The use and consideration of the identified QTN in genomic selection

programmes could reduce the amount of stillborn calves in cattle.
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9 Anhang

Anhang

Tabelle 9.1: Ausgewdhlte Tiere zur genomweiten Re-Sequenzierung

Bam-ID Lab-ID Hit-Nr. Interbull-ID Tiername Rasse Geb.jahr Interbull-ID Vater
55069 7515 756711620016730  SIMCHEM?711620016730 REDAD BFvV 1973 REDUSAMO000001599157
55070 8145  276000929276244  SIMDEUMO000929276244 STREIF BFV 1978  SIMDEUMO000929081239
55071 8147  276000929189864  SIMDEUMO000929189864 ROMULUS BFvV 1975 SIMDEUMO000929015959
55072 8186  276000912851233  SIMDEUMO000912851233 HORWEIN BFV 1986  SIMDEUMO000809706945
55073 8146  276000925265555  SIMDEUMO000925265555 BALBO BFV 1974  SIMDEUMO000926800806
55074 8148  276000910915308  SIMDEUMO000910915308 EGOL BFV 1991  SIMDEUMO000915512806
55075 7556 276000928504510  SIMDEUMO000928504510 RENNER BFV 1981  SIMCHEM711620016730
55076 8149  276000913892370  SIMDEUMO000913892370 SAMURAI BFV 1992  SIMDEUMO000914240004
55077 8232 276000926428551 SIMDEUMO000926428551 POSTILLION  BFV 1981 SIMDEUMO000925714495
55078 8198  276000910794565  SIMDEUMO000910794565 GEBAL BFvV 1992  SIMDEUMO000916835898
55687 8243 276000910865689  SIMDEUMO000910865689 ROMANEK BFV 1989  SIMDEUMO000927583034
55689 8246  276007600026785  SIMDEUMO007600026785 HOLZER BFV 1985  SIMDEUMO007600020383
55690 8247  276000918174246  SIMDEUMO000918174246 REGIO BFvV 1996  SIMDEUMO000915732780
55691 8248  276000911474933  SIMDEUMO000911474933 BOSS BFvV 1993  SIMDEUMO000914411965
55692 8249  276000913008210  SIMDEUMO000913008210 REXON BFV 1989  SIMDEUMO000925973831
55693 8250  276000912971290  SIMDEUMO000912971290 ROMEN BFV 1988  SIMDEUMO000925978871
55694 8251 276000926189400  SIMDEUMO000926189400 DIRTECK BFV 1983 SIMDEUMO000924326746
55695 8252  276000911825633  SIMDEUMO000911825633 RALBO BFV 1988  SIMDEUMO000925952548
55696 8254  276000919587582  SIMDEUMO000919587582 HALLING BFV 1988  SIMDEUMO000925964575
55697 8255  276000913325437  SIMDEUMO000913325437 POLDI BFV 1996  SIMDEUMO000917355651
55698 8256 276000910950070  SIMDEUMO000910950070 SPORT BFV 1992  SIMDEUMO000919554268
56503 8421 276000915581022  SIMDEUMO000915581022 HORB BFV 1986  SIMDEUMO000809706945
56504 8422 276000918912889  SIMDEUMO000918912889 HUMID BFvV 1996  SIMDEUMO000915262687
56505 8423 276000915040032  SIMDEUMO000915040032 HUMLANG BFvV 1994  SIMDEUMO000915262687
56506 8424 276000920747734  SIMDEUMO000920747734 PROPELLER  BFV 1981  SIMDEUMO000925714495
56507 8425  276000919598352  SIMDEUMO000919598352 REPORT BFV 1989  SIMDEUMO000928504510
56508 8426  276000919253926  SIMDEUMO000919253926 UTNACH BFvV 1991 SIMFRAMO001083000111
56509 8427  276000915732780  SIMDEUMO000915732780 RENGER BFV 1989  SIMDEUMO000928504510
58941 8510  276000809706945  SIMDEUMO000809706945 HORROR BFV 1979  SIMDEUMO000809094147
58943 8511 276000804179455  SIMDEUMO000804179455 HODSCHA BFV 1983  SIMDEUMO000805465523
58944 8512  276000912851741  SIMDEUMO000912851741 MORWEL BFV 1989  SIMAUTMO000842871443
58945 8674  276000979317838  SIMDEUMO000979317838 HAXL BFV 1966  SIMDEUMO000970388123
58946 8785  276000932739095  SIMDEUMO000932739095 WATERBERG  BFV 1999  SIMDEUMO000918035013
58947 8786  276000935684041 SIMDEUMO000935684041 MANDELA BFvV 2001  SIMDEUMO000915079575
58948 8787  276000931098195  SIMDEUMO000931098195 MARTL-DE BFvV 1999  SIMAUTMO000040568233
58949 8788  276000933038755  SIMDEUMO000933038755 ZAHNER BFV 2000  SIMDEUMO000915393011
58950 8789  276000938263111 SIMDEUMO000938263111 DAGO BFvV 2004  SIMAUTMO000447242233
58951 9065  276000933663105  SIMDEUMO000933663105 WEINOLD BFvV 1999  SIMDEUMO000919322930
58952 8791 276000940823906  SIMDEUMO000940823906 MORGENGRAU BFV 2006  SIMDEUMO000934225983
58953 G4 276000943707915  SIMDEUMO000943707915 G4 BFV 2009  SIMDEUMO000941809001
65649 9241 276000911331078  SIMDEUMO000911331078 HODACH BFV 1989  SIMDEUMO000804179455
65650 9242 276000911485840  SIMDEUMO000911485840 ZASTER BFV 1994  SIMDEUMO000917845051
65651 9243 276000574600534  SIMAUTMO000574600534 MAXI BFV 1999  SIMAUTMO000040568233
65652 9244 276000934127155  SIMDEUMO000934127155 HILAB BFV 2000  SIMDEUMO000919350741
65653 9245 40000927146534 SIMAUTMO000927146534 LEO BFV 1998  SIMAUTMO000541950446
65654 9246  276000918555090  SIMDEUMO000918555090 RANDY BFV 1994  SIMDEUMO000911825633
65655 9247  276000918892486  SIMDEUMO000918892486 MALIST BFvV 1996  SIMAUTMO000040568233
65656 9248  276000941115399  SIMDEUMO000941115399 HEROCK BFvV 2007  SIMAUTMO000671844642
65657 TCP_13 276000946485312  SIMDEUMO000946485312 TCP_13 BFV 2011 SIMDEUMO000936487534
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Bam-ID Lab-ID Hit-Nr. Interbull-ID Tiername Rasse Geb.jahr Interbull-ID Vater
65658 9306  276000340174036 ~ REDDEUMO000340174036 FABER RED 1996  HOLUSAMO000002129913
65659 9299  276001015194625 HOLDEUMO001015194625 SIOUX HOL 1991  HOLUSAMO000001964484
65660 NA 276000577745977  REDDEUMO000577745977 GOLDSTAR  RED 1997  REDNLDMO000706570603
65661 9300  276001015216836 ~HOLDEUMO001015216836 MAGNUM HOL 1992 HOLUSAMO000002020049
65663 NA 124000006961162  HOLCANMO000006961162 CHAMPION  HOL 1997  HOLCANMO000005470579
66498 9425 276000578891748  HOLDEUMO000578891748 MASCOL HOL 2000  HOLITAMO006001001962
66499 9289  276002261530135 HOLDEUMO002261530135 MANAT HOL 1995 HOLUSAMO000002119526
66500 9290  528000255206543 ~ HOLNLDMO000255206543 ALVES HOL 1999  HOLUSAMO000002231596
66501 9291 276001020186127  HOLDEUMO001020186127 TOBER HOL 1984 ~ HOLUSAMO000001721333
66502 9292  276001021098657 HOLDEUMO001021098657 BONATUS HOL 1991  HOLUSAMO000001929410
66503 9293 276001020477549  HOLDEUMO001020477549 STATUS HOL 1986  HOLCANMO000000352790
66504 9294 276000345785578  REDDEUMO000345785578  LICHTBLICK  RED 2000 HOLDEUMO001012337003
66505 9295 276000348565591  HOLDEUMO000348565591 MERGIM HOL 2004 HOLCHEM310037833550
66506 9296  276000345461818 HOLDEUMO000345461818 JOSE HOL 2001  HOLFRAMO005694028588
66507 9297 276000347213836 HOLDEUMO000347213836 WIZZARD HOL 2000  HOLNLDMO000159659261
66508 9298  276001015148130 HOLDEUMO001015148130 PIT HOL 1989 ~ HOLUSAMO000001878472
66511 9301 276000578448776 ~ HOLDEUMO000578448776 LAUDAN HOL 1998  HOLDEUMO001012104370
66512 9302  840000017088070  HOLUSAMO000017088070 TICKET HOL 1996  HOLUSAMO000002122404
66513 9303 276000341621945 HOLDEUMO000341621945 BLACKMAN  HOL 1997 HOLDEUMO001020708373
66514 9304  276000577604324  HOLDEUMO000577604324 ZECHER HOL 1997  HOLUSAMO000002137511
66515 9305 250007297006288  HOLFRAMO007297006288 GIBOR HOL 1997  HOLFRAMO002991000305
66517 9307 276000578720303 ~ REDDEUMO000578720303 LUDOX RED 1999  HOLUSAMO000002228267
66518 9308  276000576536679  REDDEUMO000576536679 ORIGIN RED 1995 REDDEUMO000505639209
66519 9309  276000578889436  REDDEUMO000578889436 CARMANO RED 2001  HOLUSAMO000002252648
66520 9310  276001012261613 ~HOLDEUMO001012261613 UBBO HOL 1994  HOLUSAMO000001920807
66521 9311 276001012056808 ~HOLDEUMO001012056808 LASSO HOL 1990  HOLUSAMO000001926224
66522 NA 756710488074272  SIMCHEM710488074272 JOYEUX SIM 1977  MONFRAMO000000160839
66524 NA 756712006074573 ~ SIMCHEM?712006074573 FLEURON SIM 1994  SIMCHEM?712820066389
68262 9312  276001500058043 ~HOLDEUMO001500058043 ZUNDER HOL 1996  HOLUSAMO000002156938
68263 9313 276000102650777  HOLDEUMO000102650777 LADIN HOL 1994  HOLUSAMO000002071864
68264 9314  276000101544835 HOLDEUMO000101544835 PATRICK HOL 1990  HOLUSAMO000001929410
68265 9316  276000340930144 HOLDEUMO000340930144 DOLCH HOL 1996 HOLNLDMO000316418898
68266 9317 276001013278183 ~HOLDEUMO001013278183 TRAILOR HOL 1989  HOLUSAMO000001882797
68267 9318  276001013340602 HOLDEUMO001013340602 AMARETTO  HOL 1991  HOLCANMO000000383622
68268 9320 756110480021128  BSWCHEM110480021128 VERO BSW 1970  BSWCHEMI110191090826
68269 9321 756111512030200  BSWCHEM111512030200 HORST BSW 1972  BSWCHEM110023045482
68270 9322 756110706016501 ~ BSWCHEM110706016501 ALBO BSW 1973 BSWUSAMO000000138750
68271 9323 756110471084194  BSWCHEMI110471084194 OREON BSW 1974  BSWUSAMO000000150198
68272 9324 756110269048407 BSWCHEMI110269048407 AXIUS BSW 1975 BSWUSAMO000000139618
68273 9325 756110518030504  BSWCHEM110518030504 NORDAL BSW 1977  BSWUSAMO000000152118
68274 9326 756110097189518  BSWCHEM110097189518 NOVIO BSW 1977  BSWUSAMO000000156006
68275 9327 756110556008244 ~ BSWCHEM110556008244 ZOLL BSW 1977 BSWUSAMO000000147207
68276 9328 756111030024286 ~ BSWCHEM111030024286 BRYAN BSW 1979  BSWUSAMO000000159771
68277 9329 756110008038300  BSWCHEM110008038300 WINNETOU  BSW 1979  BSWCHEM110487006746
68278 9330 756110098063770 ~ BSWCHEM110098063770 NATO BSW 1980  BSWUSAMO000000153272
68279 9331 756110482036847  BSWCHEM110482036847 ASCOT BSW 1982  BSWUSAMO000000172466
68280 9332 756110203063244 ~ BSWCHEM110203063244 JOSS BSW 1982  BSWUSAMO000000161170
68281 9333 756110501069856 ~ BSWCHEM110501069856 LEADER BSW 1982  BSWCHEM110044064448
68282 9334 756110098071188  BSWCHEM110098071188 JORAT BSW 1985  BSWUSAMO000000170157
68283 9335 756110374046077  BSWCHEM110374046077 BELL-ET BSW 1987  BSWUSAMO000000182143
68284 9336  840000001841381  BSWUSAMO000000184138 ENSIGN-ET BSW 1987  BSWUSAMO000000176173
68285 9337 756110919005798  BSWCHEM110919005798 IMPEROR BSW 1987  BSWUSAMO000000179556
68286 9338 840000001840872  BSWUSAMO000000184087 STARBUCK BSW 1987  BSWUSAMO000000175751
68287 9339 756110502100268  BSWCHEM110502100268 ENORM BSW 1988  BSWUSAMO000000182043
68288 9340  840000001862768  BSWUSAMO000000186276 =~ PROPHET-ET  BSW 1989  BSWUSAMO000000179801
68289 9341 840000001873610  BSWUSAMO000000187361 ~ EMERALD-DE  BSW 1990  BSWUSAMO000000181329
68290 9342 756110106053793  BSWCHEM110106053793 MEDOR BSW 1990  BSWCHEM110060127370

151



Anhang

Bam-ID Lab-ID Hit-Nr. Interbull-ID Tiername Rasse Geb.jahr Interbull-ID Vater
68291 9343 756111453045080  BSWCHEM111453045080 NIPPEL BSW 1990  BSWCHEMI110716027719
68292 9344 840000001891829  BSWUSAMO000000189182 ~ COLLECTION BSW 1992  BSWUSAMO000000181217
68293 9345  840000001897975  BSWUSAMO000000189797 CHIME-ET BSW 1993  BSWUSAMO000000185301
68294 9346 756110023148411  BSWCHEM110023148411 CHRISTO BSW 1993  BSWUSAMO000000181972
68295 9347 756110040047292 ~ BSWCHEM110040047292 VOERIS BSW 1994  BSWCHEM110719023268
68296 9348 756110043090653 ~ BSWCHEM110043090653 GRAL BSW 1995  BSWCHEM110054337594
68297 9349 756110057253457  BSWCHEM110057253457 KASTOR BSW 1998  BSWCHEM110120063693
68298 9350 756110121201483 ~ BSWCHEM110121201483 ZEUS BSW 1999 BSWITAMVI0000121852
68299 9351 756120000414675  BSWCHEM120000414675 JOLDEN-ET  BSW 2000  BSWUSAMO000000189181
68300 9352 840000001956184  BSWUSAMO000000195618 VIGOR-ET BSW 2001  BSWUSAMO000000191215
68301 9353 756713388027539  SIMCHEM713388027539 AELPLER SIM 1966 ~ SIMCHEM?714800844437
68303 9354  756713065011578  SIMCHEM?713065011578 VERGIL SIM 1969  SIMCHEM715585015531
68305 9355  840000016293915  REDUSAMO000001629391 TRIPLE RED 1972  HOLCANMO000000288790
68306 9356 756713775055619  SIMCHEM713775055619 AELPLER SIM 1973 SIMCHEM716685030974
68307 9357 840000016509436 ~ REDUSAMO000001650943 FIRESTAR RED 1973  HOLUSAMO000001430145
68309 9358 756716395019139  SIMCHEM716395019139 TIM SIM 1983  REDCANMO000000311569
68310 9359 756716918033765  SIMCHEM?716918033765 RIVAROL SIM 1974  REDCANMO000000311569
68311 9360 756713620026917  SIMCHEM713620026917 MARS SIM 1974  SIMCHEM?713300019239
68312 9361 756714610076769 ~ REDCHEM?714610076769 JEROME RED 1976 ~ REDUSAMO000001599157
68313 9362  840000000222358  REDUSAMO000000022235 TONTO RED 1979 ~ HOLUSAMO000001620273
68314 9363  840000018423716 ~ REDUSAMO000001842371 CAVEMAN RED 1980  HOLUSAMO000001620273
68315 9364  756712154013875  SIMCHEM712154013875 KANIS SIM 1980  SIMCHEM?712856045518
68316 9365 756716955044748  SIMCHEM716955044748 CONDOR SIM 1982  SIMCHEM?713190071003
68317 9366 756712237013952  REDCHEM?712237013952 BEMOL RED 1982  REDUSAMO000001826808
68318 9367 276000002463460 HOLDEUMO001004565147 ORKAN HOL 1982 HOLUSAMO000001672151
68319 9368  840000018807783  REDCANMO000000392953 FIRE RED 1982  REDCANMO000000352882
68320 9369 756714495058218 ~ REDCHEM?714495058218 JONN-ET RED 1983 ~ HOLUSAMO000001695963
68321 9370 124000003764557 ~ HOLCANMO000000376455  JUBILANT-E =~ HOL 1983  REDUSAMO000001629391
68322 9371 840000019737119  REDUSAMO000001973711 SABER-ET RED 1984  HOLUSAMO000001672325
68323 9372  840000003871781  REDCANMO000000387178  ROCHESTER  RED 1985  HOLUSAMO000001710057
68324 9373  840000020901554  REDUSAMO000002090155 SWATCH-ET  RED 1988  HOLUSAMO000001857259
68325 9374  840000021760617  REDUSAMO000002176061 HANS-ET RED 1991  REDCANMO000000381413
68326 9375 756310048190307 HOLCHEM310048190307 RIOSTAR HOL 1991  HOLUSAMO000001929410
68327 9376 756716955055126  SIMCHEM716955055126 FILOU SIM 1991 SIMCHEM713190091124
68328 9377 756716575029323  SIMCHEM716575029323 TIPIC SIM 1993  REDCHEM712856067770
68329 9378 756713191046185  SIMCHEM713191046185 BELLO SIM 1993  SIMCHEM?713191039323
68330 9379 756714800037525 REDCHEM?714800037525  BACCALA-ET  RED 1994  REDNLDMO000316124490
68331 9380 756712455090575  SIMCHEM712455090575 AELPLER_3 SIM 1995  SIMCHEM712139067572
68332 9381 756120019078516 ~ REDCHEM120019078516 INCAS RED 2001  REDUSAMO000128291546
9315 9315 528000295614731  HOLNLDMO000295614731 STYLIST HOL 2002  HOLUSAMO000002282997
9610 9610  276000930988845  SIMDEUMO000930988845 SAMUT BFV 1998  SIMDEUMO000913892370
9611 9611 276000931055961 SIMDEUMO000931055961 SAFIR BFV 1998  SIMDEUMO000913892370
9612 9612 276000932408546  SIMDEUMO000932408546 SAMPRAS BFV 1998  SIMDEUMO000913892370
9613 9613 276000932059928  SIMDEUMO000932059928 REPTEIT BFV 1998  SIMDEUMO000919598352
9614 9614  276000811017046  SIMDEUMO000811017046 ROMSEL BFV 1998  SIMDEUMO000912971290
9615 9615 276000932204616  SIMDEUMO000932204616 ROBERTO BFV 1998  SIMDEUMO000919598352
9616 9616  276000932627221 SIMDEUMO000932627221 RAINER BFV 1999  SIMDEUMO000911455235
9617 9617 276000918923365  SIMDEUMO000918923365 MADERA BFV 1997 SIMAUTMO000040568233
9618 9618 276000933223030  SIMDEUMO000933223030 MORBO BFV 2000  SIMDEUMO000808038600
9619 9619  276000915508121 SIMDEUMO000915508121 HATZ BFV 1996  SIMDEUMO000911331078
9620 9620  276000932878499  SIMDEUMO000932878499 HULOCK BFV 1999  SIMDEUMO000910789350
9621 9621 276000932785883 ~ SIMDEUMO000932785883 GEBALOT BFV 1999  SIMDEUMO000910794565
9623 9623 276000918162560  SIMDEUMO000918162560 RUBEL BFV 1996  SIMDEUMO000915732780
9624 9624  276000937295834  SIMDEUMO000937295834 POLK BFV 2003  SIMDEUMO000913325437
9625 9625 276000933855292  SIMDEUMO000933855292 RALSTER BFV 2000  SIMDEUMO000912121855
9626 9626  276000918197923  SIMDEUMO000918197923 WAGRAIN PS  BFV 2006  SIMDEUMO000934492505
9705 9705 276000932934199  SIMDEUMO000932934199 BOSBO BFV 2000  SIMDEUMO000911474933
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9706 9706  276000918966927  SIMDEUMO000918966927 ERGO BFV 1997  SIMDEUMO000914750324
9707 9707 276000916200528  SIMDEUMO000916200528 ENRICO BFV 1997  SIMDEUMO000910915308
9708 9708  276000932657399  SIMDEUMO000932657399 HIRMER BFV 1999  SIMDEUMO000919350741
9709 9709  276000936580580  SIMDEUMO000936580580 HIMALAYA BFV 2002  SIMDEUMO000912392042
9715 9715 276000913163490  SIMDEUMO000913163490 RAPID BFV 1993  SIMDEUMO000925952548
9717 9717 276000917327047  SIMDEUMO000917327047 STREUF BFV 1988  SIMDEUMO000927550527
9718 9718 40000681337645 SIMAUTMO000681337645 STIER BFV 2001 SIMAUTMO000474437441
9722 9722  276000934694674  SIMDEUMO000934694674 VAGABUND BFV 2000  SIMDEUMO000918555090
9724 9724 40000277755233 SIMAUTMO000277755233 WAXIN BFV 1993  SIMDEUMO000912851233
9725 9725 276000919879431 SIMDEUMO000919879431 REMONT BFV 1997  SIMDEUMO000919598352
9726 9726 756712018039935 ~ SIMCHEM?712018039935 ALDOR SIM 1990  SIMCHEM?712929011174
9727 9727 276000932878729  SIMDEUMO000932878729 WEBAL BFV 1999  SIMDEUMO000919322930
9728 9728  276000936487481 SIMDEUMO000936487481 MANITOBA BFV 2002  SIMDEUMO000915079575
9729 9729  276000937694254  SIMDEUMO000937694254 RESOLUT BFV 2003  SIMDEUMO000919879431
9730 9730  276000936189219  SIMDEUMO000936189219 RUREX BFV 2002  SIMDEUMO000918105400
9731 9731 276000940100513  SIMDEUMO000940100513 ~ WALDBRAND  BFV 2006  SIMDEUMO000934492505
9732 9732 276000940930385  SIMDEUMO000940930385 WITZBOLD BFV 2006  SIMDEUMO000934492505
9733 9733 276000936284807  SIMDEUMO000936284807 ILION BFV 2002  SIMDEUMO000918174246
9734 9734  276000937187135  SIMDEUMO000937187135 RUAKANA BFV 2002  SIMDEUMO000918105400
9735 9735 276000918105400  SIMDEUMO000918105400 RUAP BFV 1995  SIMDEUMO000912971290
9736 9736  276000912392042  SIMDEUMO000912392042 HIPPO BFV 1996  SIMDEUMO000911331078
9737 9737 276000937793170  SIMDEUMO000937793170 HUPSOL BFV 2003  SIMDEUMO000918912889
9738 9738  276000935904510  SIMDEUMO000935904510 IMPOSIUM BFV 2002  SIMDEUMO000918174246
9739 9739  276000911043667  SIMDEUMO000911043667 ROMEL BFV 1995  SIMDEUMO000912971290
9740 9740 CZ61790058 CZ61790058 RAD-GURU BFV 2010
9741 9741 756120099980013 ~ BSWCHEM120099980013 - BSW 2013
9742 9742 276000936822851 SIMDEUMO000936822851 INDER BFV 2002  SIMDEUMO000918174246
9743 9743 276000938595455  SIMDEUMO000938595455 MOMO BFV 2004  SIMAUTMO000410617633
9754 9754  276000936319703  SIDMEUMO000936319703 ~RALMESBACH  BFV 2001 SIMDEUMO000915949901
9755 9755 276000937608774  SIMDEUMO000937608774 RAMIG BFV 2004  SIMDEUMO000918151241
9756 9756  276000937911240  SIMDEUMO000937911240 RAMKAN BFV 2004  SIMDEUMO000918151241
9766 9766 40000963638719 SIMAUTMO000963638719 - BFV 2013  SIMDEUMO000813516428
9767 9767 276000803608138  SIMDEUMO000803608138 POLZER BFV 1959  SIMAUTMO000000002320
9768 9768  276000937746688  SIMDEUMO000937746688 ETTAL BFV 2004  SIMDEUMO000916200528
9769 9769  276000937169790  SIMDEUMO000937169790 HOLZMICHL  BFV 2003  SIMDEUMO000912392042
9770 9770  276000935463615  SIMDEUMO000935463615 MANGFALL BFV 2001 SIMDEUMO000915079575
9771 9771 276000938063849  SIMDEUMO000938063849 MANGOPE BFV 2004  SIMAUTMO000410617633
9772 9772 276000936487534  SIMDEUMO000936487534 ROUND UP BFV 2002  SIMDEUMO000912291736
9773 9773 276000938322620  SIMDEUMO000938322620 SAMLAND BFV 2005  SIMDEUMO000932408546
9774 9774 276000939560629  SIMDEUMO000939560629 VALUTA BFV 2006  SIMDEUMO000934586859
9775 9775 276000940220038  SIMDEUMO000940220038 WALDHOER  BFV 2006  SIMDEUMO000934492505
9776 9776  276000933179301 SIMDEUMO000933179301 ZASPORT BFV 2000  SIMDEUMO000911485840
9777 9777 276000940777732  SIMDEUMO000940777732 ZAUBER BFV 2006  SIMDEUMO000933038755
9778 9778  276000935704715  SIMDEUMO000935704715 DON JUAN BFV 2002  SIMDEUMO000915122401
9779 9779  276000942238113  SIMDEUMO000942238113 FIDELIS BFV 2007  SIMDEUMO000935703443

esmeralda 8144  276000938065319 SIMDEUF000938065319 ESMERALDA  BFV 2004  SIMDEUMO000918151241
valero 8143 276000941364903  SIMDEUMO00094 1364903 VALERO BFV 2007  SIMDEUMO000934586859

vanstein 9046 276000934586859  SIMDEUMO000934586859 VANSTEIN BFV 2000  SIMDEUMO000918555090
100002 100002 PSK_128F PSK_128F femalel NFC NA
100003 100003 PSK_326F PSK_326F female2 NFC NA
100004 100004 PSK_370F PSK_370F female3 NFC NA

Die fiir die Re-Sequenzierung selektierten Tiere sind nach ihrer Bam-ID sortiert. Bam-IDs entsprechen der inter-
nen Namen der Sequenzen je Tier; Lab-IDs entsprechen der internen Labornummer; Hit-Nr: ist die Nummer der
Lebendohrmarke; Interbull-ID st die internationale Nummer des Tieres; die zugehorigen Rassen der re-sequenzier-

ten Tiere sind mut thrern Kiirzeln dargestellt; Geb.jahr entspricht dem Geburtsjahr des Tieres.
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Tabelle 9.2: Verteilung der Readlingen je Tier [in %]

Bam-ID 36bo 76bo 96bo 100bn 101bo
55069 - - - - 100,00
55070 - - - 100,00 -
55071 - - - 100,00 -
55072 - - - 100,00 -
55073 - - - - 100,00
55074 - - - - 100,00
55075 - - - 100,00 -
55076 - - 22,37 22,37 55,26
55077 - - 16,50 16,50 66,99
55078 - - 17,97 17,98 64,05
55687 - - - - 100,00
55689 - - 15,69 84,31 -
55690 - - 49,99 50,01 -
55691 - - - 100,00 -
55692 - - - 100,00 -
55693 - - - 100,00 -
55694 - - - 100,00 -
55695 - - - 36,54 63,46
55696 - - - 37,29 62,71
55697 - - - 100,00 -
55698 - - - 100,00 -
56503 - - - 100,00 -
56504 - - - 100,00 -
56505 - - - 100,00 -
56506 - - - 100,00 -
56507 - - - 100,00 -
56508 - - - 100,00 -
56509 - - - 100,00 -
58941 - - - - 100,00
58943 - - - 100,00 -
58944 - - - 100,00 -
58945 - - - 100,00 -
58946 - - - 100,00 -
58947 - - - 100,00 -
58948 - - - 100,00 -
58949 - - - - 100,00
58950 - - - 100,00 -
58951 - - - - 100,00
58952 - - - 100,00 -
58953 - - - 100,00 -
65649 - - - - 100,00
65650 - - - - 100,00
65651 - - - - 100,00
65652 - - - - 100,00
65653 - - - - 100,00
65654 - - - - 100,00
65655 - - - - 100,00
65656 - - - - 100,00
65657 - - - - 100,00
65658 - - - - 100,00
65659 - - - - 100,00
65660 - - - - 100,00
65661 - - - - 100,00
65663 - - - - 100,00
66498 - - - - 100,00
66499 - - - - 100,00
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Bam-ID 36bo 76bn 96bo 100bo 101bo
66500 - - - - 100,00
66501 - - - - 100,00
66502 - - - - 100,00
66503 - - - - 100,00
66504 - - - - 100,00
66505 - - - - 100,00
66506 - - - - 100,00
66507 - - - - 100,00
66508 - - - - 100,00
66511 - - - - 100,00
66512 - - - - 100,00
66513 - - - - 100,00
66514 - - - - 100,00
66515 - - - - 100,00
66517 - - - - 100,00
66518 - - - - 100,00
66519 - - - - 100,00
66520 - - - - 100,00
66521 - - - - 100,00
66522 - - - - 100,00
66524 - - - - 100,00
68262 - - - - 100,00
68263 - - - - 100,00
68264 - - - - 100,00
68265 - - - - 100,00
68266 - - - - 100,00
68267 - - - - 100,00
68268 - - - - 100,00
68269 - - - - 100,00
68270 - - - - 100,00
68271 - - - - 100,00
68272 - - - - 100,00
68273 - - - - 100,00
68274 - - - - 100,00
68275 - - - - 100,00
68276 - - - - 100,00
68277 - - - - 100,00
68278 - - - - 100,00
68279 - - - - 100,00
68280 - - - - 100,00
68281 - - - - 100,00
68282 - - - - 100,00
68283 - - - - 100,00
68284 - - - - 100,00
68285 - - - - 100,00
68286 - - - - 100,00
68287 - - - - 100,00
68288 - - - - 100,00
68289 - - - - 100,00
68290 - - - - 100,00
68291 - - - - 100,00
68292 - - - - 100,00
68293 - - - - 100,00
68294 - - - - 100,00
68295 - - - - 100,00
68296 - - - - 100,00
68297 - - - - 100,00
68298 - - - - 100,00
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Bam-ID 36bo 76bn 96bo 100bo 101bo
68299 - - - - 100,00
68300 - - - - 100,00
68301 - - - - 100,00
68303 - - - - 100,00
68305 - - - - 100,00
68306 - - - - 100,00
68307 - - - - 100,00
68309 - - - - 100,00
68310 - - - - 100,00
68311 - - - - 100,00
68312 - - - - 100,00
68313 - - - - 100,00
68314 - - - - 100,00
68315 - - - - 100,00
68316 - - - - 100,00
68317 - - - - 100,00
68318 - - - - 100,00
68319 - - - - 100,00
68320 - - - - 100,00
68321 - - - - 100,00
68322 - - - - 100,00
68323 - - - - 100,00
68324 - - - - 100,00
68325 - - - - 100,00
68326 - - - - 100,00
68327 - - - - 100,00
68328 - - - - 100,00
68329 - - - - 100,00
68330 - - - - 100,00
68331 - - - - 100,00
68332 - - - - 100,00

9315 - - - - 100,00
9610 - - - - 100,00
9611 - - - - 100,00
9612 - - - - 100,00
9613 - - - - 100,00
9614 - - - - 100,00
9615 - - - - 100,00
9616 - - - - 100,00
9617 - - - - 100,00
9618 - - - - 100,00
9619 - - - - 100,00
9620 - - - - 100,00
9621 - - - - 100,00
9622 - - - - 100,00
9623 - - - - 100,00
9624 - - - - 100,00
9625 - - - - 100,00
9626 - - - - 100,00
9704 - - - - 100,00
9705 - - - - 100,00
9706 - - - - 100,00
9707 - - - - 100,00
9708 - - - - 100,00
9709 - - - - 100,00
9710 - - - - 100,00
9711 - - - - 100,00
9712 - - - - 100,00
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Bam-ID 36bo 76bn 96bo 100bo 101bo
9713 - - - - 100,00
9715 - - - - 100,00
9717 - - - - 100,00
9718 - - - - 100,00
9719 - - - - 100,00
9720 - - - - 100,00
9721 - - - - 100,00
9722 - - - - 100,00
9724 - - - - 100,00
9725 - - - - 100,00
9726 - - - - 100,00
9727 - - - - 100,00
9728 - - - - 100,00
9729 - - - - 100,00
9730 - - - - 100,00
9731 - - - - 100,00
9732 - - - - 100,00
9733 - - - - 100,00
9734 - - - - 100,00
9735 - - - - 100,00
9736 - - - - 100,00
9737 - - - - 100,00
9738 - - - - 100,00
9739 - - - - 100,00
9740 - - - - 100,00
9741 - - - - 100,00
9742 - - - - 100,00
9743 - - - - 100,00
9744 - - - - 100,00
9745 - - - - 100,00
9746 - - - - 100,00
9747 - - - - 100,00
9748 - - - - 100,00
9749 - - - - 100,00
9750 - - - - 100,00
9751 - - - - 100,00
9752 - - - - 100,00
9753 - - - - 100,00
9754 - - - - 100,00
9755 - - - - 100,00
9756 - - - - 100,00
9757 - - - - 100,00
9758 - - - - 100,00
9759 - - - - 100,00
9760 - - - - 100,00
9761 - - - - 100,00
9762 - - - - 100,00
9763 - - - - 100,00
9764 - - - - 100,00
9766 - - - - 100,00
9767 - - - - 100,00
9768 - - - - 100,00
9769 - - - - 100,00
9770 - - - - 100,00
9771 - - - - 100,00
9772 - - - - 100,00
9773 - - - - 100,00
9774 - - - - 100,00
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Bam-ID 36bo 76bp 96bn 100bp 101bo
9775 - - - - 100,00
9776 - - - - 100,00
9777 - - - - 100,00
9778 - - - - 100,00
9779 - - - - 100,00
9780 - - - - 100,00
9781 - - - - 100,00
9782 - - - - 100,00
9783 - - - - 100,00
9784 - - - - 100,00
9785 - - - - 100,00
9786 - - - - 100,00
9787 - - - - 100,00
9788 - - - - 100,00
9789 - - - - 100,00
9790 - - - - 100,00
9791 - - - - 100,00
9792 - - - - 100,00
9793 - - - - 100,00
9800 - - - - 100,00
9801 - - - - 100,00
9802 - - - - 100,00
9803 - - - - 100,00
9804 - - - - 100,00
9807 - - - - 100,00
9811 - - - - 100,00

esmeralda - 69,73 - 30,27 -
valero - - - 100,00 -

vanstein 100,00 - - - -

100002 - - - - 100,00
100003 - - - - 100,00
100004 - - - - 100,00
100023 - - - 100,00

Die fiir die Re-Sequenzierung selektierten Tiere sind nach ihrer Bam-ID sortiert. Bam-IDs entsprechen der inter-
nen Namen der Sequenzen je Lier; bp entsprich der Basenpaarlinge der sequenzierten Fragmente.
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Tabelle 9.3: Mapping Statistik

Anhang

Bam-ID Name Gesamte Duplikate Kartierte Kartierte Reads Kartierte Durchschnittliche
Reads [%] Reads [%] Netto[%] Basen Netto Abdeckung Netto
55069 REDAD 163.482.913 5,17 96,43 149.489.938 91,44 15,10GB 5,68
55070 STREIF 248.209.072 6,50 97,90 227.199.055 91,54 22,72GB 8,54
55071 ROMULUS 275.347.611 6,38 98,04 252.713.383 91,78 25,27GB 9,50
55072 HORWEIN 218.095.293 5,92 97,72 200.490.494 91,93 20,05GB 7,54
55073 BALBO 173.087.784 5,26 96,37 158.034.806 91,30 15,96GB 6,00
55074 EGOL 156.705.901 5,86 96,28 142.031.377 90,64 14,35GB 5,39
55075 RENNER 257.059.233 7,06 97,79 233.629.804 90,89 23,36GB 8,78
55076 SAMURAI 295.394.459 4,65 97,04 273.327.445 92,53 27,24GB 10,24
55077 POSTILLION 251.461.184 5,40 96,89 230.495.110 91,66 23,05GB 8,67
55078 GEBAL 284.445.379 5,65 96,90 260.051.305 91,42 25,98GB 9,77
55687 ROMANEK 162.759.413 7,00 96,14 145.527.098 89,41 14,70GB 5,53
55689 HOLZER 287.537.748 7,35 97,72 260.332.777 90,54 25,87GB 9,73
55690 REGIO 160.290.585 4,83 98,05 149.570.539 93,31 14,66GB 5,51
55691 BOSS 123.602.395 6,43 95,93 110.944.671 89,76 11,09GB 4,17
55692 REXON 138.843.685 6,86 95,81 123.887.746 89,23 12,39GB 4,66
55693 ROMEN 131.466.898 7,41 96,80 117.828.683 89,63 11,78GB 4,43
55694 DIRTECK 150.863.976 5,59 97,29 138.578.560 91,86 13,86GB 5,21
55695 RALBO 261.211.185 8,41 96,46 230.777.234 88,35 23,22GB 8,73
55696 HALLING 174.223.713 8,02 97,64 156.464.263 89,81 15,74GB 5,92
55697 POLDI 245.108.260 8,48 97,18 217.996.621 88,94 21,80GB 8,20
55698 SPORT 270.847.013 8,83 95,63 236.135.825 87,18 23,61GB 8,88
56503 HORB 181.507.121 4,61 97,99 169.656.055 93,47 16,97GB 6,38
56504 HUMID 160.842.497 4,16 97,84 150.815.249 93,77 15,08GB 5,67
56505 HUMLANG 227.151.631 4,29 98,35 213.806.924 94,13 21,38GB 8,04
56506 PROPELLER 190.028.977 4,09 98,18 178.943.367 94,17 17,89GB 6,73
56507 REPORT 208.459.066 4,91 98,23 194.715.327 93,41 19,47GB 7,32
56508 UTNACH 207.068.014 4,59 98,23 194.066.215 93,72 19,41GB 7,30
56509 RENGER 176.164.262 4,71 97,99 164.482.114 93,37 16,45GB 6,18
58941 HORROR 161.865.174 5,16 96,24 147.729.603 91,27 14,92GB 5,61
58943 HODSCHA 226.335.891 4,35 95,54 206.832.039 91,38 20,68GB 7,78
58944 MORWEL 216.683.526 3,59 96,85 202.333.113 93,38 20,23GB 7,61
58945 HAXL 207.869.816 4,05 96,97 193.404.741 93,04 19,34GB 7,27
58946 WATERBERG 208.384.577 4,45 97,03 193.209.439 92,72 19,32GB 7,26
58947 MANDELA 182.548.630 3,72 97,06 170.592.510 93,45 17,06GB 6,41
58948 MARTL-DE 160.719.456 4,32 97,13 149.353.352 92,93 14,94GB 5,61
58949 ZAHNER 160.661.919 6,47 96,48 144.980.005 90,24 14,64GB 5,50
58950 DAGO 212.036.734 5,66 96,65 193.340.167 91,18 19,33GB 7,27
58951 WEINOLD 160.626.127 6,89 96,41 144.198.385 89,77 14,56GB 5,48
58952 MORGENGRAU  178.349.820 4,57 96,93 164.966.017 92,50 16,50GB 6,20
58953 G4 225.268.008 5,15 97,06 207.389.836 92,06 20,74GB 7,80
65649 HODACH 476.417.926 7,07 96,22 425.999.503 89,42 43,03GB 16,18
65650 ZASTER 436.077.734 8,28 96,25 384.983.689 88,28 38,88GB 14,62
65651 MAXI 370.004.056 8,33 96,94 328.814.495 88,87 33,21GB 12,49
65652 HILAB 332.296.442 6,85 97,84 302.841.675 91,14 30,59GB 11,50
65653 LEO 279.960.716 6,48 97,94 256.416.561 91,59 25,90GB 9,74
65654 RANDY 307.150.566 7,51 97,62 277.332.888 90,29 28,01GB 10,53
65655 MALIST 356.635.310 7,94 97,73 320.867.204 89,97 32,41GB 12,18
65656 HEROCK 302.724.706 6,56 98,00 277.214.206 91,57 28,00GB 10,53
65657 TCP_13 330.956.026 8,70 97,34 294.116.309 88,87 29,71GB 11,17
65658 FABER 385.934.050 19,66 96,57 299.437.165 77,59 30,24GB 11,37
65659 SIOUX 349.139.760 8,43 97,11 310.456.819 88,92 31,36GB 11,79
65660 GOLDSTAR 349.958.124 7,65 97,14 313.957.671 89,71 31,71GB 11,92
65661 MAGNUM 370.499.222 17,83 97,03 295.420.809 79,74 29,84GB 11,22
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Bam-ID Name Gesamte Duplikate Kartierte Kartierte Reads Kartierte Durchschnittliche
Reads [%] Reads [%] Netto[%] Basen Netto Abdeckung Netto

65663 CHAMPION 291.319.858 15,53 97,55 240.053.858 82,40 24,25GB 9,11

66498 MASCOL 364.105.874 8,21 97,90 327.193.859 89,86 33,05GB 12,42
66499 MANAT 358.163.168 6,40 98,23 329.288.559 91,94 33,26GB 12,50
66500 ALVES 323.079.028 8,13 98,10 291.188.280 90,13 29,41GB 11,06
66501 TOBER 341.640.244 8,23 98,15 307.725.382 90,07 31,08GB 11,68
66502 BONATUS 287.849.746 7,60 97,94 260.489.728 90,50 26,31GB 9,89

66503 STATUS 368.275.714 7,39 98,06 334.452.448 90,82 33,78GB 12,70
66504 LICHTBLICK 374.217.170 7,01 98,03 341.132.723 91,16 34,45GB 12,95
66505 MERGIM 369.705.482 6,69 98,25 338.920.144 91,67 34,23GB 12,87
66506 JOSE 347.335.464 11,81 98,26 300.983.321 86,65 30,40GB 11,43
66507 WIZZARD 361.751.712 6,36 97,95 331.803.110 91,72 33,51GB 12,60
66508 PIT 343.083.406 5,81 98,17 317.246.102 92,47 32,04GB 12,05
66511 LAUDAN 323.788.768 7,01 98,19 295.644.938 91,31 29,86GB 11,23
66512 TICKET 298.182.896 9,00 98,11 266.220.729 89,28 26,89GB 10,11
66513 BLACKMAN 319.095.456 9,36 98,12 283.802.886 88,94 28,66GB 10,78
66514 ZECHER 341.534.150 6,93 98,22 312.186.020 91,41 31,53GB 11,85
66515 GIBOR 342.026.096 6,97 97,97 311.743.946 91,15 31,49GB 11,84
66517 LUDOX 453.639.284 15,85 97,26 371.275.926 81,84 37,50GB 14,10
66518 ORIGIN 323.423.486 6,63 97,99 295.894.460 91,49 29,89GB 11,24
66519 CARMANO 315.035.442 9,26 98,01 280.177.341 88,94 28,30GB 10,64
66520 UBBO 327.882.672 7,72 98,06 296.702.616 90,49 29,97GB 11,27
66521 LASSO 324.795.148 8,59 97,96 290.852.070 89,55 29,38GB 11,04
66522 JOYEUX 295.580.486 4,20 98,22 278.118.276 94,09 28,09GB 10,56
66524 FLEURON 295.561.924 5,58 98,13 273.865.827 92,66 27,66GB 10,40
68262 ZUNDER 313.608.110 7,73 97,97 283.493.398 90,40 28,63GB 10,76
68263 LADIN 354.131.970 6,59 96,02 317.608.934 89,69 32,08GB 12,06
68264 PATRICK 289.241.146 7,09 96,33 258.875.104 89,50 26,15GB 9,83

68265 DOLCH 307.739.478 8,82 98,09 275.236.881 89,44 27,80GB 10,45
68266 TRAILOR 374.652.726 7,06 95,60 332.876.802 88,85 33,62GB 12,64
68267 AMARETTO 323.518.854 9,43 97,94 286.988.180 88,71 28,99GB 10,90
68268 VERO 322.860.286 7,22 98,13 293.955.487 91,05 29,69GB 11,16
68269 HORST 350.949.790 6,87 95,28 311.429.750 88,74 31,45GB 11,82
68270 ALBO 367.136.492 8,40 98,08 329.814.180 89,83 33,31GB 12,52
68271 OREON 295.848.034 6,99 97,35 267.902.024 90,55 27,06GB 10,17
68272 AXIUS 321.547.492 7,99 98,04 290.054.338 90,21 29,30GB 11,01
68273 NORDAL 358.267.014 910 98,09 319.448.312 89,16 32,26GB 12,13
68274 NOVIO 323.459.806 9,27 97,89 287.277.711 88,81 29,02GB 10,91
68275 ZOLL 380.505.218 7,50 95,29 335.390.514 88,14 33,87GB 12,73
68276 BRYAN 374.123.018 6,96 95,83 333.575.472 89,16 33,69GB 12,67
68277 WINNETOU 346.571.890 8,26 95,93 304.989.984 88,00 30,80GB 11,58
68278 NATO 357.882.212 6,65 95,80 320.059.697 89,43 32,33GB 12,15
68279 ASCOT 429.031.870 8,94 97,43 380.659.539 88,73 38,45GB 14,45
68280 JOSS 334.530.342 7,79 97,95 302.159.303 90,32 30,52GB 11,47
68281 LEADER 394.265.364 8,57 96,50 347.832.393 88,22 35,13GB 13,21
68282 JORAT 402.835.694 7,08 96,05 359.508.450 89,24 36,31GB 13,65
68283 BELL-ET 353.899.990 7,69 96,82 316.311.909 89,38 31,95GB 12,01
68284 ENSIGN-ET 371.803.348 8,12 96,84 330.825.976 88,98 33,41GB 12,56
68285 IMPEROR 378.140.382 9,53 96,77 331.073.444 87,55 33,44GB 12,57
68286 STARBUCK 380.555.278 8,50 96,26 335.185.247 88,08 33,85GB 12,73
68287 ENORM 377.837.180 7,85 96,53 336.099.498 88,95 33,95GB 12,76
68288 PROPHET-ET 440.501.220 7,93 96,74 392.374.437 89,07 39,63GB 14,90
68289 EMERALD-DE  397.596.086 8,11 86,60 316.372.728 79,57 31,95GB 12,01
68290 MEDOR 332.608.130 8,19 96,69 295.251.076 88,77 29,82GB 11,21
68291 NIPPEL 337.537.066 6,80 96,54 303.713.002 89,98 30,68GB 11,53
68292 COLLECTION  326.241.602 7,78 97,18 292.361.946 89,62 29,53GB 11,10
68293 CHIME-ET 338.979.966 6,89 97,04 306.282.442 90,35 30,93GB 11,63
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Bam-ID Name Gesamte Duplikate Kartierte Kartierte Reads Kartierte Durchschnittliche
Reads [%] Reads [%] Netto[%] Basen Netto Abdeckung Netto

68294 CHRISTO 395.443.786 8,36 93,36 338.330.085 85,56 34,17GB 12,85
68295 VOERIS 369.308.954 6,27 97,05 335.939.566 90,96 33,93GB 12,76
68296 GRAL 412.164.190 5,31 96,83 377.936.397 91,70 38,17GB 14,35
68297 KASTOR 371.220.770 6,14 95,81 333.831.756 89,93 33,72GB 12,68
68298 ZEUS 390.876.014 6,52 96,55 352.785.348 90,26 35,63GB 13,40
68299 JOLDEN-ET 432.540.294 5,92 96,00 390.642.664 90,31 39,45GB 14,83
68300 VIGOR-ET 338.164.548 5,57 93,02 297.040.466 87,84 30,00GB 11,28
68301 AELPLER 440.147.704 5,93 96,10 397.930.739 90,41 40,19GB 15,11
68303 VERGIL 411.227.552 6,13 96,36 371.962.612 90,45 37,57GB 14,12
68305 TRIPLE 388.308.270 6,73 98,22 355.725.044 91,61 35,93GB 13,51
68306 AELPLER 367.952.396 5,81 96,57 334.686.209 90,96 33,80GB 12,71
68307 FIRESTAR 401.623.036 6,61 96,32 361.277.016 89,95 36,49GB 13,72
68309 TIM 337.396.372 6,04 98,07 310.904.973 92,15 31,40GB 11,81
68310 RIVAROL 320.012.770 6,78 97,07 289.564.250 90,49 29,25GB 10,99
68311 MARS 332.501.826 6,92 97,20 300.836.833 90,48 30,38GB 11,42
68312 JEROME 346.256.450 6,64 96,99 313.542.012 90,55 31,67GB 11,91
68313 TONTO 341.124.056 6,66 96,91 308.591.588 90,46 31,17GB 11,72
68314 CAVEMAN 349.217.388 7,02 96,82 314.374.007 90,02 31,75GB 11,94
68315 KANIS 348.846.776 6,89 97,07 315.280.057 90,38 31,84GB 11,97
68316 CONDOR 350.885.702 6,55 96,97 317.965.506 90,62 32,11GB 12,07
68317 BEMOL 330.470.486 6,72 96,83 298.506.487 90,33 30,15GB 11,33
68318 ORKAN 362.116.512 6,60 96,81 327.427.707 90,42 33,07GB 12,43
68319 FIRE 385.380.604 7,97 96,81 343.326.285 89,09 34,68GB 13,04
68320 JONN-ET 348.083.344 6,93 96,95 314.073.818 90,23 31,72GB 11,93
68321 JUBILANT-E 329.744.000 8,76 98,05 294.980.345 89,46 29,79GB 11,20
68322 SABER-ET 356.372.446 6,73 97,00 322.417.465 90,47 32,56GB 12,24
68323 ROCHESTER 386.075.902 6,78 96,63 347.758.147 90,08 35,12GB 13,20
68324 SWATCH-ET 343.160.138 6,40 96,98 311.484.477 90,77 31,46GB 11,83
68325 HANS-ET 326.230.154 7,13 98,07 297.147.877 91,09 30,01GB 11,28
68326 RIOSTAR 346.927.160 7,49 98,14 314.973.111 90,79 31,81GB 11,96
68327 FILOU 342.210.888 7,02 97,93 311.596.937 91,05 31,47GB 11,83
68328 TIPIC 294.467.464 6,27 97,79 269.923.600 91,66 27,26GB 10,25
68329 BELLO 349.138.122 10,59 98,18 306.474.447 87,78 30,95GB 11,64
68330 BACCALA-ET 297.626.546 8,02 98,10 268.554.892 90,23 27,12GB 10,20
68331 AELPLER_3 305.946.644 6,33 97,92 280.594.641 91,71 28,34GB 10,65
68332 INCAS 350.562.616 6,66 98,13 321.105.576 91,60 32,43GB 12,19
9315 STYLIST 329.997.996 10,09 98,17 291.278.102 88,27 29,42GB 11,06
9610 SAMUT 546.235.398 14,01 97,68 458.822.148 84,00 46,34GB 17,42
9611 SAFIR 504.803.222 13,60 97,49 425.194.240 84,23 42,94GB 16,14
9612 SAMPRAS 542.196.834 10,15 97,01 472.596.895 87,16 47,73GB 17,94
9613 REPTEIT 522.065.280 12,74 97,54 444.355.355 85,11 44,88GB 16,87
9614 ROMSEL 516.875.066 13,51 97,63 436.454.957 84,44 44,08GB 16,57
9615 ROBERTO 524.243.828 17,22 97,22 421.904.226 80,48 42,61GB 16,02
9616 RAINER 410.488.326 11,55 98,01 355.868.259 86,69 35,94GB 13,51
9617 MADERA 461.214.490 16,11 98,04 379.358.308 82,25 38,32GB 14,40
9618 MORBO 413.271.730 13,45 97,95 350.351.770 84,78 35,39GB 13,30
9619 HATZ 426.239.958 14,68 97,97 356.281.129 83,59 35,98GB 13,53
9620 HULOCK 361.168.818 16,28 97,91 296.059.091 81,97 29,90GB 11,24
9621 GEBALOT 384.427.542 9,40 98,27 342.274.956 89,03 34,57GB 13,00
9623 RUBEL 314.078.890 13,10 98,05 267.594.193 85,20 27,03GB 10,16
9624 POLK 338.775.672 16,93 97,80 275.215.587 81,24 27,80GB 10,45
9625 RALSTER 327.901.852 9,43 98,09 291.304.622 88,84 29,42GB 11,06
9626 WAGRAIN PS 329.962.022 13,82 97,98 278.603.570 84,44 28,14GB 10,58
9705 BOSBO 245.211.960 15,55 96,74 200.327.534 81,70 20,23GB 7,61

9706 ERGO 272.449.886 10,18 98,42 240.851.505 88,40 24,33GB 9,15

9707 ENRICO 214.729.212 8,38 98,44 193.664.034 90,19 19,56GB 7,35
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Bam-ID Name Gesamte Duplikate Kartierte Kartierte Reads Kartierte Durchschnittliche
Reads [%] Reads [%] Netto[%] Basen Netto Abdeckung Netto
9708 HIRMER 187.159.666 27,96 96,96 130.729.675 69,85 13,20GB 4,96
9709 HIMALAYA 856.19.218 28,05 96,68 59.560.216 69,56 6,02GB 2,26
9715 RAPID 108.054.632 5,01 95,28 97.800.696 90,51 9,88GB 3,71
9717 STREUF 516.538.742 10,53 97,72 451.635.014 87,43 45,62GB 17,15
9718 STIER 518.984.250 8,74 97,66 462.520.591 89,12 46,71GB 17,56
9722 VAGABUND 325.808.698 10,17 98,26 287.559.688 88,26 29,04GB 10,92
9724 WAXIN 502.005.218 8,00 95,67 441.832.224 88,01 44,63GB 16,78
9725 REMONT 300.806.310 9,92 98,09 265.772.185 88,35 26,84GB 10,09
9726 ALDOR 518.006.588 9,21 97,61 459.049.974 88,62 46,36GB 17,43
9727 WEBAL 520.156.810 8,80 97,69 463.396.443 89,09 46,80GB 17,60
9728 MANITOBA 127.492.362 32,34 95,98 82.796.044 64,94 8,36GB 3,14
9729 RESOLUT 120.397.884 33,84 96,32 76.732.359 63,73 7,75GB 2,91
9730 RUREX 129.521.018 26,57 96,56 91.840.209 70,91 9,28GB 3,49
9731 WALDBRAND 132.546.696 33,45 96,59 85.199.367 64,28 8,61GB 3,24
9732 WITZBOLD 133.902.476 28,03 95,88 92.399.562 69,01 9,33GB 3,51
9733 ILION 138.217.538 27,54 96,68 96.831.196 70,06 9,78GB 3,68
9734 RUAKANA 164.428.208 25,18 96,73 119.010.771 72,38 12,02GB 4,52
9735 RUAP 145.966.502 24,40 96,74 106.746.879 73,13 10,78GB 4,05
9736 HIPPO 126.766.774 28,63 96,87 87.638.372 69,13 8,85GB 3,33
9737 HUPSOL 170.015.956 25,55 96,85 122.597.052 72,11 12,38GB 4,66
9738 IMPOSIUM 131.025.706 28,43 96,73 90.715.618 69,23 9,16GB 3,44
9739 ROMEL 141.518.182 26,28 96,71 100.893.778 71,29 10,19GB 3,83
9740 RAD-GURU 520.750.152 8,54 97,04 462.160.978 88,75 46,68GB 17,55
9741 522.521.028 9,67 97,25 459.005.278 87,84 46,36GB 17,43
9742 INDER 336.067.716 8,87 98,39 301.321.111 89,66 30,43GB 11,44
9743 MOMO 352.511.988 9,38 98,34 314.151.330 89,12 31,73GB 11,93
9754 RALMESBACH  351.033.034 9,20 98,31 313.369.660 89,27 31,65GB 11,90
9755 RAMIG 369.428.530 9,44 98,30 328.887.486 89,03 33,22GB 12,49
9756 RAMKAN 361.267.998 9,26 98,38 322.493.340 89,27 32,57GB 12,25
9766 - 375.866.338 6,27 97,65 344.017.525 91,53 34,75GB 13,06
9767 POLZER 373.135.632 4,05 98,19 351.544.678 94,21 35,51GB 13,35
9768 ETTAL 322.551.924 10,56 98,27 283.515.160 87,90 28,64GB 10,77
9769 HOLZMICHL 302.308.986 9,17 98,13 269.459.616 89,13 27,22GB 10,23
9770 MANGFALL 297.007.658 8,88 98,12 265.540.379 89,41 26,82GB 10,08
9771 MANGOPE 326.091.110 9,50 98,02 289.265.018 88,71 29,22GB 10,98
9772 ROUND UP 329.254.580 9,62 98,07 291.848.294 88,64 29,48GB 11,08
9773 SAMLAND 324.049.462 10,04 98,24 286.373.977 88,37 28,92GB 10,87
9774 VALUTA 369.824.844 10,48 98,33 325.567.876 88,03 32,88GB 12,36
97175 WALDHOER 367.310.078 11,88 98,31 318.207.905 86,63 32,14GB 12,08
9776 ZASPORT 326.163.568 10,45 98,33 287.219.363 88,06 29,01GB 10,91
9777 ZAUBER 307.016.308 9,54 98,12 272.487.654 88,75 27,52GB 10,35
9778 DON JUAN 344.161.176 9,66 98,20 305.311.400 88,71 30,84GB 11,59
9779 FIDELIS 292.612.752 9,42 98,18 260.217.020 88,93 26,28GB 9,88
esmeralda ESMERALDA 999.157.620 14,56 98,60 841.664.522 84,24 70,08GB 26,35
valero VALERO 342.410.932 14,44 93,83 274.888.063 80,28 27,49GB 10,33
vanstein VANSTEIN 716.137.590 13,11 94,46 587.820.476 82,08 21,16GB 7,96
100002 femalel 330.922.722 9,16 98,48 296.043.524 89,46 29,90GB 11,24
100003 female2 361.831.682 8,36 98,38 326.213.329 90,16 32,95GB 12,39
100004 female3 319.620.860 8,23 98,37 288.526.391 90,27 29,14GB 10,96

Die fiir die Re-Sequenzierung selektierten Tiere sind nach threr Bam-ID sortiert. Bam-IDs entsprechen der internen Namen
der Sequenzen je Tier; Duplikate entsprechen den PCR-Duplikaten, die wdihrend der Amplifikation ber  der
Libraryaufbereitung entstehen und mit MarkDuplicates von PICARD (hitp://picard. sourceforge.net) markiert wurden;
Kartiere Reads entsprechen dem Anteil der Reads, die an das UMD3. 1-Assembly (JIMIN et al. 2009) mit BWA (LI und
DURBIN et al. 2009) kartiert werden konnten; RKartierte Reads Netto sind die kartierten Reads ohne Duplikate; Kartierte
Basen Netto ergeben sich aus der Multiplikation der kartierten Reads Netto mut der Readlinge (labelle 9.2);
Durchschnittliche Abdeckung Netto ergibt sich aus der Diwvision der kartierten Basen Netto mit der Genomliinge (~2,67 GB).
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Abbildung 9.1: Bestimmung der Grenze zwischen pseudoautosomaler und nicht-
pseudoautosomaler Region des bovinen X-Chromosoms

Fiir 896 mdnnliche Tiere der BFV Population standen 777K-Genotypen zur Verfigung. Die chromosomale
Position der SNPs wurde basierend auf dem Referenzgenom UMDS3. 1 (iviv et al. 2009) festgelegt. Der Anterl
an heterozygoten Tieren auf dem X-Chromosom basiert auf 38.868 SNP Der schattierte Kasten hebt die
pseudoautosomale Region hervoy; in der eine erhohte Helerozygotie zu verzeichnen war. Die Grenze wurde auf
137.000.000 Basen festgelegt und erstreckt sich bis zum Ende des Chromosoms. Die pseudoautosomale Region
des X-Chromosoms wurde wie ein autosomales Chromosom behandelt.
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Tabelle 9.4: Anzahl Varianten je Chromosom

Chromosom Varianten Biallelische SNP Triallelische SNP InDels
Chrl 1.412.027 1.279.865 2111 130.051
Chr2 1.154.970 1.046.758 1814 106.398
Chr3 1.011.206 918.809 1432 90.965
Chr4 1.076.327 975.913 1370 99.044
Chrb 1.068.358 970.460 1554 96.344
Chr6 1.036.432 938.399 1491 96.542
Chr7 944.720 855.725 1356 87.639
Chr8 961.673 871.546 1330 88.797
Chr9 893.083 807.281 1295 84.507
Chrl0 909.268 825.212 1369 82.687
Chrl1 901.604 819.187 1362 81.055
Chrl2 965.969 878.750 1237 85.982
Chrl3 695.656 631.560 1510 62.586
Chrl4 732.046 664.014 1161 66.871
Chrl5 822.658 748.776 1001 72.881
Chrl6 719.803 653.778 1267 64.758
Chrl7 671.159 608.407 810 61.942
Chrl8 566.701 515.015 909 50.777
Chr19 546.290 495.930 933 49.427
Chr20 653.761 593.676 896 59.189
Chr21 603.126 547.846 871 54.409
Chr22 520.837 473.433 649 46.755
Chr23 639.723 584.753 810 54.160
Chr24 555.325 503.917 853 50.555
Chr25 402.076 367.595 502 33.979
Chr26 461.556 419.463 709 41.384
Chr27 424.399 384.430 608 39.361
Chr28 432.808 394.125 603 38.080
Chr29 515.558 470.820 714 44.024
ChrX 524.501 456.705 1309 66.487
ChrX_PAR 114.302 104.132 197 9973

Tabellarische Ubersicht der identifizierten Polymorphismen je Chromosom, bei denen mindestens ein Tier von der
Referenzsequenz UMDS. 1 (JIMIN et al. 2009) abweicht.

Tabelle 9.5: Ubersicht der Allelaustausche

Alternativ
A C T G
. A 0 805.390 646.435 3.037.087
§ C 952.783 0 4.134.552 818.718
;3 T 643.610 3.031.584 0 808.341
G 4.149.920 821.375 956.485 0
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Tabelle 9.6: Ubersicht der verifizierten vorzeitigen Stopp-Codons

Alle Iso-

Homozygote

Chr Position REF ALT Gen NMD formen 214 Tiere 1000 Bullen Sanger Genlinge AS Pos AS
15 75.043.001 C T ACCSL ja ja ja ja ja 576 561 Q
10 90.126.392 G T ADCKI1 ja ja nein ja ja 523 297 E
19 27.833.935 C T ALOX15 nein ja ja ja ja 663 262 Q
6 14.427.121 G A APIAR nein ja nein nein nein 302 302 R
21 62.743.832 C T BDKRB2 nein ja nein nein ja 388 388 (@)
18 63.545.639 C T BOSTAUVIR430 nein ja nein nein ja 302 124 Q.
23 25.620.856 G T BTNL2 ja ja nein ja nein 527 90 E
1 264.831 T A CBX3 ja ja ja ja ja 181 5 K
19 57.577.546 G A CD300LB nein nein ja ja ja 200 139 W
9 93.261.416 G A CLDN20 nein ja nein - nein 237 56 w
24 4.248.577 G T CNDPI nein ja nein nein nein 510 248 Y
5 42.523.802 C T CPNES8 nein nein nein - ja 564 127 Q
11.434.686 C T DDX58 ja nein ja nein ja 942 39 Q
27 5.425.524 G A DEFB4 nein nein ja ja ja 63 57 R
25 2.993.664 C G DNASEI1 ja ja nein ja ja 282 85 Y
18 35.576.738 G C DPEP3 ja ja ja ja ja 481 368 Y
24 25.915.403 A C DSG2 nein ja ja ja ja 1120 1092 L
10 65.509.933 G A DUOXI1 ja ja nein nein nein 1553 741 Q
2 95.390.113 G A DYTN ja ja nein nein nein 585 335 R
1 44.652.737 T A EFHB nein nein nein nein nein 838 777 R
24 35.956.168 G A ENOSF1 nein nein nein nein nein 443 178 R
7 98.612.967 G A ERAPI ja ja nein nein nein 942 54 R
25 18.658.584 G T ERI2 ja nein nein nein nein 689 290 Y
13 52.510.391 G T FASTKD5 nein ja nein - nein 762 539 E
18 49.743.216 C T FCGBP ja nein ja ja ja 3047 1672 W
3 12.686.233 C A FCRL3 nein nein ja ja ja 718 98 S
8 29.433.977 C T FREM1 ja nein nein nein nein 2180 1131 R
15 42.515.384 G A GIN1 nein nein ja ja ja 521 405 R
15 42.515.812 C T GIN1 nein ja nein nein nein 521 262 w
19 38.204.969 C T GIP ja ja nein nein ja 146 42 R
8 6.857.405 G A GLRA3 ja ja nein nein nein 461 251 R
1 45.468.030 G T GPR128 ja ja nein - nein 795 616 G
11 36.414.623 G A GPR75 nein ja nein nein ja 540 406 R
23 24.909.264 G A GSTA5 ja ja ja ja ja 222 13 R
3 33.798.941 A T GSTM1 nein nein ja ja ja 218 87 C
15 76.831.914 C T GYLTLIB nein nein nein nein nein 726 720 Q
6 87.202.522 C T HSTN nein ja nein nein nein 58 46 R
11 87.942.810 C T TAH1 nein nein ja ja ja 249 214 W
3 66.286.574 T A 1F144 ja ja nein nein nein 449 279 K
16 4.484.297 C T 1L19 nein ja ja ja ja 177 170 R
4 66.003.777 G A INMT ja ja ja ja ja 263 97 W
3 17.883.354 T A IVL nein nein nein nein ja 422 406 K
13 78.195.467 G C KCNBI1 nein ja ja nein ja 858 815 Y
19 3.878.639 T A KIF2B nein ja nein nein nein 722 534 L
19 3.879.025 C T KIF2B nein nein nein nein nein 722 663 Q
5 10.067.7081 T A KLRFI nein nein ja ja ja 233 113 K
5 27.490.704 C T KRT74 ja ja nein ja nein 536 316 R
1 4.771.715 G A KRTAP15-1 nein nein ja ja ja 136 61 Q
16 49.274.237 G A LADI nein ja nein - nein 459 350 R
18 63.149.625 G A LILRB3_0 nein ja nein nein nein 578 106 w
27 14.698.133 G A LRP2BP nein nein nein nein nein 348 66 R
5 44.555.705 G A LYSB ja ja ja ja ja 147 46 w
5 44.555.742 C T LYSB ja ja ja - ja 147 59 R
21 59.203.478 C T MGC152353 ja ja ja ja ja 290 105 Q.
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Alle Iso- Homozygote

Chr Position REF ALT Gen NMD formen 214 Tiere 1000 Bullen Sanger Genlinge AS-Pos AS
27 14.166.045 G A MLF1IP nein ja nein nein ja 409 357 (@)
1 71.079.140 G T MUC20 ja nein nein nein nein 738 377 E
71.104.148 C T MUC4 ja ja ja ja ja 1101 690 W

3 87.961.507 T A MYSMI1 nein nein ja ja ja 831 822 C
7.463.112 G A NEIL2 nein nein ja ja ja 329 325 Q

16 65.368.596 G T NPL nein nein nein nein nein 320 314 G
6 23.862.14 G A NPY5R nein ja ja ja ja 446 364 R
18 10.300.363 C T OSGIN1 nein ja nein nein ja 530 54 Q.
23 45.276.662 G A PAKI1IP1 nein nein nein nein nein 392 389 R
5 92.218.488 G A PIK3C2G nein nein nein ja nein 1446 412 Q
17 72.089.872 C T PLA2G3 nein nein nein ja nein 516 225 w
26 37.302.490 C G PNLIP ja ja nein nein ja 465 284 Y
24 54.170.070 C G POLI ja ja nein - nein 747 390 Y
9 87.891.924 G A PPIL4 nein nein nein nein ja 492 447 R
14 21.121.932 G A PRKDC nein ja nein - nein 4124 1184 R
3 117.646.636 C T PRLH nein nein ja ja ja 98 85 R
11 66.998.234 C A PROKRI1 nein ja ja ja ja 393 293 Y
23 34.719.499 T A PRP9Y nein ja nein nein nein 238 228 K
23 34.719.645 G T PRP9Y nein ja ja ja ja 238 179 S
6 4.152.699 C T QRFPR nein ja ja ja ja 432 412 R
12 32.842.933 G A RASLIIA nein ja nein ja nein 244 182 R
16.818.590 C T S100A13 nein ja nein ja nein 98 45 Q.
69.289.773 C T SAMD3 ja nein nein nein ja 510 212 w

19 27.956.790 C T SHBG nein nein ja nein ja 401 52 Q
7 26.329.342 G A SLC27A6 ja ja ja ja ja 635 85 Q
3 48.855.688 G A SLC44A3 ja ja nein nein nein 649 178 R
13 63.168.226 G T SPLUNC2B ja ja ja ja ja 240 66 E
21 55.891.444 G A STRC nein nein nein ja nein 1764 1143 R
11 19.632.148 G A SULT6BI1 ja ja ja ja ja 303 216 R
11 19.638.808 G A SULT6BI1 ja ja nein ja nein 303 140 R
4 103.163.208  C T SVOPL ja ja nein - ja 492 181 W
4 106.103.710 G T TAS2R 38 nein ja nein nein nein 335 112 C
1 70.697.630 C T TMED2 nein ja nein ja nein 201 172 W
10 89.523.800 G T TMEM63C nein nein nein ja nein 804 796 E
19 27.689.622 C A TMEMO95_0 nein nein ja ja ja 183 161 C
15 29.219.124 C T TMPRSS4 ja nein nein nein nein 446 118 R
14.299.316 G A TTC24 ja ja nein ja nein 568 391 R

3 42.748.263 A C VCAMI1 ja nein nein nein nein 739 654 Y
3 26.175.832 C T VTCNI1 ja ja nein nein ja 282 172 R
16 50.686.215 G T WDRS8 nein nein nein nein ja 458 445 E
18 57.909.120 C A ZNF175 nein ja ja ja ja 702 156 S
23 30.123.089 C T ZNF323 nein ja ja ja ja 435 192 Q
23 30.995.430 G A ZNF391 nein ja nein ja ja 358 241 R
18 63.986.957 C T ZNF471 nein ja ja ja ja 759 471 Q
18 63.987.384 C G ZNF471 nein ja nein nein nein 759 613 S
16 64.649.983 G A ZNF648 nein nein nein ja nein 564 57 R

Die verifizierten Stopp-Codons sind alphabetisch nach den Gennamen geordnet. Die Chromosomen- und Basenpost -
tion entsprechen der Position des UMDS3. 1-Assembly (JIMIN et al. 2009). REF = Referenzallel; ALT = Alterna-
twallel; NMD = Nonsense-vermattelter mRNA-Abbau; Homozygote = Erscheinen von Homozygoten im Daten -
satz der 214 re-sequenzierten Tiere, im Datensatz des 1000-Bullen-Genom-Projekts und bei der Sanger-Re-Se-
quenzierung; Genlinge = Lénge der Proteinsequenz der lingsten Isoform nach der manuellen Annotation; AS-Pos
= von der Stoppmutation betroffene Aminoséureposition; AS = betroffene Aminosdure.
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Tabelle 9.7: Ubersicht iiber die bei der Sanger-Re-Sequenzierung verwendeten Primer

Gen Primer-ID Richtung Sequenz Region
ACCSL 10369 forward GAGGAAGCATTTGGTCAGGA Fxon 14
ACCSL 10370 reverse AGAGGGCCTAGAAGGACTGG
ADCKI1 10371 forward CGCCATCCATTAAAATCACC Fxon 7
ADCKI1 10372 reverse CCTTGCCATCTGATCCTGTT
ALOX15 10339 forward TCACCATCCTTCCTCAAAGG Fxon 6
ALOX15 10340 reverse ACTGTGGAATTCCGTCTTGC
APIAR 10127 forward TCAGCCTCTGATGATTCCAA Exonl0
APIAR 10128 reverse GGAAAAGCAGAAGGCAGATG
BDKRB2 10264 forward GCGTAACAACGAGATGCAGA Exon 3
BDKRB2 10265 reverse CAGGGCAGGAATTTACTGGA
BTNL2 10304 forward GAAGATGCCCTCCTCACTTG Exon3
BTNL2 10305 reverse CATGAATTCTTGCCTCAGCA
BOSTAUV1R430 10137 forward GCCTACACAATGGCTGCTTT Exon 1
BOSTAUV1R430 10138 revers TGGTGTCTGTGCAGGAGAAG
CBX3 10343 forward AGTAAAGGGGCAGGGAGAAA Fxon 1
CBX3 10344 reverse GCATCTGTAAACCCCTTCCA
CD300LB 10069 forward GTTGAGCGTGCAATGTCACT Fxon 2
CD300LB 10070 reverse TACCCCAGATGTCCCTCTGT
CLDN20 10377 forward TCTTCTTTCCCCAGCCTTTT Exon 2
CLDN20 10378 reverse GCCGAAATGATTCCAAGGTA
CNDP1 10379 forward TGATTTGCCCCATCGTTAAT Fxon 6
CNDP1 10380 reverse CTCCTCTGGGACCCCTTATC
CPNES8 10453 forward AAGGCTGTGCAAACTTAGGG Exon 6
CPNES 10454 reverse CATGGCATATGACAGCTGAA
DDX58 10049 forward TTTCTGGTTGCTGTGTCCAC Exon 2
DDX58 10050 reverse CTGCTTGTTGAAGGGCATCC
DEFB4 10381 forward GCAGGAAGGAGGATGTAGCA Exon 2
DEFB4 10382 reverse ATTCGCTTGGGATCAGACAC
DNASE1 10023 forward CAGCAACATTCTGGCCTTGT Fxon 4
DNASE1 10024 reverse CCAGTTCTTGCCCTCAAACC
DPEP3 10073 forward TCCTTGTCCTTCCTGTGGTC Fxon 9
DPEP3 10074 reverse TGAAGCCACTGAACCCTCTT
DSG2 10324 forward CCTAGGGAACCAGCAGTACG Exon 15
DSG2 10325 reverse AGCCAGGTCCTTTGAGAACA
DUOXI1 10383 forward TCCCCAAGGAGTATGACCTG Exon 17
DUOXI1 10384 reverse TTCAGATAACCGCCTTCCTG
DYTN 10385 forward CAGCTCCTTCTCCCACAGAG Exon 13
DYTN 10386 reverse ATCGTCTGGCTGATGAAAGG
EFHB 10455 forward ATCTCCAAAGCATTGCCATC Fxon 12
EFHB 10456 reverse AGGGGCTCCTGATGACTTTT
ENOSF1 10389 forward GTGGCGTAGGTACTGCTGGT Fxon 7
ENOSF1 10390 reverse GCATCCATACCCAACCATCT
ERAP1 10353 forward TATGGGTGGATGCATTCTGA Fxon 1
ERAP1 10354 reverse CCTCACTTCTCCTTCCTTGG
ERI2 10393 forward AATCGGTGCTGACGTTTTTC Exon 9
ERI2 10394 reverse TATTTTGCTCGGGCTGAGAT
FASTKDS 10395 forward CGATACCCAGAACACCTGCT Exon 4
FASTKDS 10396 reverse CTGCCCATTGTCTGACTCAA
FCGBP 10266 forward TTGACAGGGTCTTGGACACA Exon 11
FCGBP 10267 reverse GCCTTTGTGGATGGAGATGT
FCRL3 10133 forward GGATTCCCTTTCTCCAGCTC Fxon 3
FCRL3 10134 reverse CCTTAGGCAATCCCCATGTA
FREMI1 10322 forward GCTCCATTTTGGTGTGCTCT Exon 18
FREM1 10323 reverse CTGCCAAGCTCTGTGATCTG
GIN1 10457 forward TTGGAGAAGGAAATGGCAAC Exon 1
GIN1 10458 reverse ACCCGGAGGACTTAGAGGAA
GIP 10254 forward GCATGGACAAAAGGGTGACT Fxon 3
GIP 10255 reverse GAGTCATTGGCAGCAGTTCA
GLRA3 10355 forward TCCTGGCTAGAATCTCAAGG Exon 7
GLRA3 10356 reverse CATGAGTGTCTGCCCTTTCA
GPR128 10268 forward TGGCAGTATCAGTGCATTTCA Fxonl4
GPR128 10269 reverse AACATGCCTGCCAACTTCTC
GPR75 10270 forward GGCTGAGAAGGAAAGTGCTG Exon 2
GPR75 10271 reverse GCAAACCAAGAGATGCCAAT
GSTAS 10001 forward TGAGACTTGGTTTGGTGCAA Fxon 2
GSTAS 10002 reverse CCGCAGGCAGGATTATTTAC
GSTM1 10347 forward AGGGCAGTCTGGAGTTCAAA Fxon 5
GSTM1 10348 reverse AGGACCTGGGCTAATGAGGT .
GYLTLIB 10399 forward CTCCCCCAGCCTACACAGT Exon 13
GYLTLIB 10340 reverse GCTCATGGTGTTGGGTTTG
HSTN 10401 forward AGCAAGGCCACCTAAACTGA Exon 5
HSTN 10402 reverse GGACCTACACTAGGCTGCATTT
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Gen Primer-ID Richtung Sequenz Region
TIAH1 10403 forward CTTGGCTGGACGGTACAAAT Exon 6
IAH1 10404 reverse TGCACCAGTGACTTCAGGTT
1F144 9995 forward CTCCCCCAGCATTTTAGCTT Fxon 6
1F144 9996 reverse CCTGGAGAATCCCATGAAAA
IL19 10208 forward ATGCCCTGCAGAGATAATGG Exon 5
1IL19 10209 reverse CAGCCGATGAGATTTTAGCC
INMT 10139 forward AGGGGGACCCAGTATGTACC Exon 2
INMT 10140 reverse GGATGGGAGACCTCTTGTGA
IVL 10272 forward GCTGGAGCAGGAGAAAACAC Exon 2
IVL 10273 reverse TCCAAGCCTTCCAGGATTTA
KCNB1 10276 forward ATTGATGCGGACACAGATGA Exon 2
KCNBI 10277 reverse GAGGGCTGCAGAGCTGTTAC
KIF2B 10175 forward TGGAAGGAAGCAAGCCAATG Exon 1
KIF2B 10176 reverse AGCATCTCTGGCCTTCTACT
KIF2B 10177 forward CATGGCAAGTTTTCCCTTGT FExon 1
KIF2B 10178 reverse CCCTGAAGGGACATTTCTGA
KLRF1 10179 forward GCCTGGCACAGAATAGATCC Exon 3
KLRF1 10180 reverse AGAGGCCAAAGCTTGAGAAA
KRT74 10316 forward GTGTGAGCCTTTTCCTCAGC Exon
KRT74 10317 reverse GCTTCGTTCCTCCATCAGAG
KRTAP15-1 10027 forward CAACTGCAGCATGGGAAACT Fxon 1
KRTAP15-1 10028 reverse AGCCCTGGTGATGAAGATGG
LADI1 10463 forward TCTCTTCGCCAGAGTGAGGT Exon 6
LADI1 10464 reverse CAGACAGATGCAGGAAAGCA
LILRB3 10127 forward AGCTCGCCTCTGATTTCCTT Fxon 3
LILRB3 10128 reverse AGGGAGAGACACTGGAGGAT
LRP2BP 10280 forward GTTAGTGTGACAGCCCACCA Fxon 3
LRP2BP 10281 reverse TCATGATCAAAGCCACAAACA
LYSB 10143 forward CTTACCTAGGGATGGGAGCA Exon 2
LYSB 10144 reverse TACCACCAAATGGGACCTGT
MGC152353 10145 forward CTGAATCCTTGCAGCCTTTC Exon 4
MGC152353 10146 reverse CTTCTTCTGGGGTGCAGAGA
MLF1IP 10284 forward TCTGTGGGCTTCACTGCTAA Exon 10
MLFIIP 10285 reverse GTAGACCTGGCGTCTCCACT
MUC20 10409 forward AGGCCCTATCCTCAGAGAGC Exon 4
MUC20 10410 reverse GGGTGTGGTGTGTGTAGCAG
MUC4 10411 forward AAGACCAGGCGTCTCTTCAA Exon 16
MUC4 10412 reverse TCCACTCACTACCCCACTCC
MYSMI1 10413 forward TCCTCAACCTCCTCAACCTC Fxon 20
MYSM1 10414 reverse GCCAGATGGTGTATGTGGTG
NEIL2 10035 forward CTTTTGCCTTCCCTTGTCCC Fxon 5
NEIL2 10036 reverse TAGCATCCCAACCACCCAAT
NPL 10333 forward AACTGTCCCAGCCATGTTTC Exon 12
NPL 10334 reverse CTCCTGAAGGCAAATGGAAT
NPY5R 9997 forward CCATCCTTCCCAAAAGAGTG Exon 2
NPY5R 9998 reverse CAGGACATCATGCCTAGCAA
OSGIN1 10290 forward TCAGGGGATGACACAGATCA Exon 3
OSGINI1 10291 reverse CCCAGGAGAGCAAAACTGTC
PAKI1IP1 10466 forward CAGTCCAGACGCAACAAAGA Exon 10
PAKI1IP1 10467 reverse TCCTCTGTCCATGGGATTTC
PIK3C2G 10419 forward ACAGCATTTGAGAGGCTTGC Fxon 7
PIK3C2G 10420 reverse TTGTCGGTTTTGCCATGATA
PLA2G3 10335 forward TCTCGCCCTTCCAGTACAAC Exon 3
PLA2G3 10336 reverse ACAGGACGAGACATGGTTCC
PNLIP 10256 forward TGTTCTGTGACTGCCAGGAG Fxon 9
PNLIP 10257 reverse CATGCCCACAATCCTATTCC )
POLI 10351 forward AGTCTGCCAAGATGGAAGGA Fxon 8
POLI 10352 reverse ACAACCCAGAAATTCCATGC
PPILA 10292 forward CTGCTTGCTAATGGGAGACA Exon 13
PPIL4 10293 reverse TTTAGCGCCCTACACAATCA
PRLH 9999 forward AAGGAAGGGGAGTGTGTCCT Exon 2
PRLH 10000 reverse GAGGGTCCTTCCAGGCTAAC
PROKRI1 10345 forward GAAACGGTCCTCGTCATTGT Fxon 2
PROKRI1 10346 reverse CGTGGTTTTGAGGTCAAGGT
PRP9 10421 forward TTGAAGTTCCACGTGTCTGC Fxon 5
PRP9 10422 reverse CCCATTACAGAGCATGCATTA
QRFPR 10047 forward AACCTTATCCCCAGCACGAA Exon 6
QRFPR 10048 reverse ACATTGAGTGGCTGGTCAGT
RASLIIA 10423 forward CTTTTCAGGTCCAGGACAGC Exon 6
RASLI1A 10424 reverse TAGCACGAATGCATGGGTTA
S100A13 10429 forward CCCTCATCCTTGTCCCTTTT Exon 1
S100A13 10430 reverse GCTGGGAAAATGAAACCAGA
SAMD3 10288 forward CAGTGAACACCCACACACCT Fxon 7
SAMD3 10289 reverse TGGAAACCCTCTTCTGGAAA
SLC27A6 10059 forward AGTCAATGTGTGCTGTGCTG Fxon 1
SLC27A6 10069 reverse CAGTATCGCCCCTTTTCAGC
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Gen Primer-ID Richtung Sequenz Region
SLC44A3 10433 forward TTGCAAACAGGGCTTTAACC Exon 6
SLC44A3 10434 reverse ACTTTCCATGGCCAGTTCAC
SPLUNC2B 10032 forward TCCAGACCCATGAGATGCTC Fxon 3
SPLUNC2B 10104 reverse TAAGATGAAATAAAATAACCTA
STRC 10318 forward GCTCTAGAGTGTGCCCTGCT Exon 15
STRC 10319 reverse GCTTCCCAGCAGAGCTATTG
SULT6B1 10437 forward CAGCTGGTTTAGACTGGTGCT Exon 6
SULT6B1 10438 reverse CAAGGCAGCTTTACCTTTGC
SULT6B1 10435 forward TCCTGAGCAGCTGTATGTGG Exon 4
SULT6BI 10436 reverse CAAGGCAGCTTTACCTTTGC
SVOPL 10294 forward GTCTTTTCCAACGCGTCAGT Exon 7
SVOPL 10295 reverse TGCCAAAACACCCTTTTCTC
TAS2R38 10320 forward TGCCCTCTGAAGTCAGGAAT Exon 1
TAS2R38 10321 reverse AGAACACCAGCATCCCAGAG
TMED2 10258 forward TGCTCACATGGATGGAACAT FExon 1
TMED2 10259 reverse TTGGGAGGGCCTGTATAATG
TMEMG63C 10439 forward TCCTGAGCAGCTGTATGTGG Exon 22
TMEMG63C 10440 reverse GGGGAAGATCCCAGAGAGTC
TMPRSS4 10441 forward TGGTCACCCTAGCTCCTGTC Exon 5
TMPRSS4 10442 reverse CCCACCACACACACACATCT
TTC24 10443 forward CCACCTCTGTCCATGGTTCT Exon 6
TTC24 10444 reverse CCCACTGGGCTAGTTACCAA
VCAM1 10337 forward CTGCTCACTTCCTGCTTGTG Exon 8
VCAM1 10338 reverse CCACCAAGCTTCAGACCTGT
VTCNI1 10260 forward GCCCACTGGGAAAGTACTGA Exon 4
VTCNI1 10261 reverse TGGAATTGTGATTGGGGTCT
WDRS 10300 forward CTCTGGCCACCTGTCTTCTC Fxon 12
WDR8 10301 reverse GCCATGCTTCAGAGTGTTCA
ZNF175 10181 forward CTGGCGAGCGACAGTATGTA Exon 5
ZNF175 10182 reverse CGCTGATGCTCTCTGAACTG
ZNF323 10013 forward CAGGTGCTGGTTACCCCTTA Exon 4
ZNF323 10014 reverse CCCTGTGTGGATCCTTCTGT
ZNF391 10447 forward TTCTGCAAAGGAAGCCTTGT Fxon 3
ZNF391 10448 reverse ATGTTCAGCAAGGGATGAGC ’
ZNF471 10449 forward TGTGACATCTGTGGGAAAGC Exon 5
ZNF471 10450 reverse TAAGCGACTGTCGATGGCTA
ZNF648 10451 forward GTTCCTGTGGCTGTGAAGGT Exon 1
ZNTF648 10452 reverse TCCAGATTTGCCCTTGAGTC

Auflistung der verwendeten Primer mut threr internen Identifikationsnummer (Primer-ID). Die Sequenz st in
5"-3"-Orientierung und die Region der Primer in der genomuschen Organisation der Gene angegeben.

Tabelle 9.8: Identifizierte Varianten im FGEF23-Gen

Position (bp) Al A2 AF Region P-Wert LD als r?
106.207.894 A C 0,88 PROM 2,92x10* 0,05
106.208.395 G C 0,98 INTRONI1 0,98 0,01
106.208.520 A C 0,81 INTRONI1 1,25x10° 0,48
106.208.532 T C 0,97 INTRONI1 1,95x107"° 0
106.208.538 T C 0,99 INTRONI1 1 0
106.208.565 G T 0,95 INTRON1 0,95 0
106.210.249 C T 0,94 INTRONI1 0 0,03
106.210.270 A T 0,86 INTRONI1 0,35 0,03
106.210.506 T G 0,97 INTRON1 0,01 0,02
106.211.450 G A 0,8 INTRONI 4,52x107 0,48
106.211.829 C T 0,77 INTRONI1 0,45 0,14
106.211.842 G A 0,98 INTRONI1 0,98 0,01
106.211.954 T A 0,86 INTRONI1 7,33x10° 0,32
106.214.010 T C 0,98 INTRONI1 3,14x107 0
106.214.125 A C 0,94 INTRONI1 0 0,03
106.214.130 A T 0,98 INTRONI1 0,03 0,03
106.214.178 T G 0,62 INTRONI 0,01 0
106.214.730 C T 0,61 EXON2 0,01 0
106.215.221 A G 0,86 INTRON2 6,61x10” 0,32
106.215.328 G A 0,86 INTRON2 6,40x10” 0,32
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Anhang

Position (bp) Al A2 AF Region P-Wert LD als r’
106.215.570 T C 0,61 INTRON2 0,01 0
106.216.089 A C 0,99 INTRON2 9,87x10* 0
106.216.222 C A 0,98 INTRON2 0,98 0,01
106.216.293 A C 0,99 INTRON2 9,37x10* 0
106.216.557 G A 0,6 EXON3 2,54x10™" 0,37
106.216.613 C T 0,79 EXON3 1,14x10° 0,48

Ubersicht der in der genomweiten Assoziationsstudie identifizierten Polymorphismen im Gen FGF23. Die Position entspricht
der Lokalisation der Variante auf” dem bovinen UMD3. 1-Assembly (JIMIN et al. 2009). Die entsprechenden Allele sind
mit A1 und A2 dargestellt. Die Region ist in der genomischen Organisation des Gen angegeben. Der P-Wert resultiert aus
den Enrgebnissen der genomweiten Assoziationstudie. Das Kopplungsungleichgewicht zum Top-Marker st mat LD als r*
angegeben.
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Tabelle 9.9: Identifizierte Varianten im ARRDCS-Gen

Position (bp) Al A2 AF Region P-Wert LD als r?
93.253.734 T G 0,97 PROM 0,92 0
93.253.721 A C 0,98 PROM 0,53 0
93.253.713 G A 0,91 PROM 0,13 0,01
93.253.697 G T 0,79 PROM 0,32 0,04
93.253.575 A G 0,99 PROM 0,11 0
93.253.434 G C 0,87 PROM 0,05 0,02
93.253.415 A G 0,96 PROM 0,21 0
93.253.108 C G 0,97 PROM 0,14 0
93.253.064 C T 0,97 5UTR 0,54 0
93.252.569 C A 0,98 INTRONI1 0,02 0
93.252.561 A C 0,99 INTRONI1 0,04 0
93.251.492 A C 1 INTRONI1 0,54 0
93.251.138 C T 0,89 INTRONI1 2,43x107 0,85
93.250.685 A G 0,73 INTRONI 0,51 0,04
93.250.624 G A 0,96 INTRONI1 0,22 0
93.250.503 C T 0,73 INTRONI1 0,51 0,04
93.250.422 A G 0,73 INTRON1 0,5 0,04
93.250.391 A G 0,73 INTRONI1 0,5 0,04
93.250.023 A C 1 INTRONI1 0,53 0
93.249.112 A G 0,77 INTRONI1 1,25x107 0,55
93.249.110 A G 0,77 INTRONI1 1,29x107 0,55
93.248.876 A C 0,67 INTRONI1 0,02 0,14
93.248.872 A C 0,72 INTRONI1 0,01 0,09
93.248.857 C A 0,77 INTRONI1 0 0,43
93.248.840 C T 0,97 INTRONI1 0,91 0
93.248.679 T C 0,81 INTRONI1 5,11x107 0,46
93.248.586 G A 0,98 INTRONI1 0,89 0
93.248.571 T A 0,57 INTRONI 0,13 0,1
93.248.503 T G 0,99 INTRONI1 0,67 0
93.248.499 G A 0,98 INTRONI1 0,72 0
93.248.492 A C 0,5 INTRON1 0 0,11
93.248.451 A T 0,96 INTRONI1 0,23 0,01
93.247.869 C T 0,86 INTRON?2 0,04 0,02
93.247.780 T G 0,8 INTRON2 2,05x10° 0,44
93.247.504 A G 0,81 INTRON2 7,05x107 0,46
93.247.383 A G 0,86 INTRON2 0,23 0,02
93.246.278 C G 0,72 INTRON?2 7,75x10° 0,33
93.246.272 A C 0,94 INTRON2 0,36 0
93.246.216 C T 0,5 INTRON2 0 0,11
93.245.632 T G 0,96 INTRON3 0,23 0
93.245.478 A G 0,81 INTRON3 5,31x107 0,46
93.245.412 T C 0,73 INTRON3 0,41 0,04
93.245.253 C A 0,98 INTRON3 0,24 0
93.245.010 G C 0,86 INTRON3 0,23 0,02
93.244.989 A G 0,87 INTRON3 0,23 0,02
93.244.933 C T 0,9 EXON3 4,33x10” 1
93.244.823 T C 0,5 INTRON4 0 0,11
93.244.714 A T 0,5 INTRON4 0 0,11
93.244.554 A G 0,5 INTRON4 0 0,11
93.244.537 A G 0,96 INTRON4 0,52 0
93.244.532 T A 0,7 INTRON4 0,03 0,05
93.244.226 C T 0,73 INTRONS 0,39 0,04
93.244.045 T G 0,81 INTRONS 5,10x107 0,46
93.243.714 T C 0,81 INTRONG 5,10x107 0,46
93.243.389 T C 0,8 EXON7 2,89x107 0,46
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Anhang

Position (bp) Al A2 AF Region P-Wert LD als r’
93.243.245 A G 0,81 INTRON7 3,30x107 0,46
93.242.849 C T 0,86 INTRON7 0,23 0,02
93.242.662 C T 0,96 INTRON7 0,14 0
93.242.658 A C 0,5 INTRON7 0 0,11
93.242.436 G C 0,52 INTRON7 0 0,1
93.242.153 T C 0,54 INTRON7 0,01 0,09
93.242.073 A C 0,96 INTRON7 0,17 0
93.241.938 A C 0,81 INTRON7 3,30x107 0,46
93.241.749 A C 0,96 INTRON7 0,17 0
93.241.710 G T 0,96 INTRON7 0,32 0
93.241.604 T C 0,81 INTRON7 3,30x107 0,46
93.241.556 G A 0,99 INTRON7 0,35 0
93.240.856 G A 1 EXONS8 0,36 0

Ubersicht der in der genomweilen Assoziationsstudie identifizierten Polymorphismen im Gen ARRDC3. Die Position
entspricht der Lokalisation der Variante auf” dem bovinen UMDS3. 1-Assembly (JIMIN et al. 2009). Die entsprechenden
Allele sind mit A1 und A2 dargestellt. Die Region ist in der genomischen Organisation des Gen angegeben. Der P-Wert
resultiert aus den Ergebnissen der genomweiten Assoziationstudie. Das Kopplungsungleichgewicht zum Top-Marker ist mat
LD als v angegeben.
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Tabelle 9.10: Identifizierte Varianten im VPS35-Gen

Position (bp) Al A2 AF Region P-Wert LD als r2
15.058.306 G T 0,75 PROM 0,02 0,23
15.058.275 T A 0,75 PROM 0,02 0,23
15.058.271 T G 0,77 PROM 0 0,21
15.058.265 T C 0,77 PROM 0 0,21
15.058.224 C G 0,75 PROM 0,02 0,23
15.058.187 C T 0,75 PROM 0,02 0,23
15.058.167 G A 0,73 PROM 0,03 0,23
15.058.133 T C 0,61 PROM 0 0,31
15.058.109 T c 0,77 PROM 0 0,21
15.058.045 A G 0,75 PROM 0,02 0,23
15.058.041 T G 0,75 PROM 0,02 0,23
15.058.022 C T 0,75 PROM 0,02 0,23
15.058.003 G A 0,77 PROM 0 0,21
15.057.878 T c 0,74 PROM 0,01 0,23
15.057.851 A C 0,98 PROM 0 0
15.057.833 G A 0,97 PROM 0,27 0,02
15.057.804 T c 0,75 PROM 0,02 0,23
15.057.771 C A 0,75 PROM 0,02 0,23
15.057.726 G A 0,75 PROM 0,02 0,23
15.057.707 C T 0,75 PROM 0,02 0,23
15.057.681 C T 0,98 PROM 0,27 0,02
15.057.649 T A 0,95 PROM 0,01 0
15.057.638 A T 0,6 PROM 0,01 0,41
15.057.583 T C 0,75 PROM 0,02 0,23
15.057.552 c T 0,75 PROM 0,02 0,23
15.057.543 C A 0,74 PROM 0,02 0,23
15.057.442 A G 0,75 PROM 0 0,21
15.057.370 G A 0,93 PROM 0,11 0,06
15.057.361 G T 0,98 PROM 1,37x107 0
15.057.336 A c 0,59 PROM 0,05 0,07
15.057.327 A G 0,71 5'UTR 0,02 0,23
15.057.312 G A 0,76 5'UTR 0 0,19
15.057.304 G T 0,98 5'UTR 0,27 0,02
15.057.289 C A 0,73 INTRON1 0,02 0,23
15.057.193 T c 0,75 INTRON1 0,02 0,23
15.057.144 G A 0,77 INTRONI 0 0,21
15.057.115 c A 0,75 INTRON1 0,02 0,23
15.057.106 G c 0,77 INTRON1 0 0,21
15.057.077 c T 0,75 INTRON1 0,02 0,23
15.056.979 T A 0,98 INTRON1 0,27 0,02
15.056.762 G A 0,99 INTRONZ2 0,01 0
15.056.740 C T 0,93 INTRONZ2 0,11 0,06
15.056.635 C T 0,8 INTRON2 0,77 0,01
15.056.611 A G 0,61 INTRON2 0,42 0,18
15.056.537 T c 0,59 INTRONZ2 1,32x10° 0,59
15.056.509 T A 0,95 INTRONZ2 0,98 0,03
15.056.341 C A 0,95 INTRON2 0,98 0,03
15.056.323 G A 0,58 INTRONZ2 1,14x107? 0,64
15.056.297 T C 0,95 INTRON?2 0,98 0,03
15.056.228 G A 0,8 INTRONZ2 4,47x10° 0,35
15.056.199 T c 0,73 INTRONZ2 0 0,26
15.056.151 T C 0,95 INTRON2 0,98 0,03
15.055.935 T c 0,98 INTRONZ2 0,18 0,01
15.055.918 T c 0,96 INTRONZ2 0,72 0,03
15.055.861 T c 0,96 INTRON2 0,72 0,03
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15.047.135 A C 0,63 INTRON11 0,8 0,02
15.047.126 (@ T 0,53 INTRONI11 0,87 0,07
15.047.102 (@ T 0,94 INTRONI11 0,09 0,06
15.046.826 (@ G 0,98 INTRON12 0,05 0

15.046.795 G C 0,65 INTRON12 0,08 0,41
15.046.565 G A 0,98 INTRON12 0,03 0

15.046.386 T (@ 0,65 INTRON12 0,05 0,39
15.046.322 G c 0,59 INTRON12 0,02 0,49
15.046.094 G A 0,89 INTRON12 0 0,09
15.046.026 G (@ 0,99 INTRON12 0,3 0

15.046.020 A C 0,96 INTRON12 0,44 0,03
15.045.574 G T 0,6 INTRON12 0,03 0,49
15.045.249 (@ T 0,96 INTRON12 0,45 0,03
15.044.989 C T 0,9 INTRON12 0,26 0,08
15.044.910 T G 0,9 INTRON12 0,24 0,08
15.044.885 T A 0,98 INTRON12 0 0

15.044.876 A T 0,96 INTRON12 0 0

15.044.831 A G 0,9 INTRON12 0,24 0,08
15.044.489 A c 0,93 INTRON13 0,09 0,06
15.044.366 G C 0,69 INTRON13 0,06 0,33
15.043.857 A C 0,59 INTRON13 0,02 0,49
15.043.766 A G 0,96 INTRON13 0,49 0,03
15.043.335 T A 0,9 INTRON13 0,3 0,07
15.043.299 T C 0,99 INTRON13 0,92 0

15.042.699 G T 0,98 INTRON14 0,28 0,02
15.042.453 G A 0,78 INTRON14 0,04 0,29
15.042.359 T A 0,6 INTRON14 0,03 0,49
15.042.152 (@ T 0,93 EXONI15 0,08 0,06
15.041.797 G C 0,7 INTRON15 0,11 0,33
15.041.760 G T 0,9 INTRON15 0,31 0,07
15.041.664 A (@ 0,98 INTRON15 0,28 0,02
15.040.630 T c 0,9 INTRON16 0,31 0,07
15.040.255 A T 0,71 INTRON16 0,12 0,33
15.039.948 T C 0,9 INTRON16 0,31 0,07
15.039.912 A C 1 INTRON16 0,61 0

15.039.891 G A 0,94 INTRON16 0 0,01
15.039.844 (@ T 0,7 INTRON16 0,09 0,33
15.039.807 A G 0,7 INTRON16 0,09 0,33
15.039.709 (@ T 0,61 EXON17 9,85x10™ 1

15.039.449 G T 0,94 3'UTR 0,47 0,04

Ubersicht der in der genomweiten Assoziationsstudie identifizierten Polymorphismen im Gen VPS35. Die Position entspricht
der Lokalisation der Variante auf dem bovinen UMD3.1-Assembly (JIMIN et al. 2009). Die entsprechenden Allele sind
mit A1 und A2 dargestellt. Die Region ist in der genomischen Organisation des Gen angegeben. Der P-Wert resultiert aus
den Enrgebnissen der genomweiten Assoziationstudie. Das Kopplungsungleichgewicht zum Top-Marker st mat LD als r*
angegeben.
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Tabelle 9.11: Identifizierte Varianten im LOC787812-Gen

Position (bp) Al A2 AF Region P-Wert LD als r2
59.556.115 T G 0,99 PROM 4.41x10” 0
59.555.936 G A 0,95 PROM 0,37 0
59.555.697 G A 0,99 PROM 0,33 0
59.555.486 G C 0,97 PROM 0,33 0
59.555.382 C T 0,95 5UTR 4,52x107 0,01
59.555.340 A C 0,99 5UTR 0,34 0
59.554.972 G C 0,85 INTRONI 0,07 0,02
59.554.114 A C 0,99 INTRONI1 0,34 0
59.554.041 A C 0,99 INTRON1 2,83x10”° 0
59.553.985 C T 0,72 INTRONI 0 0,05
59.553.883 A G 0,95 INTRONI 4,30x10” 0,01
59.553.619 T A 0,89 INTRON1 0,18 0,02
59.553.609 C A 0,89 INTRONI1 0,18 0,02
59.552.638 A G 0,99 INTRONI1 0,33 0
59.552.011 T C 0,77 INTRONI1 0,06 0,04
59.551.608 C T 0,93 INTRONI1 0,38 0,01
59.550.539 A G 0,67 INTRONI1 0 0,05
59.550.333 C A 0,72 INTRONI1 0 0,05
59.550.294 C T 0,72 INTRONI1 0 0,05
59.550.287 C G 0,89 INTRONI1 0,17 0,02
59.549.353 T C 0,89 INTRONI1 0,18 0,02
59.549.349 T C 0,89 INTRON1 0,18 0,02
59.548.049 G A 0,97 INTRON2 0,33 0
59.547.821 G C 0,97 INTRON?2 0,33 0
59.547.589 A C 0,94 INTRON?2 3,23x10” 0,01
59.546.781 G A 0,97 INTRON2 0,33 0
59.546.222 T C 0,73 INTRON2 0 0,05
59.545.901 C T 0,96 INTRON2 1,30x10™"" 0
59.545.314 C T 0,97 INTRON2 0,33 0
59.545.076 A G 0,66 INTRON2 0 0,05
59.544.983 T C 0,99 INTRON2 0,3 0
59.544.705 C G 0,66 INTRON2 0 0,05
59.544.375 A C 0,95 INTRON2 0,34 0
59.544.028 C G 0,95 INTRON2 4,31x10” 0,01
59.543.779 G A 0,95 INTRON?2 4,31x107 0,01
59.543.100 A C 0,98 INTRON3 1,10x107 0

59542965 T C 0,97 INTRON3 0,32 0
59.542.707 C A 0,92 INTRON3 0,33 0,01
59.542.467 A G 0,95 INTRON3 4,31x10” 0,01
59.542.432 C A 0,67 INTRON3 0 0,05
59.541.806 A C 0,77 INTRON3 0,07 0,04
59.541.664 G C 0,77 INTRON3 0,06 0,04
59.541.380 A G 0,77 INTRON3 0,07 0,04
59.541.266 G C 0,98 INTRON3 0 0
59.541.230 A C 0,96 INTRON3 0 0
59.541.225 A G 0,96 INTRON3 0 0
59.541.118 A G 0,78 INTRON3 0,07 0,04
59.541.043 T C 0,77 INTRON3 0,06 0,04
59.540.709 A G 0,77 INTRON3 0,07 0,04
59.540.534 T C 0,77 INTRON3 0,06 0,04
59.540.253 C T 0,99 INTRON3 0,32 0
59.540.215 T A 0,95 INTRON3 4,70x10” 0,01
59.540.150 A G 0,72 INTRON3 0 0,05
59.538.869 T A 0,67 INTRON3 0 0,05
59.538.646 A G 0,72 INTRON3 0 0,05
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Position (bp) Al A2 AF Region P-Wert LD als r2
59.537.487 G A 0,95 INTRON3 0,29 0
59.537.441 G C 0,99 INTRON3 1,63x107"% 0
59.537.245 A C 0,95 INTRON3 0,29 0
59.537.049 T A 0,93 INTRON3 0,36 0,01
59.535.738 G C 0,72 EXON4 0 0,05
59.535.519 G C 0,93 EXON4 0,36 0,01
59.534.816 T C 0,89 EXON4 0,16 0,02
59.534.257 C T 0,71 EXON5 0 0,05
59.533.556 T C 0,97 INTRONS 0 0
59.533.523 G A 0,99 INTRONS 0 0
59.533.428 A G 0,99 INTRONS 1,79x10% 0

Ubersicht der in der genomuweiten Assoziationsstudie identifizierten Polymorphismen im Gen LOC787812. Die Position
entspricht der Lokalisation der Variante auf dem bovinen UMD3. 1-Assembly (JIMIN et al. 2009). Die entsprechenden
Allele sind mit A1 und A2 dargestellt. Die Region ist in der genomischen Organisation des Gen angegeben. Der P-Wert
resultiert aus den Ergebnissen der genomweiten Assoziationstudie. Das Kopplungsungleichgewicht zum Top-Marker ist mit
LD als v angegeben.
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PREDICTED: zinc finger protein 845 [Bos taurus]
Sequence ID: ref|XP_001255074.5] Length: 807 Number of Matches: 3

Range 1: 1 to 760 GenPept Graphics ¥ Next Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

1580 bits(4090) 0.0 Compositional matrix adjust. 760/760(100%) 760/760({100%) O/760(0%)

Query 1 MALSQTQLTVEDVDIKFTPEEWECLDPAQRALYQDVMVETYRNLLSVDVSRTHMTMELQA 60
MALSQTOLTVEDVDIKFTPEEWECLDPAQRALYQDVMVETYRNLLSVDVSRTHMTMELQA
Sbjct 1 MALSQTQLTVEDVDIEFTPEEWECLDPAQRALYQDVMVETYRNLLSVDVSRIHMTMELDA 60

Query 61 KGNNGEGEIFQRVMFGRAKTHEIKDYFLRNIQETVRGFENLWTDDERRDNGIFISYIENL 120
KGNNGHRGEIFQRVMFGRAKTHE IRDYFLRNIQETVRGFENLWTDDERRDNGIFISY IENL
Sbjct 61 KGHNGKGEIFQRVMFGRAKTHE IKDYFLRNIQETVRGFENLWTDDEREDNGIFISYIENL 120

Query 121 TDGRDHQSRNDAGDEPVERLGSSFHDELQMLOSEGTIFECSPVVTNINSSPLGLPTQRTR 180
TIMGRDHOSENDAGDEPVERLGS SFHDELOQMLOSEGTIFECSPVVININS SFLGLETORTR
Sbject 121 TDGRDHQSRNDAGDEPVERLGSSFHDELQMLOSEGTIFECEPVVTHINSSPLGLPTQRTR 180

Query 1Bl RVREGICHERESAPMHPSKQAPDQEGHEEESYKSHNECGITILQDSELTRHQOEIHTGREPY 240
RVREGICHERESAPMHPSKOAPDOEGHEEESYESNECGITILQDSELTRHQEIHTGREFY
Sbjct 1Bl RVREGICHERESAPMHPSKQAPDQEGHEEESYKSHNECGITILQDSELTRHQEIHTGREPY 240

Query 241 KADVYGEAFNENESLAVHRTNHTGEEPYECDVCSHSFERNSALOQIHLEVHTGERPYKCDV 300
KADVYGEAFNENESLAVHRTNHTGERPYKCDVCSHSFERNSALQIHLRVHTGEREFYECDV
Sbjct 241 KADVYGHEAFNENESLAVHRTHNHTGEEPYECDVCSHSFERNSALQIHLEVHTGERPYECDV 300

Query 301 CGHSFERNTALQIHLRVHTGERPYKCDVCGHTFERNAALQIHLRVHTGERPYECDVCGHS 360
CGHSFERNTALQIHLRVHTGERPYRCDVCGHTFERNAALQIHLRVHTGERPYRKCDVCGHS
Sbjct 301 CGHSFERNTALQIHLRVHTGERPYECDVCGHTFERNAALQIHLREVHTGERPYECDVCGHS 360

Query 361 FEHQTHLONHGRTHTGEKPYKCDICGRGYPREAQLGIHQRVHTGEEPYECDVCGEAFTRE 420
FEHQTHLONHGRTHTGEKPYRKCDICGRGYPREAQLGIHQRVHTGEEPYRKCDVCGEAFTRE
Sbjct 361 FEHQTHLONHGRTHTGEKPYECDICGRGYPREAQLGIHQRVHTGEKPYECDVCGEAFTRE 420

Query 421 ESHALHQILHTGEKPYKCDLCGQAFTREESHTLHQILHTGEEPYKCDVCGRGYTRSRQLA 480
ESHALHQILHTGERPYRCDLCGOAFTREESHTLHOILHTGEEKPYKCDVCGRGY TRSRQLA
Sbject 421 ESHALHQILHTGEKPYECDLCGQAFTREESHTLHQILHTGEEPYKCDVCGRGYTRSRQLA 480

Query 4Bl IHQRVHTGEKPYECDEASKCHLCGEMFTSRCYLAVHQRSHTGEKPYECDVCGEARFTWEQS 540
IHQRVHTGERPYRCDEASKCNLCGEMFTSRCYLAVHOQRSHTGEKPYRCDVCGEAFTWEQS
Sbjct 4Bl TIHQRVHTGERPYKCDEASKCNLCGEMFTSRCYLAVHQRSHTGEEKPYECDVCGEAFTWEQS 540

Query 541 HALHQILHSGEEPYKCDVCGCGYTRESHLEIHCRVHTGEKPYECDVCGEAFTREDSCTLH 600
HATHQILHSGERPYKCDVCGCGYTRESHLEIHCRVHTGERPYECDVCGEAFTREDSCTLH
Sbjct 541 HALHQILHSGEEPYECDVCGCGYTRESHLEIHCRVHTGEEKPYECDVCGEARFTREDSCTLH 600

Query 601 QIIHTGERPYECDICGRGYTRESQLGIHRRIHMRIHTGENSYKCAVCGRGFTEERQLGSH 660
CIIHTGERPYKCDICGRGYTRESQLGIHRRIHMRIHTGENSYKCAVCGRGFTERRQLGSH
Sbjct 601 QIIHTGERPYKCDICGRGYTRESQLGIHRRIHMRIHTGENSYKCAVCGRGFTEERDLGSH 660

Query 661 WRIHTEEEPFECHSCDERFLAWSELNTHQAVHTDEKAHECTFCGEVFSSRCYLAVHQRIH 720
WRIHTEERKPFECHNSCDERFLAWSSLNTHQAVHTDEKAHKCTFCGEVFSSRCYLAVHORTIH
Sbjct 661 WRIHTEEKPFECHNSCDERFLAWSSELNTHQAVHTDEEAHECTFCGEVFSSRCYLAVHQRIH 720

Query 721 TGEEPYECDVCGRGYTRSREQLATHQRVHTGEEHYKECHVCG 760

TGEEKPYRCDVCGRGYTRSROLATHOQRVHTGEEHYKCHVCG
Sbjct 721 TGEEPYECDVCGRGYTRSEQLATHQRVHTGEEHYKCHVCG 760

Abbildung 9.2: Protein-BLAST-Evrgebnas fiir LOC787812
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Abbildung 9.3: Manhattan-Plot der Ergebnisse der HD-basierten GWAS bei Holstein
Sfiir das Merkmal direkte Totgeburten bei Kiihen
Die Positionen der emnzelnen Varanten, auf der x-Achse dargestellt, basieren auf dem UMDS3.1-Assembly
(Zmin et al. 2009), mit Ausnahme der Geschlechtschromosomen. Auf der y-Achse st der negativ-dekadische
Logarithmus der P-Werte aus der GWAS' aufgetragen. Chromosomwent signifikante Polymorphismen sind gelb
markiert, genomweit signifikante Varianten sind in rot dargestellt
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